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RESUMO
O presente estudo teve como objetivo realizar a investigagdo molecular da
infec¢@o pelos Poliomavirus JC e BK em pacientes com Doenca Renal Crdnica
(DRC) terminal, transplantados e em individuos sem DRC. Foram testadas 295
amostras de urina, que apds a extracdo de DNA, foram submetidas a
amplificacdo de um fragmento de 173 pb do gene do antigeno-T de
Polyomavirus por meio da PCR seguida pela analise de RFLP, utilizando a
endonuclease de restricdo BamHI, na qual foi detectado 17,6% (52/295) de
infeccdo por Polyomavirus, sendo 3,9% (4/102) nos pacientes com DRC,
30,5% (18/59) nos pacientes transplantados e 22,4% (30/134) nos
assintomaticos. A prevaléncia da infeccdo pelo BKV foi de 88,9% (16/18) nos
transplantados e de 10,0% (3/30) nos assintomaticos, ndo sendo detectada a
infeccéo pelo BKV em pacientes com DRC. A prevaléncia de infeccéo pelo JCV
foi de 3,9% (4/102) nos pacientes com DRC, de 11,1% (2/16) no transplantados
e de 90,0% (27/30) nos assintomaticos. O risco de infeccdo por BKV foi
determinada ser 72 vezes maior em pacientes transplantados do que em
assintomaticos. A baixa frequéncia de infeccdo encontrada entre os pacientes
com DRC pode estar relacionada ao fato de que esses pacientes apresentam
uma elevada taxa de excre¢do de uréia na urina, assim como, baixo volume e
densidade urinaria, podem ser outros dois fatores contribuintes para a auséncia
de amplificacdo por estarem associados a baixa carga viral presente. De
acordo com estes resultados, sugere-se que a investigacdo da infeccéo por
Polyomavirus deve ser realizada, rotineiramente, nos pacientes pré e pos-
transplante, assim como nos doadores de 6rgdos, uma vez que a infec¢ao por

BKV tem sido associada com rejei¢do de enxerto em transplante de rins.
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ABSTRACT
This study aimed to perform molecular studies of infection by Polyomavirus JC
and BK among patients with chronic renal disease (CRD), kidney transplanted
recipients and asymptomatic subjects. We tested a total of 295 urine samples.
After DNA extraction from urine, samples were subjected to PCR to amplify a
fragment of 173 bp of the antigen-T gene of the Polyomavirus followed by RFLP
analysis using the restriction endonuclease BamHI. Infection by Polyomavirus
was detected in 17.6% (52/295) of the subjects, being 3.9% (4/102) in the DRC,
30.5% (18/59) among renal transplanted recipients and 22.4% (30/134) among
asymptomatic subjects. The prevalence of BKV infection was 88.9% (16/18)
among renal transplant recipients and 10.0% (3/30) among asymptomatic, but it
was not detected BKYV infection among CRD. The prevalence of JCV infection
was 3.9% (4/102) among chronic renal patients, 11.1% (2/16) among
transplanted and 90.0% (27/30) in the asymptomatic individuals. The risk of
BKV infection was 72 times higher in renal transplanted patients than in
asymptomatic subjects. The low frequency of infection found among patients
with chronic renal disease may be related to the fact that these patients have a
high rate of urea excretion in the urine. Furthermore, the low urine volume and
low presence of cells from urine may be two factors contributing to the absence
of amplification and consequently associated with a low viral load. According to
these results, it is suggested that the investigation of Polyomavirus infection
should be performed routinely in patients before and after transplantation, as
well as in organ donors, since the BKV infection has been associated with graft

rejection in kidney transplant.
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1 INTRODUCAO

1.1 OS POLIOMAVIRUS

Os poliomavirus pertencem a familia Polyomaviridae, género
Polyomavirus (Grego: poly, muitos; oma, tumor), que é constituido de varias
espécies que podem infectar humanos e outros animais, tais como: macacos,
coelhos, roedores e aves (ICTV, 2006). Os dois primeiros virus desta familia a
serem identificados foram o Mouse polyomavirus (PyV) e o Simian virus 40
(SV40), os quais tém sido intensamente estudados como modelos para
investigacdo em processos como replicagcdo de acido desoxirribonucléico
(DNA), transcricdo, transformacdo maligna e transducao de sinal (Stewart et
al., 1998).

Em 1971, foram descritos dois poliomavirus que infectam somente
humanos, o JC polyomavirus (JCPyV) e o BK polyomavirus (BKPyV), cujos
nomes provém das iniciais dos pacientes a partir dos quais foram isolados pela
primeira vez, e que sao usualmente denominados de JCV e BKVY,
respectivamente (Gardner et al.,, 1971; Padget et al., 1971). Padgett et al.
(1971) isolaram o JCV de tecido cerebral de um paciente com
Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LEMP) e com Linfoma de Hodgkin.
No mesmo ano, Gardner et al. isolaram o BKV da urina de um paciente
submetido a transplante renal. Posteriormente, foram descritos outros
poliomavirus infectando outras espécies de mamiferos e aves (Imperiale &

Major, 2007; Zur Hausen 2008; Quadro 1).
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Quadro 1 - Género Polyomavirus da familia Polyomaviridae

Espécie tipo Hospedeiro
African green monkey polyomavirus Macacos
Baboon polyomavirus 2 Macacos
BK polyomavirus Homem
Bovine polyomavirus Bovino
Budgerigar fledgling disease polyomavirus Periquito
Hamster polyomavirus Hamster
Human polyomavirus Homem
JC polyomavirus Homem
MC polymomavirus Homem
Murine pneumotropic virus Camundongos
Murine polyomavirus Camundongos
Kl polyomavirus Homem
WU polyomavirus Homem
Rabbit kidney vacuolating virus Coelho
Simian virus 12 Macacos
Simian virus 40 Macacos

Fonte: http://www.ncbi.nim.nih.gov/ICTVdb/Ictv/fs polyo.htm#Typel. Acesso

13/08/2008.

Allander et al., (2007), detectaram, em aspirados de nasofaringe, um
DNA que apresentava uma baixa identidade com a regido VP1 do SV-40. O
genoma foi clonado e a sua sequéncia demonstrou um elevado grau de
similaridade com as proteinas nao estruturais dos outros poliomavirus de

primatas, contudo o grau de similaridade das proteinas estruturais era muito
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baixo. Posteriormente este DNA foi detectado em 6 (1%) de 637 aspirados de
nasofaringe e 1 em (0,5%) de amostra fecal. Esse virus foi denominado de Ki
poliomavirus (KIPyV ou KIV). No mesmo ano Gaynor et al., detectaram a
presenca de um DNA apresentando 35%, 50% e 34% de identidade com os
JCV, BKV e SV-40, respectivamente, e 58% - 84% de identidade com as
proteinas VP1 e VP2 do KIV. O virus foi detectado em 43 (2%) de 2.135
aspirados de nasofaringe. Este novo poliomavirus foi denominado WU
poliomavirus (WUPyV ou WUV). Finalmente, Feng e sua equipe do Centro de
Cancer da Universidade de Pittisburgh, nos Estados Unidos, estudando células
de carcinoma de Merkel (MCC), um tipo raro e agressivo de cancer de pele,
descreveram um novo poliomavirus de humanos o qual foi denominado de MC
poliomavirus (Merkel cell, MCPyV ou MCV). O MCV foi detectado em 8 de 10
MCCs (80%) e em 5 de 59 (8%) tecidos controles de diversas partes do corpo

e em 4 de 25 (16%) de tecidos controles de pele (Feng et al., 2008).
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1.2 BIOLOGIA DOS POLIOMAVIRUS

Os virus da familia Polyomaviridae, medem, entre, 40 a 45 nm de
didmetro e possuem um capsideo icosaédrico com 72 capsdmeros
pentaméricos (Figura 1). O genoma viral é constituido por uma molécula de
acido desoxirribonucléico (DNA) de fita dupla, circular, superespiralizada com o
peso molecular de 3,2 x 10° daltons e 5 Kb de tamanho, a qual est4 associada
a quatro histonas nucleossomais celulares, (H2A, H2B, H3 E H4) (Ahsan &

Shah, 2002).

Figura 1 - Esquema representativo dos 72 capsémeros

pentaméricos do capsideo dos poliomavirus (Fonte: Frisque et al., 1999).

