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RESUMO

O presente trabalho investigou a ocorréncia de infeccdo pelos poliomavirus
JCV e BKV na populagéo de pacientes com doenga renal crénica, no Estado do Acre
e em um grupo controle de individuos sem doenca renal. Foram examinadas 100
amostras de urina do grupo de Pacientes e 99 amostras de urina do grupo Controle.
Apés a extracdo do DNA, a PCR foi usada para a amplificacdo de 173pb do gene
gue codifica o antigeno-T de ambos os virus. A diferenciacéo entre as infec¢des por
JCV e por BKV foi realizada por meio da digestdo enzimética do produto amplificado,
usando-se endonuclease de restricdo. Esse estudo néo identificou a presenca do
BKV nas amostras de urina do grupo de Pacientes e do grupo Controle. O JCV foi
identificado em 11,1% (11/99) dos individuos do grupo Controle e em 4% (4/100)
dos individuos do grupo de Pacientes. Foi encontrada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos de Pacientes e Controle quanto a média de Uréia (p <
0,001), onde a média no grupo de Pacientes foi significantemente maior do que a
média no grupo Controle. Estes resultados sugerem que os elevados niveis de uréia
excretada na urina, a baixa celularidade urinaria, a diminuicdo do “washout”
(impeza) da bexiga e o tempo para a analise das amostras, justifiguem a baixa
prevaléncia de infeccdo encontrada no grupo de pacientes renais crénicos; pois
esses fatores podem diminuir a quantidade de virus na urina ou podem atuar como
inibidores da PCR. Esse estudo sugere a necessidade de aumentar a sensibilidade

dos testes para a identificacdo desses virus.
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ABSTRAT

This study aimed to investigate the occurrence of infection with polyomavirus
BK and JC (JCV and BKYV) in the population of patients with chronic kidney disease
in the state of Acre (Brazil) and in a control group of individuals without kidney
disease. We examined 100 urine samples from the group of patients and 99 urine
samples from the control group. After DNA extraction, PCR was used for
amplification of 173pb of the gene encoding the antigen-T of both BK and JC virus.
The differentiation of JCV and BKV infections was performed by enzymatic digestion
of the amplified product using a restriction endonuclease. This study did not identify
the presence of BKV in urine samples from the group of patients and controls. The
JCV was identified in 11.1% (11/99) of subjects in the control group and 4% (4 / 100)
of individuals in the group of patients. It was found a statistically significant difference
between groups of patients and controls regarding the mean of urea (p <0.001),
where the average in the group of patients was significantly higher than the average
in the group of controls. The results suggest that high levels of urea excreted in the
urine, low urinary cellularity, reduced washout of the bladder and the time until the
beginning of the samples analysis, justifying the low prevalence of infection found in
patients with chronic renal failure, since these factors may decrease amount of virus
in urine or act as inhibitors of PCR. The results of this study indicate the need to
increase the sensitivity of the methods of virus detection in chronic renal failure
patients because infection by polyomavirus, especially BKV, can lead to loss of

kidney function after transplantation.
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1- INTRODUCAO
1.1CARACTERISTICAS DOS POLIOMAVIRUS
1.1.1 Caracteristicas Gerais

Os poliomavirus sdo virus da familia Polyomaviridae, género
Polyomavirus (ICTV,2006). Esses virus tém sido isolados em humanos, em
passaros, em ratos e macacos. Cada poliomavirus tem, praticamente, um tipo de
hospedeiro e, usualmente, ndo produz infec¢cdes em outras espécies (Ahmed et al.,
1990a).

No seu hospedeiro natural, os poliomavirus infectam mais de 30 tipos
celulares distintos (Gilbert & Benjamin, 2000). De acordo com esses autores, essa
diversidade depende, em parte, da habilidade do virus em ligar-se, né&o
seletivamente, a glicoproteinas de superficies celulares contendo acido sialico em
sua estrutura.

Os poliomavirus de ratos (Ahmed et al., 1990b) e de macacos (SV40)
(Anderson et al., 1996) foram os primeiros poliomavirus a serem descobertos, mas
no total ja sdo conhecidos doze membros (Quadro 1). Esses dois arquétipos virais
tém sido exaustivamente estudados e proveram um modelo basico de estudo para
células eucaridticas. Esses estudos compreendem a duplicacdo e a transcricdo do
DNA, transformacdo maligna e sinais de traducao celular (Anderson et al., 1996).