Os poliomavirus apresentam uma organizacdo gendémica similar, na
gual muitas regifes séo altamente conservadas, demonstrando que estes virus

provavelmente foram oriundos de um ancestral comum (Miranda et al., 2003).
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O BKV, 0 JCV e 0 SV40 mostram um alto grau de homologia em sua
sequéncia gendmica. O JCV compartilha 75% de sua sequéncia nucleotidica
com o BKV e 69% com o SV40 (Yang & Wu, 1979; Frisque et al., 1984).

O genoma dos poliomavirus divide-se em trés regides uma regiao
precoce (early region), uma regiao tardia (late region) e uma regido reguladora
nao codificante (Seif et al., 1979b; Sugimoto et al., 1990). A transcricao das
regides precoce e tardia inicia-se em uma regido regulatoria comum (ori) (Cole,
1996; Imperiale, 2001).

A regido precoce codifica proteinas nao estruturais, denominadas de
antigenos T ou antigenos de tumor, que sao classificadas em: antigeno T
grande (large), de 688 aminoacidos e o antigeno T pequeno (small) com 172
aminoéacidos. A regido tardia codifica duas classes de proteinas: as proteinas
estruturais do capsideo e a agnoproteina. As proteinas estruturais do capsideo
sdao a VPl (354 aminoacidos), a VP2 (344 aminoéacidos) e a VP3 (225
aminoacidos) (White & Khalili, 2004), as quais sdo transcritas apds o inicio da
replicacdo gendémica (Cubitt & Stoner, 2002). A agnoproteina (71 aminoacidos)
difere de todas as outras proteinas codificadas pelas regides precoce e tardia,
por se localizar primariamente, no citoplasma e na regido perinuclear das
células infectadas (Randhawa et al., 2002). A distribuicdo intracelular da
agnoproteina sugere que ela participa da reunido do capsideo viral, da lise
celular e da liberacdo do virus da célula hospedeira (Randhawa et al., 2002).

A proteina VP1 esta localizada mais externamente ao capsideo e,
provavelmente, esta envolvida na interacdo do virus com o receptor presente

na célula no momento da adsorcédo viral, sendo também responsavel pela
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capacidade hemaglutinante do virus, in vitro e in vivo. Anticorpos anti VP1
neutralizam a infeccdo e previnem a hemaglutinacdo (Shishido-Hara &
Nagashima, 2001). As proteinas VP2 e VP3 estdo localizadas mais
internamente ao capsideo viral e, provavelmente, auxiliam na estrutura deste
(Shishido-Hara & Nagashima, 2001; Figura 2).

Regiio Codificante

.
-~ Regiio de Transcrigao Inicial N

Regizo |G
Regiio
Regulatéria
I+ | s297
i @‘! ||" =
Oﬁf:‘“ A 5000
\ . -
Transcrigao B 4500
Regiio 215 pb
S —
—
Regisio de Transcricio Tardia
Figura 2 - Organizacdo Gendbmica do JCV (Adaptado de:

http://www.mcb.uct.ac.za/cann/335/Papoval.gif).

A regido reguladora nao codificante (NCCR) € o local de controle
de replicacéo e de transcricdo do DNA viral (Wilson & Sande, 2004) e situa-se
entre as regides codificantes precoce e tardia, contendo a origem de

transcricdo de ambas (Seif et al.,, 1979). A regido reguladora, tanto do JCV
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como do BKV, é composta pela origem de replicacdo, pelo promotor, por locais
de ligacdo do antigeno T grande e por locais de ligacdo de fatores de

transcrigdo (Sugimoto et al., 1990).

1.2.1 Classificacdo Genotipica do JCV

A determinacéo dos genétipos do JCV pode ser feita de trés formas
distintas: a) a partir da regido 1G: de 610 pares de base (pb), que compreende
as extremidades 3’ dos genes VP1 e antigeno-T; b) a partir de uma regido de
215 pb, proxima a extremidade 5’ do gene VP1; e c) com base na sequéncia
de toda a regido codificante do genoma de, aproximadamente, 4854 pb
(Hatwell & Sharp, 2000).

A sequéncia genbmica completa é util para estudos filogenéticos,
entretanto a regido em torno de 1800-2400 pb, que compreende a regido IG é a
mais polimorfica e é, potencialmente, a mais informativa filogeneticamente
(Hatwell & Sharp, 2000).

Baseados na sequéncia genémica, Sugimoto et al. (1997) e Jobes et
al. (1998) classificaram o JCV em tipos e em subtipos. Os tipos 1, 2,3,4,6e 8
e o0s subtipos 1A, 1B, 2A, 2B, 2C, 3A e 3B sao classificacbes feitas por Jobes
et al. (1998), enquanto que, os tipos A, B e C e os subtipos EU, B1, MY, Af2 e
Afl seguem a nomenclatura descrita por Sugimoto et al. (1997). Sabe-se,
também, que diferentes subtipos de JCV raramente infectam o0 mesmo

hospedeiro humano e que, devido a cronicidade da infec¢do, a deteccdo e a
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identificacdo desses virus podem servir como marcadores de migracéo

humana (Sugimoto et al., 1997).

1.2.2 Classificacdo Genotipica do BKV

Por meio de métodos de genotipagem (envolvendo a amplificacéo
de um segmento do gene VP1) e de testes sorologicos, o BKV foi classificado
em quatro subtipos (de | a IV) (Jin et al.,1995; Knowles, 2001). O subtipo | € 0
mais prevalente e € dividido em quatro subgrupos (la, 1b-1, Ib-2 e Ic) (Takasaka
et al., 2004, Ikegaya et al., 2006; Zheng et al., 2007).

Cada um desses subgrupos tem uma distribuicdo geografica distinta:
o la é prevalente na Africa, o Ib-1 no hemisfério sul da Asia, o Ib-2 na Europa e
o Ic no hemisfério norte da Asia, incluindo o Jap&o (Takasaka et al., 2004;

Ikegaya et al., 2006; Zheng et al., 2007).

1.3 REPLICACAO DOS POLIOMAVIRUS

A infeccdo pelos poliomavirus inicia-se com a adsor¢cdo das
particulas virais a superficie celular, por meio da ligacdo da proteina VP1 do
capsideo viral com receptores especificos presentes nas células alvo, as quais
contém glicoproteinas com acido sialico em sua composicdo (Gilbert &
Benjamin, 2000; Hale et al., 2002). ApGs esta etapa, 0 virus penetra na célula

por endocitose mediada por receptores (Ahsan & Shah, 2002).
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A acidificacdo dentro do complexo endossoma-lisossoma gera
mudancas conformacionais nas proteinas do capsideo, levando a liberacédo do
acido nucléico viral no citosol, o qual € transportado para o nucleo, onde se
inicia a transcri¢cao da regido precoce do genoma viral (Anderson et al., 1996).

No nucleo, ocorrera a replicacdo bioquimica do DNA viral, onde
ocorrera, a sintese das proteinas precoces (funcionais ou reguladoras) e das
tardias (estruturais) dos virus (Cole, 1996).

As proteinas tardias séo sintetizadas para fazerem parte do
capsideo ou serem enzimas que O virus carregard em sua estrutura. Na
sequéncia, ocorre a montagem das particulas virais, no ndcleo das células
infectadas. As proteinas estruturais associam-se, espontaneamente, para
formar capsdmeros, 0s quais agregam-se para formar capsideos, em torno do
acido nucléico. Apds a saida das particulas virais do nucleo, as vesiculas
citoplasmaticas englobam esses virus e, pela fusdo das membranas da
vesicula & membrana plasmatica, os virus séo liberados da célula (Cole, 1996;

Figura 3).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da replicagdo dos poliomavirus em

uma célula permissiva (Adaptado de Eash et al., 2006).

Ha duas formas de infeccdo celular pelos poliomavirus, a depender
do tipo de célula infectada por esses virus. Existem as células permissivas, que
permitem a replicacdo do DNA viral e o resultado € a infeccdo litica com
replicacdo viral e as células ndo permissivas, que sdo aquelas que né&o
permitem a replicagcdo viral e o resultado de sua entrada na célula é o
debelamento da infeccdo ou a transformacao celular - oncogénese (White &

Khalili, 2004).
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1.4 EPIDEMIOLOGIA DO JCV E DO BKV

1.4.1 Transmissao

Os mecanismos de transmisséo e propagac¢ado dos poliomavirus e a
sua interacdo com as ceélulas hospedeiras sdo pouco conhecidas. A
transmissdo do BKV e do JCV ocorre apenas entre os humanos e ndo existe
nenhuma evidéncia da existéncia de um reservatério animal (Padgett & Walker,
1976).

A infeccdo por poliomavirus ocorre geralmente na infancia por meio
da via respiratoria ou gastrointestinal. A maioria das vezes é assintomatica,
mas pode estar, eventualmente, associada a doencas dos tratos respiratorio ou
urinério (Goudsmit et al.,1982; Sundsfjord et al., 1994).

Embora o BKV raramente possa ser recuperado a partir do trato
respiratorio, a rapida aquisicdo de anticorpos nos primeiros anos de vida
sugere que a transmissao ocorra por esta via (Seth et al.,2003).

A transmissdo dos poliomavirus também pode ocorrer pelas
principais vias de exposicao de fluidos corporais, tais como sémen, sangue de
doadores assintomaticos, secrecdes orais ou por passagem pela placenta
durante a gestacao (Taguchi & Saito et al., 1975; Rziha et al., 1978; Sundsfjord
et al., 1994; Monini et al., 1996; Dorries, 1998; Pietropaolo et al., 1998). Kato et
al. (1997) afirmam ainda que a transmissao, quase sempre, é feita de pais

para filhos, durante o longo periodo de cohabitacdo destes.
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Como o genoma viral €& frequentemente detectado em rins
saudaveis, o doador de orgdos pode ser também um importante veiculo de

transmissao destes virus (Skiest, 2002).

1.4.2 Distribuicdo geografica

Diferentes estudos tém demonstrado que, aproximadamente, 80%
da populacéo adulta no mundo séo soropositivas para o JCV e o BKV (Khalili &
Stoner, 2001; Kwak et al., 2002).

A distribuicdo dos gendtipos do JCV mostra-se heterogénea em
regides geograficas especificas. O JCV tipo 1 predomina na Europa e nos
Estados Unidos da América (EUA) (Sugimoto et al., 1997), enquanto que o tipo
2 ¢ encontrado na Asia, onde o subtipo-2a predomina no nordeste da Asia,
incluindo China e o 2b, no oeste deste Continente (Jobes et al., 1998). O JCV
tipos 3 e 6 sdo mais prevalentes na Tanzania (Agostini et al.,1995) e em Gana
(Guo et al.,1996), respectivamente. O tipo 4, o qual é encontrado apenas nos
EUA, parece ser um recombinante da maior parte do genoma do genotipo 1
com um curto segmento do gene VP1 do tipo 3 (Agostini et al., 1996;1997). O
JCV tipo 5 € um resultado da recombinacdo entre o subtipo 2b e o tipo 6
(Hatwell & Sharp, 2000). A cepa dominante no sul da China e no sudeste da
Asia é 0 JCV tipo 7 que &, filogeneticamente, mais préximo do tipo 2 (Jobes et
al., 1998).

Em relacdo ao BKV, estudos soroldgicos e epidemiologicos foram

realizados em varios paises, incluindo Inglaterra (83%; Gardner, 1973),
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Finlandia (60%; Mantyjarvi et al., 1973), Alemanha (71%; Rziha et al., 1978),
Italia (83%; Portolani et al., 1974), e os EUA (69%, 100%; Padgett & Walker,
1973; Shah et al.,1973). Diferencas na percentagem podem ser explicadas pela
idade dos individuos testados e pelo limite do titulo de anticorpos, que €

considerado positivo (Reploeg et al., 2004).

1.5 PATOGENIA DA INFECCAO POR POLIOMAVIRUS

Em estudos soroldgicos realizados tém sido demonstrada a infeccéo
primaria durante a infancia, persistindo o virus, indefinidamente, no sistema
renal (Heritage et al., 1981, McCance, 1983) e no sistema nervoso central
(SNC) (Elsner & Dorries, 1992; Quinlivan et al., 1992). Estes virus, também,
podem infectar células do endotélio vascular, dos rins, do cérebro, do figado,
da retina, dos pulmdes, do sangue, dos ganglios linfaticos, do coracédo e do
musculo (Fishman, 2002; Figura 4).

N&do se sabe com exatiddo quais os fatores que controlam o
equilibrio entre a laténcia e a reativacao dos poliomavirus (Gardner, 1977). As
reativacdes sdo induzidas ndo somente por uma imunossupressao significativa,
como ocorre com os transplantes renais (Kahan et al., 1980; Hogan et al.,
1980; Gardner et al., 1984) e de medula 6ssea (O'Reilly et al.,1981; Arthur et
al., 1989), mas, também, por outros fatores, como doencgas neoplasicas
(Hogan et al., 1983), infeccdo pelo Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

(Holman et al.,, 1998), quimioterapia imunossupresiva (Kitamura, 1992),
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gravidez (Coleman et al., 1980), diabetes, outras enfermidades crbnicas e

idade avancada (Tajima et al., 1990).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da infec¢do do JCV, do BKV e do

SV40 (Fonte: Fischman, 2002).
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1.5.1 Manifestacdes Clinicas

A infeccéo, pelo JCV esta frequentemente, associada aos casos de
LEMP, particularmente nos individuos imunocomprometidos (Berger et al.,
1987; Karahalios et al.,1992; Seth et al., 2003; Pasqualotto et al., 2004).

Essa moléstia foi definida como sindrome, apenas em 1958, com a
observacdo de trés caracteristicas histopatoldgicas: a desmielinizacdo, a
presenca de oligodendrécitos com ndcleos aumentados e a presenca de
astrocitos bizarros (Astrom et al., 1958). Além disso, sdo observados disturbios
neuroldgicos focais, tais como, disturbios visuais, ataxia, hemiparesia,
parestesia e mudancas comportamentais e cognitivas (Brooks & Walker, 1984).
Em pacientes com grau avancado de infeccao pelo HIV, a LEMP pode levar a
morte apds seis meses do diagndstico (Kwark et al., 2002).

Baseado na natureza multifocal das lesbes desmielinizantes, é
provavel que o virus alcance o cérebro por via hematogénica, sendo talvez,
transportados pelos linfocitos do sangue (Pittaluga et al.,1988; Tornatore et
al.,1992).

A infeccdo pelo BKV tem sido associada, principalmente, a
alteracdes patoldgicas no trato urinario (Randhawa et al.,1999). Sendo que a
infeccdo primaria em criancas saudaveis €, usualmente, assintomatica e a
infeccdo secundaria deve-se a reativacdo do virus latente ou re-infeccéo por
uma nova linhagem (Mylonakis et al., 2001).

Em receptores de 6rgdos, tais como coracdo, pulméao, figado,
pancreas e rim, o BKV pode causar uma infeccdo ativa, com manifestacéo

clinica caracterizada por diversos sintomas ja relatados, tais como febre
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moderada, mal-estar, vomito, doencas respiratorias, pericardite, disfuncdo
hepética, estenose ureteral e cistite hemorragica (Fioriti et al., 2005).

Nos receptores de enxertos renais sao detectados anticorpos contra
o BKV, entre 55% a 73% dos individuos no momento do transplante (Hogan et
al.,, 1980; Andrews et al.,1988). A reativacdo ocorre quando diminui a
imunidade celular, porém outras alteracbes, como a isquemia do enxerto,
aparentemente, exercem um papel importante na reativacao (Mylonakis et al.,
2001).

Nos variados graus de doenca renal crbnica sem causa definida,
pode-se encontrar viraria, em até 25% dos casos (Barber et al., 2006). A
viremia € menos frequente, tendo sido relatada em até 7% dos receptores de
coracgao (Barber et al., 2006).

A infeccdo pelo BKV manifesta-se nos rins como cistite hemorragica
e ndo hemorragica (Chan et al., 1994), como estenose ureteral (Gardner et
al.,1971; Coleman et al., 1978; Gardner et al.,1984) e como nefrite (Vallbracht
et al.,1993; Pappo et al.,1996; Bratt et al.,1999). As doencas pulmonares que
envolvem o BKV incluem pneumonia e infeccdo aguda do trato respiratério
superior ndo especifica (Vallbracht et al., 1993; Sandler et al.,1997; Cubukcu-

Dimopulo et al., 2000).
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1.6 DOENGCA RENAL CRONICA (DRC)

A doenca renal crénica (DRC) é definida pela filtracdo glomerular
abaixo de 15 mL/min de forma irreversivel (Romé&o Jr., 2004). A DRC
enquadra-se nas patologias que podem apresentar diversas complicacfes de
ordem fisica (Castro, 2001).