Em 1971, dois poliomavirus humanos foram descobertos: o virus BK
(BKV) e o virus JC (JCV). O virus BKV foi isolado na urina de um paciente
transplantado renal com pielonefrite crénica em estagio avancado de faléncia renal
(Gardner et al., 1971). O virus JCV foi isolado do cérebro de um paciente que sofria
de leucoencefalopatia multifocal progressiva (LMP) (Padgett et al.,, 1971). As

designacdes JC e BK foram derivadas das iniciais dos pacientes envolvidos.
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A LMP é uma doenga neurodegenerativa do sistema nervoso central,
caracterizada pela desmielinizacdo de multiplas regides. Essa doenca, anteriormente
rara, voltou ao cenario médico com o advento da AIDS (Dorries et al., 1994).

O JCV é o agente causal da LMP que atinge, principalmente, pacientes
imunossuprimidos com AIDS, enquanto o BKV esta associado a doengcas como
cistite hemorragica, estenoses ureterais e outras doencas do trato urinario que séao
mais comumente encontradas em pacientes transplantados ou submetidos a terapia

imunossupressora (David, 2001).



Quadro 1 — Virus da familia Polyomaviridae.

13

Proteinas Virais (N° de

Aminoacidos)

Virus Hospedeiro Genom AgT AgT AgT VP VP VP3 Agnoproteina
a Longo Médio Pequeno 1 2
(NT)
Virus simio 40 (SV  Rhesus 5243 708 NR 174 36 352 234 62
40) 4
JC virus (JCV) Humano 5130 688 NR 172 35 344 225 71
4
BK virus (BKV) Humano 5133 695 NR 172 36 351 232 66
2
Papovirus Macaco 5270 679 NR 189 36 356 237 NR
linfotropico (LPV) verde 8
africano
Poliomavirus Gado 4967 586 NR 124 36 353 232 NR
bovino (BPyV) 5
Poliomavirus de Hamster 5366 751 401 194 37 346 221 NR
hamster (HaPV) 3
Polioma virus Camundong 5392 785 432 195 38 319 204 NR
(PyV) o] 5
Virus Kirsten (KV) Camundong 4754 646 NR 158 37 321 222 NR
o] 3
Poliomavirus de Coelho NR NR NR NR NR NR NR NR
coelho (RKV)
Poliomavirus de Rato NR NR NR NR NR NR NR NR
rato (RPV)
Agente simio 12 Babuino NR 699 NR 172 NR NR NR NR
(SA 12)
Virus de doencas Periquito 4980 554 NR 145 34 341 235 NR
de aves 3

Fonte: Cole (1996); NR, Nao reportado; NT, nucleotidios.
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1.1.2 Morfologia e Organizagcdo Gendmica

Estruturalmente, os poliomavirus sao virus de DNA nao envelopados,
com capsideos icosaédricos contendo 72 capsémeros pentaméricos (Figura 1) e as
proteinas VP1, VP2 e VP3 que circundam uma Unica molécula helicoidal de DNA
viral associada com quatro histonas microssomais (H2A, H2B, H3 e H4), referida

como “minicromossomo” viral (Arthur, 1994).

Figura 1 - Esquema representativo dos 72 capsémeros pentaméricos do capsideo dos

poliomavirus (Fonte: Frisque et al., 1999).

Os virus da subfamilia poliomavirus sdo pequenos, medem,
aproximadamente, 45 nm e seu genoma é de, aproximadamente, 5 kilobases (Kb)
(menores que o dos papilomavirus). A organizacdo gendémica dos membros dessa
subfamilia € muito semelhante e mantém um padrédo altamente conservado entre si
(White & Fenner, 1994).

Tanto o BKV quanto o JCV sdo muito similares ao SV40 (o
poliomavirus do macaco) quando se compara o0 tamanho do genoma
(aproximadamente 5 kb), a organizacdo gendmica e a sequéncia de DNA (Miranda
et al., 2003). O JCV compartilha 75% de sua sequéncia nucleotidica com o BKV e

69% com o SV40 (Yang & Wu,1979; Frisque et al., 1984).
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Tal semelhanca facilitou o estudo desses virus, somado a isso, a
facilidade do cultivo e de sua purificacdo fizeram dos poliomavirus um modelo para
estudos em biologia molecular, sendo que seus genomas foram completamente
identificados na década de 1970, constituindo-se no primeiro genoma viral de DNA a
ser completamente sequenciado (Miranda et al., 2003).

O genoma dos poliomavirus divide-se em trés regifes (Figura 2): uma
regido precoce (early region), uma regido tardia (late region) e uma regiédo
controladora néo codificante (Seif et al., 1979; Sugimoto et al., 1990).

A transcricao das duas unidades se inicia de uma regiao regulatéria em
comum (ori) sendo que a transcricdo da regido precoce se inicia em sentido horario
e a transcricdo da regido tardia em sentido oposto (Cole, 1996; Imperiale, 2001).