De acordo com a Figura 5, observa-se grande frequéncia de
pacientes hipertensos (49%), o0 que pode estar relacionado a funcdes
homeostéaticas comprometidas, em decorréncia da doenca renal, seguidos de
20% com diabetes e 16% com outras patologias como artrite reumatoide,

gastrite, retinopatia e depressao (Guyton & Hall, 1997).
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Figura 5 - Patologias associadas a DRC nos pacientes submetidos a

transplante renal (Fonte: Sociedade Brasileira de Nefrologia, SBN, 2008).

Em fases avangadas da DRC (“clearance” de creatinina entre 15e 5

mL/min), os sintomas urémicos se exacerbam, havendo necessidade de se



programar tratamento dialitico e transplante renal para o paciente (Draibe,
2002). Entre as terapias, o transplante renal oferece maior sobrevida e melhor
qualidade de vida (Evans et al., 1985; Schnuelle et al., 1998).

Os sintomas clinicos mais comuns em pacientes com DRC sdo:
fadiga, dispnéia a pequenos esforcos, edema periférico, nauseas, anorexia,
vomitos, alteracbes do paladar, irritabilidade, incapacidade de concentracao,
contragcbes musculares, movimentacdo incessante das pernas, amenorréia,
perda de libido, impoténcia sexual, dores O&sseas, artrite aguda,
emagrecimento, edema, hipertensdo, atrito pleural ou pericardico, sopro
sistélico, cardiomegalia, retinopatia hipertensiva, halito urémico, aftas,
depressdo da funcdo cognitiva, sonoléncia e pigmentacdo cutanea amarelo-
acastanhada (Cattran et al., 1995).

O tempo que um paciente portador de uma lesdo renal leva para
atingir fases avancadas da DRC é bastante variavel, dependendo da etiologia
da lesédo renal, de aspectos imunogenéticos, do estado hipertensivo e de
sobrecargas protéicas da dieta (Draibe, 2002).

O numero crescente de portadores de DRC implica em uma
quantidade insuficiente de rins doados para atender a demanda mundial,
apesar de varias estratégias utilizadas, tais como aceitacdo mais ampla de rins
de doadores vivos (Karpinski et al., 2006) e nao-ideais, denominados como
marginais: provenientes de pessoas idosas com funcdo moderadamente
rebaixada (Jacobbi et al., 1995) ou retirados apOs parada dos batimentos

cardiacos de doador cadaver (Weber et al., 2002).
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A DRC impde as pessoas uma série de modificacfes de atividades e
de novas perspectivas de vida, impulsionando-as a ado¢do de um modo de
vida diferente, incluindo a dependéncia ao tratamento ambulatorial e o auxilio
de outras pessoas. Caso contrario, a falta de aderéncia ao tratamento sera
mais um complicador na qualidade de vida do portador da DRC (Dyniewicz et
al., 2004).

Silva et al. (2002) relataram sobre a questdo da adeséo do paciente
renal cronico a Terapia Renal Substitutiva (TRS), como resultado do dificil fato
de assumir sua condic¢ao crbnica, no sentido de aceita-la como parte da propria
pessoa. Muitas vezes, tal aceitacdo ndo é plena, mas parece estar relacionada
a uma adaptacéo a tal situacao.

Walace (2003) salienta que, na opinido dos pacientes, o0
hemodialisador representa a limitacdo da propria vida, acrescido dos receios e
das ansiedades de problemas que possam haver com a maquina, trazendo
consequéncias ao tratamento e preocupacdes com a continuidade da terapia.

Tratando das repercussdes da doenca crbnica e da qualidade de
vida de adultos, percebe-se o quanto esta condicdo se torna uma fonte de
tensdo a medida que esta impde outros desafios e novas incumbéncias ao
individuo. Fazer dieta, tomar medicacdes e o fato da possibilidade de enfrentar
desarmonias fisiologicas e restricdes indesejaveis (Turra, 2001) impdem ao
individuo limitac6es que extrapolam esse ambito, afetando, também, aspectos

psicoldgicos e sociais (Colle, 2001).
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1.6.1 Classificacdo da DRC

Para efeitos clinicos, epidemioldgicos, didaticos e conceituais, a
DRC pode ser dividida em 6 estagios, de acordo com a funcao renal (SBN,
2007).

0- Funcado renal normal sem leséo renal: inclui pessoas
integrantes dos chamados grupos de risco para o desenvolvimento de
DRC (diabetes, hipertenséo, idosos, familiares de portadores de DRC)
que ainda nao desenvolveram leséo renal.

1- Lesdo com funcao renal normal:  corresponde as fases
iniciais de lesdo renal (microalbuminuria, proteindria), mas com o Ritmo
de Filtracdo Glomerular (RFG) igual ou acima de 90 mL/min.

2- Doenca renal leve: corresponde ao inicio da insuficiéncia
renal. Nesta fase, o individuo ndo apresenta sinais ou sintomas de
doenca renal, mas o RFG se encontra entre 60 e 89 mL/min.

3- Doenca renal moderada: o0s sintomas renais podem se
fazer presentes de forma branda. Geralmente o individuo apresenta
somente queixas relacionadas a sua doenca de base, como diabetes,
hipertensdo. O RFG se encontra entre 30 e 59 mL/min.

4- Doenca renal severa: 0 paciente ja se ressente de
disfuncéo renal, com sinais e sintomas de uremia (nauseas, vomitos,
perda de apetite, emagrecimento, falta de ar, edema, palidez, etc.). O
RFG se encontra ente 15 e 29 mL/min.

5- Doenca renal terminal:  os rins perdem o controle do meio

interno, tornando-se este bastante alterado e incompativel com a vida.
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Nesta fase, 0s sintomas se intensificam e as opcdes terapéuticas sdo os
métodos de depuracdo artificial do sangue (hemodidlise ou dialise
peritoneal) ou o transplante renal. O RFG se encontra abaixo de 15

mL/min.

1.6.2 Epidemiologia da DRC

Atualmente, a DRC constitui um importante problema de saude
publica. Levando-se em conta os dados epidemiologicos de que para cada
paciente mantido em programa de dialise crénica haveria cerca de 20 a 25
pacientes com algum grau de disfuncdo renal (creatinina sérica elevada),
possivelmente existiria cerca de 1,3 a 1,6 milhdo de brasileiros com doenca
renal crénica (Romao Jr., 2006).

Na América Latina, o nUmero de pacientes em programas de dialise
cronica aproxima-se de 150.000, sendo, aproximadamente, 60.000 somente no
Brasil. E provavel, ainda, que exista uma “demanda reprimida” em relacédo a
esses servicos, uma vez que, ainda, ha limitacées ao acesso a atencdo médica
complexa e ao diagnostico correto da doenca renal crénica (SBN, 2007).

No Brasil, mais de 70.000 pacientes sdo dependentes de TRS, seja
didlise ou transplante renal, com gasto anual de cerca de 2,0 bilhdes de reais.
Com base no grande numero de grupos de risco, a previsdo € que esse
namero possa duplicar nos proximos 5 anos, ultrapassando os 125 mil casos
em 2010 (SBN, 2007).

Segundo dados do relatério do censo brasileiro de dialise, das 684

unidades de dialise cadastradas na sociedade brasileira de nefrologia, em
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janeiro de 2008, 327 (47,8%) responderam ao questionario informando que o
namero de pacientes em dialise foi de aproximadamente 87.044 que
corresponde a 468 prevaléncias por milhdo da populacdo (pmp). Nos anos
anteriores, a estimativa do nimero de pacientes foi de 73.605 (391 pmp) em
2007, 70.872 (383 pmp) em 2006, 65.121 (361 pmp) em 2005 e 59.154 (333
pmp) em 2004. Com relacao aos transplantes, em marco de 2008 o numero de
pacientes inscritos na fila de espera era de 37.573 (Sesso et al., 2008).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Nefrologia a prevaléncia
de pacientes em dialise no Brasil vem aumentando de forma significativa,

conforme o grafico abaixo (Figura 6).

Prevalencia de Pacientes em Dialise no Brasil

1994 a 2008
Censo SBN 2008

Figura 6 — Prevaléncia de pacientes em dialise no Brasil, 1994 a 2008. (Data

SUS SBN: Censo 2008)
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1.7 DRC NO PARA

Hoje, existem cerca de 700 portadores de doencas renais que
dependem do servico de hemodialise no Estado do Para. O tratamento
acontece trés vezes por semana e cada sessao dura quatro horas, tempo que
a maquina leva para filtrar todo o sangue em circulacdo no corpo humano e
eliminar as toxinas, trabalho que o rim combalido ndo consegue fazer (ARCT-
PA, 2008).

Considerando os parametros definidos na Portaria Ministerial N°
1101/2002, que considera que para cada 200.000 habitantes ha necessidades
de um servico de TRS, o Estado do Para necessitaria de 34 servicos, mas,
atualmente existem apenas 14 em todo o Estado, dos quais sete estédo
implantados no municipio de Belém, um em Ananindeua, um em Castanhal, um
em Maraba, um em Redencdo, um em Altamira e dois em Santarém (SBN,

2007; Quadro 2).
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Quadro 2 — Servigos de Nefrologia existentes no Estado do Para.

Total de pacientes
Total de o
_ Numero . em dialise
o Servicos pacientes em o
Municipios ) de o peritonial
Existentes _ hemodialise _
maquinas ambulatorial
(HD) ]
continua (DAPC)
Belém 07 126 756 90
Ananindeua 01 17 102 -
Altamira 01 07 42 -
Castanhal 01 23 92 -
Maraba 01 25 150 10
Redengéo 01 10 60 -
Santarém 02 18 108 -
Total 14 226 1310 100

Fonte: ARCT-PA, 2009.

Segundo a ARCT-PA, é notoria a necessidade de implementacao
dos servicos de alta complexidade em nefrologia nos polos regionais. No pélo
metropolitano seriam necessarios mais quatro servicos, tendo em vista o
namero crescente de pacientes em lista de espera (Quadro 3), sendo que
existe a previsdo de apenas um, porém, sera necessaria adequacao de
estabelecimentos assistenciais de saulde, seja publica ou privada, para

viabilizar a efetivagao do referido servigo.
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Quadro 3 - Pacientes em lista de espera por tratamento.

Municipios Numero de pacientes
Belém 200
Ananindeua 42
Altamira 07
Castanhal 47
Maraba 12
Santarém 11
Total 319

Fonte: ARCT-PA — Referente a Julho/2009

No Estado do Para, os avancos na oferta de servicos de TRS tém
possibilitado um aumento consideravel na sobrevida do paciente renal crénico
e também de sua qualidade. Contudo, ainda ha um longo caminho a percorrer
até atingirmos um efetivo controle da doenca.

Existem 1.410 pacientes em TRS em todo o Estado. Embora esse
namero seja o dobro daquele existente ha 05 anos, acreditamos que ainda haja
pacientes inadequadamente assistidos, considerando parametros
internacionais de prevaléncia. A manutencdo de uma assisténcia adequada
exige do Sistema Unico de Salde uma grande capacidade de organizacéo da
rede de servicos, desde o Planejamento até o Controle e Avaliacdo, além de
um volume de recursos considerado alto para os nossos padrbes, que inclui
também a vital dispensa de medicamentos excepcionais (ARCT-PA, 2009).

O efetivo controle da DRC sera alcancado com a implantacdo no
nivel da atencdo basica dos programas que interfiram nas doencas que levam
a uma perda progressiva dos rins, articulando essas acdes com as formas de
Terapia Renais Substitutivas existentes. A construcdo desse sistema vem se
dando dentro de um longo processo de discussdo e pactos entre os atores

envolvidos com a atencao ao doente renal cronico no Estado (SBN, 2007).
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1.8 TRANSPLANTE RENAL

O transplante renal é um procedimento cirdrgico no qual um
rim saudavel doado € transplantado para um receptor. Um transplante
renal bem sucedido permite ao receptor voltar a ter um estilo de vida mais
proximo dos padrées da normalidade, por ndo necessitar mais de hemodialise.
No entanto, para transplantar o doente renal crénico tem que ser considerado
candidato potencial, o que sera detectado mediante exames e avaliacoes,
solicitados pela equipe médica (Kalil, 1996).

Todos o0s receptores necessitam de exames imunoldgicos,
laboratoriais, endoscopicos e, em alguns casos, procedimentos cirlrgicos de
pré-transplante, como a nefrectomia (Salomao Filho et al., 2004).

O doador pode ser vivo ou cadaver. Quanto aos doadores vivos, a
legislacdo aceita doacdo de conjuges ou parentes de até quarto grau, outros
possiveis doadores necessitardo de autorizacdo judiciaria. Em relacdo aos
doadores cadaveres, é necessario o diagnostico de morte encefalica por
médico que ndo pertenca a equipe envolvida no transplante (Gritsch et al.,
2001; Salomé&o Filho et al., 2004).

A principio, o transplante renal é indicado a todo paciente portador
de DRC, porém existem contra-indicacdes relativas, que sao situacbes de
provavel impedimento como doenca cardiaca, vascular, hepatica ou pulmonar
avancada, sem chance de recuperacdo e tumores malignos sem possibilidade
de tratamento e outros casos muito especificos, que podem ser discutidos na

busca de alternativa mais adequada de tratamento com dialise, como sorologia
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positiva para HIV, oxalose primaria, doenca neuropsiquiatrica grave,
anormalidades urolégicas importantes, obesidade morbida e auséncia de
suporte familiar ou pessoal para adesdo ao tratamento. Existem ainda os
motivos temporarios para ndo transplantar, como infec¢cdes bacterianas ou
tuberculose ndo controlada, Ulcera gastroduodenal em atividade, perda de
enxerto por rejeicdo ha menos de seis meses, hepatites virais ativas ou néo
investigadas ou transfusdo sanguinea ha menos de 15 dias (Luvisotto et al.,
2007; Ravagnani et al., 2007).

O transplantado necessita fazer exames clinicos e laboratoriais
semanalmente, durante os primeiros 30 dias, e depois disso duas vezes por
més. Os trés primeiros meses sdao os mais dificeis e perigosos, porque €
quando ocorre 0 maior numero de rejeicdes e de complicacbes infecciosas. A
partir do terceiro més, iniciam-se 0s exames mensais por um periodo de seis
meses. E assim, o controle vai se espacando, conforme a evolucéo clinica do
paciente, a rotina do servico e a situacao do enxerto renal (Castro, 2006).

Um dos principais problemas ap0s o transplante é a rejeicdo. As
células de defesa identificam o 6rgao transplantado como sendo algo diferente
do resto do corpo e ameacam destrui-lo. Para evitar a rejeicdo € necessario
usar a medicacdo imunossupressora por toda a vida. E ela que causara a
inibicdo do sistema imunolégico para que este nao rejeite o O6rgéo
transplantado. Nos primeiros dias apds o transplante as doses sdo maiores,
depois vao sendo diminuidas pouco a pouco. Mesmo tomando esta medicacéo
€ possivel ocorrer uma rejeicdo aguda. Mas isto ndo significa que o paciente

vai perder o transplante, pois existem tratamentos anti-rejeicao (Castro, 2006).



Existem varios fatores que podem desencadear a rejeicdo, dentre
eles a infeccdo por microrganismos, uma vez que o uso de medicamentos
imunossupressores torna o receptor mais suscetivel ao aparecimento de
infeccbes. Estes quadros infecciosos podem ser de origem bacteriana, viral,
fangica ou de outros microrganismos menos frequentes. Para prevenir as
infeccbes utilizam-se antibidticos de amplo espectro (por via endovenosa ou
oral), imediatamente antes e depois da cirurgia e pelo tempo que for necessario
(Castro, 2006).

No caso das infec¢des, em especial as causadas por virus, 0s que
mais frequentemente acometem o transplantado renal sdo citomegalovirus
(CMV), que tem sido associado ao virus herpes simplex (HSV) (Anton et al.,
2008) e poliomavirus BK (Egli et al., 2007).

Os avancos no entendimento dos fenémenos da rejeicdo, no
manuseio das drogas imunossupressoras e na prevencao ou no diagnostico
precoce, com tratamento efetivo das infec¢bes, contribuem para uma maior

sobrevida do enxerto e do paciente (Croker et al.,1995; Lemstrom et al., 1995).

1.9 POLIOMAVIRUS NA DRC E NO TRANSPLANTE RENAL

Apesar de ter sido descrita ha muitos anos, a nefropatia por
poliomavirus ndo havia sido clinicamente observada até a metade da ultima
década. Porém, nos ultimos anos, houve um aumento da incidéncia dos casos
de nefropatia por poliomavirus, aumento este atribuido & melhora das técnicas
diagnésticas e, principalmente, pela potencialidade cada vez maior da

imunossupressao (Kwak et al., 2002).
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A maioria dos casos de doenca renal € produzida por BKV e em
alguns poucos casos se encontra JCV, usualmente, associado ao BKV, uma
vez que pelo que, aparentemente, o JCV ndo € um patogeno relevante no
transplante renal (Arias et al., 2004).