A regiéo precoce produz as seguintes proteinas: antigenos T (grandes)
com 688 aminoacidos e antigenos t (pequenos) com 173 aminoacidos. Essas
proteinas sao responsaveis pela promocéao da transformacao de células em cultura e
da oncogénese in vivo (Cole, 1996; Imperiale, 2001).

A regido tardia é responsavel pela codificacdo de: a) proteinas estruturais
do capsideo: a VP1 (354 aminoacidos), a VP2 (344 aminoacidos) e a VP3 (225
aminoacidos), que se reunem com o DNA viral replicado para formar particulas virais
(White & Khalili, 2004); e b) agnoproteina (71 aminoacidos), que difere de todas as
outras proteinas codificadas pelas regibes precoces e tardias por se localizar,
primariamente, no citoplasma e na regido perinuclear das células infectadas. Este
conceito de distribuicdo intracelular sugere que a agnoproteina participa da reuniédo
do capsideo viral, da lise celular e da liberacdo do virus da célula hospedeira

(Randhawa et al., 2002).
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Figura 2 - Organizacdo Genémica do JCV (Adaptado de University of Cape Town).

As proteinas VP1, VP2 e VP3 sado, predominantemente, transcritas apos o
inicio da replicagdo gendmica. A proteina VP1 € externa e, provavelmente, esta
envolvida na interacdo com a proteina receptora celular no momento da adsor¢ao
viral a célula hospedeira. Esta proteina € responsavel pela capacidade
hemaglutinante do virus, in vitro e in vivo. As proteinas VP2 e VP3 sao proteinas
internas do capsideo viral e, provavelmente, auxiliam na estrutura deste (Cubitt,

2006).

1.1.3 Replicacao Viral

Héa duas formas de infeccdo celular pelos poliomavirus a depender do
tipo de célula infectada por esses virus (Figura 3). Existem as células permissivas
gue permitem a replicacdo do DNA viral e o resultado € a infeccdo litica com
replicacao viral e as células ndo permissivas que ndo permitem parte da replicacéo
viral e o resultado de sua entrada na célula é a eliminacdo do virus ou a

transformacéao celular (oncogénese) (White & Khalili, 2004).
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Célula permissiva Celula nio permissiva

Q

Infecgio abort[\ra

Rephca(;ao viral, Expressan precoce do gene,
lise eclular oncogenese

% O

Figura 3 - Tipos de infeccao celular pelos poliomavirus (Adaptado de Imperiale, 2001).

A infeccdo celular pelos poliomavirus se inicia com a ligacdo do virus
ao receptor da membrana celular por meio de glicoproteinas de superficie contendo
acido sidlico na sua composicao. No caso do SV40 isso se faz através do Complexo
de Histocompatibilidade Principal - MHC (Norkin, 1999).

Dessa forma, sabendo-se da alta expressdo das moléculas de MHC,
espera-se que tal virus infecte a maioria das células. No entanto, pouco se sabe
sobre isso em relacdo ao JCV e ao BKV. Alguns relatos tém indicado um amplo
espectro de ligacdo do JCV com células de mamiferos (White & Khalili, 2004).

Depois que o DNA penetra o nucleo, mecanismos intracelulares
especificos suprimem a replicacdo do material genético do JCV, exceto em
linhagens celulares neuroblasticas (Banga et al., 1997). Em humanos é dito que o
JCV pode infectar células das tonsilas e se espalhar através da replicagdo em
linfocitos (Berger, 2003). Sabe-se, também, que o BKV pode se replicar em

leucdcitos humanos (Bergsagel et al., 1992).
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Tanto o0 JCV quanto o BKV podem infectar células renais, sendo esse o

principal sitio durante a laténcia (Suzuki et al., 2001; Komagome et al.,2002).

1. Ligacdo ao receptor celular
M,

3. Transporte para o nucleo
S. Expressio dos genes precoces

2. Endocitose ;v.vé e \/ \
A
’,‘,\/ _,Ths
-\ A3
4. Descapsidagio s 2204 N\
do DPNA §’ ¥ 6. Replicagdo do genoma |
o3

N VPI1
y ~¥ VP2 AGNO

7. Expressio dos gen ," VP3 P

8. Formagio e libertagio dos vindes

Figura 4 - Representacdo esquematica do ciclo de vida do poliomavirus numa célula

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

Apés a ligacdo a superficie celular (Figura 4), o capsideo do
poliomavirus sofre endocitose e, entéo, as particulas virais penetram na célula sob a
forma de vesiculas. Essas vesiculas se unem através da fusdo de suas membranas
e sdo chamadas de endossoma, as quais sdo fundidas aos lisossomas. Nesse
momento, ocorre acidificacdo dentro daquele complexo gerando mudancas
conformacionais nas proteinas do capsideo, levando a liberacdo do acido nucléico
do virus no citosol que sdo entdo, transportados para o nucleo onde se inicia a
transcricdo da regido inicial (Anderson et al., 1996).