Nos pacientes transplantados renais saudaveis, pode-se encontrar
poliomavirus na urina, em porcentagem de até 20% dos casos, enquanto essa
incidéncia cai para menos de 10% em outros enxertos (coracao, pancreas) e
para valores inferiores a 3% na populacdo geral (em especial gestantes ou
diabéticos), mostrando tratar-se de reativacdo transitdria e assintomatica de
infeccdo priméria ocorrida na infancia (Drachenberg et al., 2005; Singh et al.,
2005; Ahsan et al., 2005).

Em pacientes submetidos a transplante renal pode ocorrer o
desenvolvimento de hematuria e de nefrite intersticial, entre outras
complicagcbes no trato urinario, das quais, podem de alguma forma, contribuir
para a faléncia do transplante (Binet et al., 1999; Nickeleit et al., 1999;
Mylonakis et al., 2001).

Na literatura estdo descritos valores muito variaveis para a
percentagem de excrecdo do BKV e do JCV na urina. Em individuos com
doenca oncoldgica, submetidos a transplante de medula éssea e com infecgéo
por HIV, a percentagem de excrecédo do BKV na urina varia de 20 a 90% e a do
JCV de 16 a 67% (Arthur et al., 1989). Na urina de gravidas, a excre¢do do
JCV e do BKV é de 7% (Markowitz et al., 1993) e de 15 a 47%,

respectivamente e em pacientes submetidos a transplante renal, a incidéncia
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na urina para ambos os virus varia de 14 a 65% (Cotterill et al., 1992; Priftakis
et al., 2000).

A maioria dos casos de infeccdo pelo poliomavirus ocorre no
primeiro ano poés-transplante e esta confinada ao trato urinario. O virus tem
tropismo pelos epitélios transicional, tubular e parietal da capsula de
Bowman, aparecendo como inclusbes intranucleares nessas células
epiteliais. O diagndstico correto da nefrite por poliomavirus pode ser feito pelo
uso combinado de citologia urinaria, de biopsia renal e de quantificacéo, por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), das cargas virais sanguinea e urinaria

(Drachenberg et al., 2005).

O grup'o de risco mais comumente afetado pelo BKV é de pacientes
transplantados, incluindo os transplantados renais e de medula 6ssea. Um
estudo prospectivo com pacientes transplantados mostrou que,
aproximadamente, 45% destes pacientes tiveram evidéncias sorologicas de
reativacdo do BKV, mas somente 2,5 a 5% dos pacientes desenvolveram

doencas sintomaticas e nefrite tubular intersticial (Randhawa et al., 2001).



47

1.10 OBJETIVOS

1.10.1 Objetivo Geral

Investigar a presenca da infeccdo do JCV e BKV em individuos
portadores de doenca renal cronica e transplantados renais no Estado do Para,

Brasil.

1.10.2 Objetivos Especificos

i) Descrever a prevaléncia da infeccdo pelo JCV e pelo BKV em
pacientes com doenca renal crénica terminal;

i) Descrever a prevaléncia da infeccdo pelo JCV e pelo BKV em
pacientes transplantados;

iii) Descrever a prevaléncia da infeccéo pelo JCV e pelo BKV em um

grupo assintomatico de individuos sem doenca renal cronica.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 POPULACOES EXAMINADAS E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

2.1.1 Populacdo Assintomatica

Foram coletadas, no periodo de dezembro de 2008 a julho de 2009,
134 amostras de urina de individuos assintomaticos, sendo 42 homens e 92
mulheres, voluntérios, residentes em Belém, capital do Estado do Para, Brasil,
nao portadores de queixa de distarbio urinario sugestivo de doenca renal
(aguda ou crbnica), com idade igual ou superior a 18 anos. As amostras
bioldgicas coletadas foram encaminhadas para o Laboratorio de Virologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal do Para, para
investigacdo molecular. Todos os individuos concordaram em assinar ao termo

de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1)

2.1.2 Populacédo de Pacientes com DRC

As amostras de urina de 102 pacientes, sendo 54 homens e 48
mulheres, apresentando quadro clinico definido de doenca renal cronica
terminal, que realizam hemodialise no Centro Cirurgia Integrada, CCI-Nefro na
cidade de Belém, capital do Estado do Para, Brasil foram coletadas, no periodo
de dezembro de 2007 a janeiro de 2008 e, em seguida, avaliadas quanto a

presenca de infeccdo pelo JCV e pelo BKV no Laboratorio de Virologia do
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Instituto de Ciéncias Bioldgicas. Todos os individuos concordaram em assinar

ao termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

2.1.3 Transplantados

O grupo de transplantados foi composto de 59 pacientes, sendo 42
homens e 17 mulheres, submetidos a transplante renal, internados no Hospital
Ophir Loyola na cidade de Belém, capital Para, Brasil, cujas amostras foram
coletadas, no periodo de marco 2008 a junho de 2009 e, posteriormente,
encaminhadas ao Laboratoério de Virologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
para analise da infeccao por JCV e BKV.

Os critérios de inclusdo adotados foram pacientes com idade igual
ou superior a 18 anos, transplantados, que concordaram em assinar ao termo

de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

2.1.4 Aspectos Eticos

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para, protocolo
n° 090/06, em obediéncia as resolucdes 196/96 e 347/05 do Conselho Nacional
de Saulde, as quais tratam das diretrizes e normas regulamentares da pesquisa

envolvendo seres humanos (Anexo 2).



50

2.1.5 Coleta das Amostras
2.1.5.1 Amostras de urina

As amostras de urina (10 a 50 mL) foram coletadas em frascos
estéreis e, em seguida, encaminhadas ao Laboratorio de Virologia da
Universidade Federal do Para, onde foram mantidas no freezer a -20°C, até o

momento do uso.

2.2 EXTRACAO DO DNA

Apos lavagem das amostras de urina utilizou-se o método de
extracdo de DNA, seguindo o protocolo de extracdo de acido nucléico viral,

usando-se o kit da Pure Link Viral RNA/DNA (Invitrogen, CA, USA).
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2.3 REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR)

Para investigacdo da presenca do JCV e do BKYV foi efetuada a PCR
para a amplificacdo de um fragmento de 173 pb do gene que codifica o
antigeno T de ambos os virus.

As reacdes foram executadas em um volume de 50 pL, contendo 5
puL de DNA extraido, 200 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada iniciador (KCl, 50
mM, MgCl, 1,5 mM, DMSO 1,0 pL, Tris-HCIl pH 8,3 10 mM e 1 U de Taq DNA
polimerase). O par de iniciadores envolvidos nesta reacéo foi (JC/BK Fw)- 5'-
AGTCTTTAGGGTCTTCTACC-3 e (JC/BK Rev) 5'-GGTGCCAAC
CTATGGAACAG-3' (Arthur et al., 1989).

O DNA alvo foi amplificado usando 40 ciclos de 94°C por 2 minutos,
94°C por 1 minuto, 55°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto e 30 segundos,
seguidos por uma extensao final de 10 minutos. O produto da amplificacéo foi
visualizado, apos eletroforese (100V/45minutos), em gel de agarose a 3 %, em
tampdo TAELl x (TAE 40 x estoque- Tris Base 1,6 M, acetato de Na 0,8M e
EDTA- Na, 40mM/ 1000mL agua desionizada), contendo 5 puL de brometo de
etidio (10 mg/mL), mediante a utilizacdo de transiluminador com fonte de luz

ultravioleta.
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2.4 DIGESTAO ENZIMATICA

A diferenciacédo entre as infec¢des por JCV e por BKV foi realizada
por meio da digestdo enzimatica do produto amplificado, usando-se a
endonuclease de restricdo BamHI (Invitrogen, CA,USA) que cliva o produto
amplificado do JCV em um fragmento de 120 pb e em outro de 53 pb; néo
clivando o produto amplificado do BKV. O produto da digestédo foi visualizado
apos eletroforese em gel de agarose a 3 % em tampao TAE1l x (TAE 40 x
estoque- Tris Base 1,6 M, acetato de Na 0,8M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL
agua desionizada), contendo 5 pL de brometo de etidio (10 mg/mL) e mediante

a utilizacao de transiluminador com fonte de luz ultravioleta.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo das prevaléncias de infeccédo pelo JCV e pelo BKV
nas amostras de pacientes com doenca renal cronica, em transplantados e nas
do grupo controle, foi efetuada pelos testes qui-quadrado (x°) e Exato de
Fisher. A avaliacdo da chance de desenvolver a DRC entre 0os expostos a
infeccdo, comparada ao grupo controle, foi determinada pelo valor de Razao de
Chance (RC) Odds Ratio (OR). As andlises estatisticas foram efetuadas

usando o programa BioEstat 5.0v (Ayres et al., 2008).
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3 RESULTADOS

3.1 PREVALENCIA DA INFECCAO POR POLIOMAVIRUS

Das 295 amostras de wurina analisadas, 17,6% (52/295)
apresentaram PCR positivo para Polyomavirus, com amplificagéo para a regiao

T (Figura 7).

17,63%

"™ PCR Negativo

B PCR Positivo

82,37%

Figura 7 — Resultado da PCR para deteccdo de Polyomavirus na amostra

analisada no presente estudo.

Na distribuicAo da prevaléncia da infecgdo por poliomavirus
detectou-se 3,9% (4/102) de positividade nos doentes renais cronicos, 30,5%
de (18/59) nos transplantados e 22,4% (30/134) nos assintomaticos, sendo

estas diferencas estatisticamente significantes (p<0,05; Tabela 1).



Tabela 1 — Distribuicdo da prevaléncia da infec¢ao por Polyomavirus.

N: Nimero de individuos analisados.

Polyomavirus DRC Transplantados Assintomaticos
N (%) N (%) N (%)
Positivo 4 (3,9) 18 (30,5) 30 (22,4)
Negativo 98 (96,1) 41 (69,5) 104 (77,6)
Total 102 (100) 59 (100) 134 (100)

Comparando-se o0s grupos de doentes renais crénicos e
assintomaticos, observou-se que as diferencas nas frequéncias foram
estatisticamente significantes (x?: 14,554; p<0,0001).

A comparacao da prevaléncia do poliomavirus entre transplantados
(30,5%) e assintomaticos (22,4%) nao revelou diferenca estatisticamente

significante (x*: 1,446; p=0,3070).

3.2 PREVALENCIA DA INFECCAO POR JCV E BKV

A prevaléncia geral do JCV foi de 3,9% (4/102) no grupo de doentes
renais cronicos, 3,4% (2/59) nos transplantados e de 20% (27/134) entre os
assintomaticos. O BKV foi ausente no grupo de doentes renais cronicos e
apresentou frequéncia de 27% (16/59) nos transplantados e de 2,2% (3/134)
nos assintomaticos. Considerando a somatdéria dos trés grupos, o JCV teve

prevaléncia de 11,2% (33/295) e o BKV de 6,4% (19/295).
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Dentre as amostras positivas para poliomavirus a frequéncia das
infeccbes por JCV foi de 100% e 0% entre os doentes renais cronicos e de
90% e 10% entre os assintomaticos, respectivamente, ndo sendo observada
diferenca estatistica significante (Teste Exato de Fisher; p=0,6785). Com
relacdo a prevaléncia entre os transplantados 88,9% (16/18) das amostras

positivas eram infectadas por BKV e 11,1% (2/18) por JCV (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo dos Polyomavirus JC e BK entre os grupos analisados.

Polyomavirus DRC Transplantados Assintomaticos
N (%) N (%) N (%)
JCV 4 (100,0) 2 (11,1) 27 (90,0)
BKV 0 (0,0) 16 (88,9) 3 (10,0)
Total 4 (100,0) 18 (100,00) 30 (100,0)

N: Namero de individuos analisados.

Entre os assintomaticos, 90% (27/30) das amostras positivas
pertencem a espécie JCV e 10% (3/30) a espécie BKV. A frequéncia das duas
espécies virais apresentou-se de forma diferenciada quando comparado este
grupo e o de transplantados, sendo a diferenca observada considerada
altamente significativa (x* 29,276; p<0,0001).

Foi observado ainda, na andalise de Odds Ratio, que o0 risco de
infeccdo por BKV €é 72 vezes maior na populacdo de transplantados em relacéo

a populagéo assintomatica (OR=72,000; 10,84<95%<478,06; p<0,0001).
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Na definicdo de espécies de Polyomavirus entre DRC e
Transplantados, a prevaléncia de JCV foi de 100% e 11,11%, respectivamente,
enquanto que o BKV apresentou-se com prevaléncias de 0,00% e 88,89%,
respectivamente, o que revelou, por meio do Teste Exato de Fischer, uma

distribuicdo com diferenca estatistica significativa (p=0,0021).
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4 DISCUSSAO

A prevaléncia da infec¢do por poliomavirus observada neste estudo
apresentou-se de maneira semelhante com outros estudos descritos na
literatura que empregaram a mesma metodologia (Rodrigues et al.,, 2007;
Cayres-Vallinoto, 2008), com excecao da populacdo de DRC.

Rodrigues et al. (2007), ao analisarem, por meio da técnica de PCR,
a excrecdo de poliomavirus na urina de individuos portugueses, detectaram
uma prevaléncia de 25,7%, o que concorda com os achados do presente
estudo, no qual os assintomaticos apresentaram prevaléncia de 22,39%,
conforme previamente observado para o JCV na populacdo de Belém, Pard,
Brasil, o qual apresentou prevaléncia de 33% (Cayres-Vallinoto, 2008).

A andlise da distribuicdo das espécies entre assintomaticos e
transplantados revelou uma diferenca estatistica altamente significativa, devido
a maior prevaléncia de JCV em assintomaticos e BKV em transplantados. Na
amostra de assintomaticos foi observada, uma maior prevaléncia de JCV (90%)
em relacdo ao BKV (10%), quando considerado as amostras positivas para
poliomavirus. Estes dados, juntamente com outros estudos descritos na
literatura, sugerem que quando os poliomavirus estdo presentes na urina de
individuos imunocompetentes, o JCV é tipicamente mais prevalente que o BKV
(Kitamura et al.,, 1990; Markowitz et al., 1993; Rodrigues et al., 2007). No
entanto, este achado diverge da andlise considerando o0s pacientes
transplantados, que apresentaram uma prevaléncia de 30,51% de positividade

para poliomavirus, dos quais 88,89% eram da espécie BKV e 11,11% de JCV,
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resultado similar ao descrito previamente na literatura (Randhawa & Brennan,
2006; Novotn& & Viklicky, 2008; Mcintyre & Stewart, 2009).

A excrecdo de JCV e de BKV na urina de pacientes receptores de
transplante é bastante variavel, sendo relatado valores que variam de 20% a
90% (Arthur et al., 1986; Coterril et al., 1992; Priftakis et al., 2000). Sabe-se
que o status imune do hospedeiro tem papel fundamental na excrecdo dos
poliomavirus, especialmente para o BKV (Sugimoto et al., 1989; Chang et al.,
1996; Tsai et al., 1997; Behbanhani et al., 2004), o que justifica os achados do
presente estudo, uma vez que 0s pacientes receptores de transplante séo
submetidos a terapia imunossupressora.

A andlise de Odds Ratio revelou que o risco de infec¢do por BKV é
72 vezes maior em pacientes transplantados do que em assintomaticos,
possivelmente devido ao tratamento com drogas imunossupressoras a qual
estes pacientes sdo rotineiramente submetidos (Medeiros et al., 2008).

A analise da infeccdo em doentes renais apresentou resultados
muito abaixo do esperado em comparacdo aos demais grupos do estudo. A
baixa prevaléncia de 3,92%, possivelmente, é reflexo de resultados falsos
negativos, o que pode ter ocorrido devido a fatores intrinsecos e extrinsecos na
metodologia aplicada.

Um fator que pode ser levado em consideracdo é a excrecao
aumentada de uréia na urina de doentes renais cronicos (Roméo Jr, 2006),
uma vez que a uréia tem sido sugerida como um importante inibidor da reacéo

de PCR (Khan et al., 1991), além de ter sido observado em outro estudo a
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inibicdo da amplificacdo de segmentos gendmicos do BKV decorrente da
presenca de elevados niveis de uréia na urina (Behzadbehbahani et al., 1997).