As proteinas Ag-t e Ag-T, produzidas por essa regido inicial sao
essenciais para a replicacdo do DNA; elas se ligam a regido regulatéria (ori) onde

promovem a separacdo da dupla hélice do DNA e o recrutamento de outras
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proteinas necesséarias para a sintese de DNA, inclusa a DNA polimerase-a e a
proteina de replicacao A (Dean et al., 1987).

Outra funcdo do Ag-T é modular a inducéo do ciclo celular a entrar na
fase S e isso caracteriza a habilidade desse antigeno na transformacgdo celular
(Dornreiter et al., 1990). O papel do Ag-T, no entanto, ndo é muito claro. Parece
estar associado a transformacédo celular e ao aumento da permissividade celular a
esses virus (Stahl et al., 1986; Melendy & Stillman, 1993).

Com a progresséao da replicacao viral, os genes tardios comecam a se
expressar. Os produtos da transcricdo desses genes, as proteinas do capsideo VP1,
VP2 e VP3 envolvem o produto da replicacdo do DNA viral os quais sdo liberados
com a lise celular. Na sequéncia, ocorre a montagem das particulas de progénies
virais no nucleo das células infectadas. Entdo essas particulas virais saem do nucleo
por exocitose e vesiculas citoplasmaticas englobam esses virus que sao liberados

da célula pela fusdo daquelas vesiculas com a membrana citoplasmatica

(Cole,1996).

1.1.4 Caracteristicas Epidemioldgicas

O JCV foi descoberto em 1971 e é amplamente difundido na populacéo
humana. Anticorpos especificos contra esse virus sdo encontrados em 80% dos
adultos (Padgett et al., 1971).

Através do sequenciamento genémico do JCV, foi possivel sua
classificacdo em tipos e em subtipos. Em 1997, Sugimoto et al. demonstraram a
associacao geografica desses tipos e subtipos virais e sua origem comum no Velho

Mundo como demonstrado no Quadro 2.
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A classificacdo genotipica do JCV pode ser feita de diferentes modos, a
depender da regido do gene estudada. Sua sequéncia gendmica completa é Gtil para
estudos filogenéticos, entretanto uma regido especifica que compreende um
fragmento de 610pb contém muito da diversidade e é, potencialmente, a mais
informativa filogeneticamente (Hatwell & Sharp, 2000).

O JCV tipo 1 predomina na Europa e nos EUA. O tipo 2, encontrado na
Asia, € dividido, principalmente, em dois: o0 subtipo-2a, no nordeste da Asia,
incluindo China e Jap&o; e o 2b, no oeste da Asia. Os JCV tipos 3 e 6 sdo gendtipos
africanos, encontrados na Tanzania e em Gana, respectivamente (Agostini et
al.,1995; Guo et al.,1996). O tipo 4, encontrado apenas nos EUA, parece ser um
recombinante da maior parte do genoma do gendétipo 1 com um curto segmento do
gene VP1 do tipo 3 (Agostini et al., 1996; Agostini et al., 1997). O JCV tipo 5 é um
recombinante entre o subtipo 2b e o tipo 6 (Hatwell & Sharp, 2000). O tipo 7,
proximamente relacionado com o tipo 2 (Jobes et al., 1998), € a cepa dominante no

sul da China e no sudeste da Asia.
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Quadro 2 - Classificacdo dos tipos e dos subtipos do JCV, baseados nas sequiéncias

gendmicas, segundo as nomenclaturas adotadas por Jobes et al. (1998) e Sugimoto et al.

(1997;2002).

Dominio Jobes et al. (1998) Sugimoto et al. (1997)
Geografico Sugimoto et al. (2002)*
Tipos Subtipos Tipos Subtipos
Europa 1A, 1B A EU *(EU-a, EU-b,
4 EU-c)
Asia 2 2A, 2B, 2C B B1, MY, *Af2, *Bl-a,
*B1-b, *B1-c, *B1-d,
*B2, *MY, *CY, *SC
Africa 3A, 3B B Af2
C Afl
Papua 8

Como o JCV, o BKV é amplamente encontrado na populacdo humana,

com mais de 63% de sorologia positiva em individuos sob estudo (White & Khalili,

2004).

Na Inglaterra, o pico de prevaléncia se da no inicio da infancia, 83%

(Gardner, 1973); na Finlandia, 60% (Mantyjarvi et al., 1973); Alemanha, 71% (Rziha

et al., 1978); Italia, 83% (Portolani et al., 1974); e nos Estados Unidos da América,

69%, 100% (Padgett & Walker, 1973; Shah et al.,1973).

Segundo Reploeg et al. (2004) essas diferencas na percentagem podem

ser explicadas pela idade dos individuos testados e pelo limite do titulo de

anticorpos, que é considerado positivo.
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Por meio de métodos de genotipagem (envolvendo a amplificacdo do
epitopo de uma regido do gene VP1) e de testes soroldgicos, o BKV foi isolado e
classificado em quatro subtipos - de | a IV (Jin et al., 1995; Knowles, 2001).

O subtipo | € o mais prevalente e é dividido em quatro subgrupos (la, Ib-1,
Ib-2 e Ic), com base nas sequéncias de variacdo do DNA (Takasaka et al., 2004;
Ikegaya et al., 2006; Zheng et al., 2007).

Cada um desses subgrupos tem uma Unica distribuicdo geografica: 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).

1.1.5 Formas de Transmissé&o do JCV e do BKV

A infeccdo primaria pelo JCV ocorre, geralmente, na infancia e de
forma assintomatica (Padgett & Walker, 1973). No sitio de entrada, provavelmente o
trato respiratorio, esses virus se multiplicam e seguem para o tecido renal (Heritage
et al.,, 1981; McCance, 1983) e para o sistema nervoso central (SNC), onde se
multiplicam e permanecem por toda a vida (Elsner & Dorries, 1992; Quinlivan et al.,
1992).

N&o se conhece, com exatidao, os fatores que controlam o equilibrio
entre a laténcia e a reativacao (Gardner, 1977).

As reativacfes sdo induzidas ndo somente por uma imunossupressao
significativa como ocorre com os transplantes renais (Hogan et al., 1980; Kahan et
al., 1980; Gardner et al., 1984) e de medula éssea (Arthur et al., 1988; O’'Reilly et al.,

1981), mas, também, por outros fatores, como enfermidades de imunodeficiéncia,
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guimioterapia imunossupresiva (Kitamura, 1992), gravidez (Coleman et al., 1980),
diabetes, outras enfermidades cronicas e idade avancada (Tajima et al., 1990).

Esses virus também podem infectar células endoteliais vasculares, dos
rins, do cérebro, do figado, da retina, dos pulmdes, do sangue, dos géanglios
linfaticos, do coracgéo, e do musculo (Fishman, 2002; Figura 5).

Em estudo para identificar a transmissao vertical do JCV, Daniel et al.
(2004) nao encontraram evidéncias que suportassem tal hipétese, embora a amostra
avaliada fosse pequena e sabendo-se que a maioria das doencas de transmisséo

vertical apresente baixas taxas de transmisséo.
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Figura 5 - Representacdo esquematica da infeccédo e da replicacdo do JCV, do BKV e do

SV40 (Fonte: Fishman, 2002).

Muito embora a transmisséao do JCV seja categorizada como horizontal

(Coleman et al., 1980;Daniel et al., 2004), usualmente ela é feita dos pais para os

filhos, durante o longo periodo de coabitacdo destes (Kunitake et al., 1995), sendo

rara a transmissao entre diferentes grupos populacionais humanos (Kato et al.,

1997).

Esse modo de transmissdo do JCV permite estabelecer relagbes entre

0s subtipos desses virus (Quadro 2) e as migracdes populacionais através dos trés
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grandes genotipos descritos (A B e C), identificados em amostras de urina coletadas
na Europa, na Asia e na Africa (Yogo et al., 1991; Guo et al., 1996).

Sabe-se, também, que diferentes subtipos do JCV, raramente, infectam
0 mesmo hospedeiro humano, portanto, podemos concluir que a deteccao e
identificacdo desses virus podem servir como marcadores de migracdo humana
(Sugimoto et al., 1997).

Em hospedeiros imunocompetentes esse virus também pode ser
encontrado em oligodendrécitos e astrdcitos, via linfocitos B (Schneider & Dorries,
1993; Ferrante et al., 1995; Wei et al., 2000),

Essa alta especificidade para alguns tecidos humanos também pb6de
ser observada in vitro onde esse virus infectou, predominantemente, culturas de
células gliais e células de linhagem dos linfocitos B (Atwood et al., 1992).