AplOs a coleta de novas amostras de urina dos doentes renais
cronicos, que ja haviam sido testadas e que foram conduzidas imediatamente
ao Laboratério de Virologia para verificagdo do pH da urina, observou-se que a
maioria apresentava pH acima de 7,0, algumas amostras, chegando a pH10,0.
Fato este que pode estar relacionado com a alta taxa de excrecdo de uréia
pelos pacientes. Para fazer a correcdo do pH da urina foi adicionado acido
acético, até atingir o pH ideal, isto €, na faixa entre 5,5 a 6,0. Logo em seguida,
foi feita a lavagem da urina e extracdo de DNA para realizacdo da PCR. Apés
este procedimento de teste e correcao do pH, algumas amostras cujo resultado
eram negativos, amplificaram, o0 que provavelmente justifica a baixa
positividade na populacéo dos doentes renais cronicos.

Assim sugere-se que, para investigar a prevaléncia e o impacto da
infeccdo por poliomavirus em doentes renais cronicos, sejam desenvolvidos
novos estudos com alternativas para reduzir o possivel potencial inibidor da
uréia, como, por exemplo, a correcao de pH e a realizacédo da extracdo de DNA
realizada, imediatamente, ap0s a coleta da urina, o que néo foi possivel no
presente estudo em todas as amostras analisadas.

Somado aos possiveis altos niveis de uréia excretados pelos
pacientes, o baixo volume urinéario e a baixa densidade urinaria, podem ser
outros dois fatores contribuintes para a auséncia de amplificacdo, uma vez que
esses aspectos clinicos estdo associados a diminuicdo de células de

escamacao na urina, fato que pode traduzir em uma baixa carga viral presente
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nas amostras. Métodos moleculares com maior sensibilidade, como a PCR em
tempo real, podem ser escolhidos como metodologia para a resolucédo deste
problema.

A significancia estatistica observada nas distribuicbes das
prevaléncias entre os trés grupos analisados, provavelmente, ocorreu devido a
baixa prevaléncia de poliomavirus encontrada no grupo dos doentes renais
cronicos, somado a dificuldade de coletar novas amostras devido a anuria e
oliguria dos pacientes.

Os resultados do presente estudo revelam quem em transplantados
renais a excrecdo de BKV € maior em relacdo a do JCV. Além disso, ja foi
demonstrado que na infeccdo por BKV, quando presente em pacientes
receptores de transplante renal, pode ocorrer o desenvolvimento de hematuria
e de nefrite intersticial, entre outras complicacdes no trato urinario, das quais,
podem de alguma forma, contribuir para a faléncia do transplante (Binet et al.,
1999; Nickeleit et al., 1999; Mylonakis et al., 2001).

Desta forma, pode-se concluir que é necessaria a implantacao de
programas de investigacao da infeccdo por poliomavirus, em carater de rotina,
em todos 0s pacientes em estagio de pré e pés-transplante, assim como nos
doadores de orgaos, a fim de se tomar medidas que evitem complicacdes apos
o transplante, uma vez que a infec¢do por poliomavirus, especialmente o BKV,
tem sido fortemente associada com rejeicdo de enxerto em transplante de rins
(Loeches et al., 2009).

Por fim, investigacdes acerca dos poliomavirus que permitam melhor

conhecer o ciclo biolégico, as vias de transmissao, a patogenia e o0 ambiente
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celular que propicia os mecanismos de reativacdo, sdo necessarios para que
as medidas profilaticas e terapéuticas sejam tomadas, a fim de evitar as
manifestacdes clinicas como, por exemplo, a LEMP, principalmente em
pacientes com Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), a estenose
ureteral em pos-transplantado renal e a cistite hemorragica em pos-

transplantado de medula éssea.
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5 CONCLUSOES

(i) A prevaléncia da infeccdo por poliomavirus observadas neste

estudo foi semelhante a outros estudos realizados.

(i) O JCV foi mais prevalente nos individuos assintomaticos e o BKV

entre os pacientes transplantados renais.

(iii) O risco de infeccao por BKV foi determinada ser 72 vezes maior

em pacientes transplantados do que em assintomaticos.

(iv) Sugere-se que o baixo volume urinario, a baixa densidade
urinaria e o elevado nivel do pH na urina, podem ser fatores contribuintes para

a auséncia de amplificacdo nos pacientes com doenca renal cronica.
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ANEXO 01

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
LABORATORIO DE VIROLOGIA
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estou sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa sobre a caracterizacdo epidemiolégica
e molecular da infeccao pelos Virus JC (JCV) e Virus BK (BKV) infectando pacientes com
doencga renal crbnica, que esta sendo desenvolvida no Laboratorio de Virologia do Instituto de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Para.

Para que eu decidisse ou ndo em participar da pesquisa me foram prestadas as seguintes

informacdes:

1. O titulo do projeto é: Epidemiologia molecular da infeccdo do Poliomavirus JCV em
Pacientes com Insuficiéncia Renal Cronica.

2. O pesquisador responsavel € o Prof. Dr. Antonio Carlos Rosario Vallinoto, Biomédico,
Professor Adjunto IV da Universidade Federal do Para, com a colaboragdo da Dra. Denise
de Melo Alves, Dra Cristina Viegas Bernardino e Dra. Silvia Regina Cruz Migone.

3. O objetivo da pesquisa é a avaliacdo da possivel associacao da infeccao pelo Virus JC em
pacientes com insuficiéncia renal crdnica.

4. Essa pesquisa ndo oferece riscos, porque as praticas sdo de uso rotineiro. Contudo, é
possivel o surgimento de uma pequena area arroxeada e dolorosa no local da coleta de
sangue.

5. Uma pequena quantidade de urina (10 a 50 mL) e de sangue (5mL) serd coletada e
posteriormente estocadas a -20°.C no Laboratério de Virologia da UFPA para pesquisas
futuras.

6. Toda nova pesquisa a ser feita com o material estocado sera submetida para aprovacgao
do Comité de Etica em Pesquisa da Institui¢do.

7. Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa podera deixar a
pesquisa no momento que quiser, pois ndo havera prejuizo pessoal por esta causa.

8. Na&o havera nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim como nao
havera nenhuma forma de pagamento para participagéo.

9. O grande beneficio desta pesquisa para todos os que participam, é possibilitar uma melhor
fundamentacao do conhecimento da prevaléncia e do perfil da infeccédo pelo JCV na regido
e auxiliar no estabelecimento de futuras condutas diagndsticas e de seguimento clinico-
terapéutico mais adequadas.

10. A participacdo na pesquisa € sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores ficardo
sabendo de sua participacdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo neste
trabalho, sem a identificacdo individual do participante.

Assinatura do Pesquisador Responsavel

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido(a)
acerca do contetido da mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre
vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.
Belém, / /

Assinatura da participante

Prontuéario: Protocolo:

LABORATORIO DE VIROLOGIA

Universidade Federal do Para, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Patologia,

Tel./fax: (91) 3201-7587, e-mails: vallinoto@ufpa.br

COMITE DE ETICA EM PESQUISA CEP-CCS/UFPA. Universidade Federal do Para — Complexo de
Aulas/CCS - Sala 14 — Campus Universitario do Guama, 66075-110 — Belém, Para, Tel.: (91) 3201-8028,

e-mail: cepccs@ufpa.br
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ANEXO 2
~..w».."l) - .
Ca s T v i CEP-CUS/UFPA

COMETI}:DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO CENTRO BDE
CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

Ao: Prof. Dr. Antonio Carlos Rosario Vallinoto.
Carta: 078/06 CEP-CCS/UFPA. Belém, 31 de agosto de 2006.

Senhor Pesquisador, temos a satisfagdo de informar que seu projeto de pesquisa
intitulado “Investigagio molecular da infecgdo pelo poliomavirus JCV em pacientes
com Insuficiéncia Renal Cronica”™ sob o protocolo n® 090/06 CEP-CCS/UFPA, foi
apreciado e aprovado na reunido do dia 31 de agosto de 2006. Vocé tem como
compromisso a entrega do relatorio at¢ o dia 30 de Dezembro de 2006 no CEP-
CCS/UFPA situado no Campus universitario do Guama no Complexo de sala de aula do

CCS — sala 13 (Altos), (em frente ao estacionamento do Curso de Odontologia)

Atenciosamente,

Prof. M. Sc.
C

> e .‘\“
u:bl\]
Wallace Raimundo A&"aﬁjo dos Santos
PA

rdenador do CEP-F
Pl e o e

Coordenador do CERCCSyFPa

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Para (CEP-_
COS/UFPA) - Complexode Sala de Aula/CCS ~ Sala 14 - Campus Universitdso, n° 01, Guami - CEP:
65675-110 - Belém-Pard. Tel Fax 3201-8028 E-mail cepees@ufpadbr