Em 1975, Taguchi et al. descreveram que a infeccdo pelo BKV era
frequente em mulheres gravidas e o virus era transmitido verticalmente. A evidéncia
da transmissdo congénita desse virus foi a presenca de imunoglobulina M (IgM) no
sangue do cordao umbilical. Estudos sorolégicos e virolégicos tém mostrado que a
infeccdo por esse virus, realmente, ocorre em mulheres gravidas, mas nao
confirmaram a transmisséo vertical desse virus (Coleman et al., 1980).

A infeccdo primaria pelo BKV é, possivelmente, contraida por via
respiratéria (Goudsmit et al.,, 1982) e acontece durante os primeiros anos da
infancia, mantendo-se em estado latente no trato urinario e em outros érgéaos (Arthur
et al., 1989; Elsner & Dorries, 1992; Dorries et al., 1994). Essa primo-infeccéo &,
geralmente, assintomatica, mas quando os sintomas ocorrem eles sao febre e
sintomas respiratorios ndo especificos (Reploeg et al., 2001). O BKV também pode

ser transmitido através da doacédo de érgéaos (Fioriti et al., 2005).
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A reativagcdo do BKV pode ocorrer espontaneamente em pessoas
imunocompetentes e, frequentemente, naqueles com alteragbes da imunidade
celular como nas mulheres gravidas, pacientes com céancer recebendo
quimioterapicos, pacientes com AIDS e em transplantados (Nickeleit et al., 2002).
Nesses pacientes, esse virus pode causar cistite hemorragica ou ser causa de perda
da funcéo do rim transplantado (Weiskittel, 2002).

A infeccdo pelo BKV manifesta-se no trato urinario 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).

Doencgas pulmonares que envolvem o BKV incluem pneumonia e
infeccdo aguda do trato respiratorio superior ndo especifica (Vallbracht et al., 1993;

Sandler et al.,1997; Cubukcu-Dimopulo et al., 2000).

1.1.6 Deteccao do JCV e do BKV

Os poliomavirus tém alta especificidade, tanto em relacdo ao
hospedeiro quanto aos tipos celulares que infectam (Atwood et al., 1992).

Em seres humanos, penetram pelas vias respiratérias, disseminando-
se pela corrente sanguinea. Ambos o0s virus sdo excretados na urina de pacientes
infectados, o0 que sugere que o rim possa ser infectado em estagios precoces do
contato com esses patdgenos (Behbanhani et al., 2004).

Entre 60 e 80% dos adultos tém anticorpos contra ambos 0s

poliomavirus (Murray et al., 1999; Nickeleit et al.,1999; Drews et al., 2000).
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Na Alemanha, em 1994, Dorries et al. pesquisaram o DNA dos
poliomavirus em leucdcitos do sangue periférico em 42 pacientes, entre eles recém-
nascidos (n=10), adultos saudaveis (n=18), pacientes com LMP (n=3) e pacientes
com a doenca de Huntington (n=11), doenca que, assim como a LMP, compromete o
sistema nervoso central. Nenhum recém-nascido apresentava DNA do BKV ou do
JCV, o que reforca o fato de que a primeira infeccdo acomete os individuos na
infancia. Entre os adultos saudaveis, a prevaléncia de DNA do JCV foi de 83%, e
94% apresentavam DNA do BKV. Foi identificado DNA de ambos os virus em 50%
dos pacientes com doenca de Huntington e em 100% dos pacientes com LMP.

Por causa da frequéncia das infec¢des e do risco de disseminacdo da
doenca em pacientes imunocomprometidos, a deteccdo laboratorial rapida dos
poliomavirus tem se tornado um importante icone em detecgédo virologica. Além
disso, a rapida deteccdo tem implicacbes importantes no tratamento do paciente
(Whiley et al.,2001).

Métodos tradicionais para detectar e identificar os poliomavirus incluem
métodos sorologicos, isolamento do virus por cultura de células e microscopia
eletrénica (Giraldo et al., 1982, Knowles et al.,1989, Nilsen et al.,1991). Tais métodos
nao sdo amplamente disseminados na rotina de laboratério de andlises clinicas
devido a suas limitacfes técnicas (Whiley et al., 2001).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta efetiva
para detectar os poliomavirus em amostras clinicas, tornando-se, atualmente, o
método padrao-ouro para a deteccéo desses virus. Sabe-se que a sensibilidade do
método de PCR para amostras de sangue periférico é de, aproximadamente, 70%

para individuos portadores de HIV (virus da imunodeficiéncia humana) com LMP,
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contra, apenas, 30% dos pacientes portadores do HIV que n&do tém a doenca (Giri et
al., 2001).

Esse baixo desempenho nas taxas de deteccdo pela PCR, nesse tipo
de amostra, torna impraticavel o método para o diagndstico e para o prognostico de
LMP (Giri et al., 2001).

O JCV pode ser detectavel em tecidos cerebrais, através de bidpsias,
em quase 100% dos casos (Giri et al., 2001).

Embora o estudo de bidpsias cerebrais possa constituir um 6timo
procedimento diagndstico, bidpsias séo invasivas. Para tanto, as amostras para a
pesquisa dos virus podem ser obtidas atravées da analise do liquido
cefalorraquidiano ou da urina (Tominaga et al., 1992; Kitamura et al., 1997).

A PCR em tempo real é o ultimo avan¢co em métodos de amplificacao e
de deteccédo dos acidos nucléicos que sobrepuja alguns dos problemas enfrentados
pela técnica convencional de PCR (Whiley et al.,2001).

Recentemente, Domingues et al. (2007) descrevem técnica de semi-
nested PCR para diferenciar o BKV do JCV, funcionando, dessa forma, como
ferramenta importante na diminuicdo do tempo necessario a identificacdo desses

virus.

1.2 OS POLIOMAVIRUS E O MECANISMO DE TRANSFORMACAO
ONCOGENICA

Os tumores malignos no ser humano, geralmente, sdo caracterizados
por aneuploidias ou rearranjos cromossomais que resultam em atividade excessiva
de genes, estimulando a atividade de multiplicacéo celular e a delecédo de genes que

inibem essa multiplicacéo (supressores de tumor) (Lengauer et al., 1998).
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Em humanos, os dois virus mais amplamente estudados como
promotores da oncogénese sdo o JCV e o BKV. Ambos os virus tem,
aproximadamente, 70% de homologia com o DNA do SV40, que tem, sabidamente
propriedades de transformacao celular. Essa observacdo tem levado a extensiva
especulacdo a respeito da potencialidade oncogénico desses dois virus humanos
(Laghi et al., 1999).

Existem evidéncias do alto potencial oncogénico do JCV em animais
de laboratorio, por exemplo, o crescimento de varios tipos de tumores cerebrais
naqueles em que foram injetadas solu¢cdes contendo o virus. Esse virus esta
relacionado ao desenvolvimento de astrocitomas, de glioblastomas, e de
neuroblastomas (Lagh et al., 1999).

Segundo Tavis et al. (1994) e O’Neill et al. (1995), as propriedades de
transformacéao oncogénica dependem da instabilidade cromossdmica produzida pelo
antigeno T desses virus.

Evidéncias de instabilidade cromossdémica tém sido encontradas em
estagios iniciais de neoplasias colorretais como, por exemplo, delecdes
cromossomicas (Laghi et al.,1999).

Independente do mecanismo responsavel pelo aparecimento da
instabilidade genbmica, ela deve ocorrer em estagios precoces e cursam com
mitoses descoordenadas e com descontrole dos processos de regulacdo do ciclo
celular. Um processo infeccioso que introduza o antigeno T poderia explicar o inicio
abrupto da instabilidade cromossémica e, atualmente, tém-se evidéncias de que
esse mecanismo esta presente em tumores humanos dos colons (Laghi et al., 1999).

O JCV também parece estar implicado na génese de tumores do

sistema nervoso central (SNC), como tumores do plexo cordide, ependiomas,
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meduloblastomas, osteosarcomas e, mais recentemente, mesoteliomas (Butel &
Lednicky, 1999).

Krinska et al. (1999a) apresentaram resultados que evidenciam a
presenca do genoma do JCV em uma significante porcentagem de pacientes com
meduloblastoma. Embora o mesmo nédo tenha estabelecido uma relacdo de causa-
efeito entre a presenca de DNA do JCV e a presenca de neoplasias do SNC esses
autores chamam a atenc&o para importantes habilidades transformadoras que esse
virus possuem.

Lagh et al. (1999) observaram que a deteccdo do DNA viral foi
substancialmente aumentada pela adicdo da topoisomerase |, sugerindo que 0s
genomas desses virus se apresentem em formas “super-espiralizadas”. A carga viral
parece ser baixa em pacientes sem doencas col6nicas e, pelo menos, dez vezes
maior em pacientes com cancer de célon.

Esses autores também observaram que a presenca de sequéncias do
DNA do JCV em cdlons humanos, com cancer, sustenta a hipétese de que o virus
infecta o epitélio colénico e, consequentemente, o JCV € um forte candidato a ser
causador de instabilidade génica.

Da mesma forma que o JCV, o BKV induz a formacdo de alguns
tumores que séo tecido-especificos e estdo demonstrados no Quadro 3.

Os tipos de tumores induzidos pelo BKV incluem os ependiomas, 0s
neuroblastomas, os tumores da pineal, os tumores de ilhotas pancreaticas, os
fibrossarcomas e os osteosarcomas. Isso sugere que o BKV tem um tropismo por
certos tipos de células (Corallini et al., 2001).

O BKV € altamente oncogénico em ratos recém-nascidos e em

hamsters. A eficiéncia da tumorigénese por esse virus, em hamsters, é dependente
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de sua rota de infeccdo, sendo fracamente oncogénico quando injetado por via
subcutanea, mas apresenta alta incidéncia na inducdo tumoral quando administrado
por via endovenosa (White & Khalili, 2004).

O BKV foi detectado em um paciente com adenoma de ilhotas
pancreéticas (insulinoma) (Caputo et al., 1983). Alguns trabalhos de deteccdo do
DNA desse virus pela técnica de PCR também identificaram sua presenca em
pacientes com sarcoma de Kaposi, com tumores cerebrais e com tumores do trato

urinario (Corallini et al., 2001).

Quadro 3: Tumores induzidos em ratos transgénicos pela expressdo dos genes dos

poliomavirus (Corallini et al., 2001).

Antigeno T Local Referéncia
JCV Adrenal Small et al. (1986)
Neuroblastoma Franks et al. (1996)
Tumor neuroectodérmico Krynska et al. (1999b)
Tumores primitivos originados Gordon et al. ( 2000)
no cerebelo
Neoplasia pituitaria Small et al. (1986)
BKV Carcinoma Hepatocelular Dalrymple & Beemon (1990)
Carcinoma/ tumores renais, Brinster et al. (1984)
timomas e linfomas
SVv40 Tumores do plexo coroide Messing et al. (1985)




32

Os poliomavirus ndo trazem em seu codigo genético genes que
codificam proteinas de replicacdo, entdo eles devem induzir as células do
hospedeiro a entrarem na fase S do ciclo celular e essas, produzirem tais proteinas.
Essa inducdo se faz por intermédio do Ag-T que interfere com duas proteinas
supressoras da oncogénese: a p53 e a pRB. Essa estimulacdo aberrante é a forca
promotora para a transformacdo oncogénica produzida por esses virus (White &
Khalili, 2004).

A proteina pRB atua na regulagédo da entrada das células na fase S do
ciclo celular, mais especificamente controla a transicdo G1/S através da supressao
do EF2 - Fator de Promocéao da Transcricdo (White & Khalili, 2004).

A proteina p53 ¢é um supressor tumoral encontrado em,
aproximadamente, 55% dos tumores humanos, a qual regula a apoptose celular
(White & Khalili, 2004).

O Ag-T do JCV se liga a essa proteina, inativando-a e, dessa forma,
inibindo a regulacdo do ciclo celular e a apoptose. Isso € importante para a
replicacdo desse virus e, principalmente, por facilitar a transformacéo das células do
hospedeiro em células nao permissivas (White & Khalili, 2004).

Estudos recentes tém mostrado que aparentemente o Ag-T pode
modular outras proteinas sinalizadoras além do pRb e o p53. Esse antigeno se liga
diretamente ao substrato receptor de insulina 1 (IRS1), interferindo nas propriedades
da proteina Rad51 e, consequentemente, nos processos de reparo do DNA (Lassak
et al., 2002).

Bem como a propriedade de transformacdo na célula que o Ag-T
exerce, esse antigeno também tem propriedades indutoras de mutacdes como

relataram Theile & Grabowski (1990).
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Algumas consideragdes devem ser feitas quando se tenta estabelecer
uma relacdo de causa-efeito entre a presenca desse virus e o aparecimento do
cancer: (i) esse virus é amplamente difundido na populacdo, mas a associagdo com
a neoplasia tem uma frequéncia baixa; (ii) o periodo entre o processo de infec¢do e
0 aparecimento da doenca é muito longo; (iii) o inicio da infec¢ao é subclinica, o que
dificulta estabelecer a data do ocorrido; e (iv) h& outros fatores contribuintes para o
processo de carcinogénese como fatores ambientais e préprios do hospedeiro
(White & Khalili, 2004).

White & Khalili (2004) relataram que apesar do foco do debate ser se o
JCV pode ou ndo causar cancer, o melhor seria correlacionar essas proteinas virais

como possiveis alvos para intervencoes terapéuticas.

1.3. A INSUFICIENCIA RENAL CRONICA (IRC)
1.3.1 A IRC e os Pacientes Candidatos ao Transplante Renal

A insuficiéncia renal cronica (IRC) € uma sindrome metabdlica
decorrente de uma perda progressiva, geralmente lenta, da capacidade excretora
renal. Dado que a funcédo de excrecdo de catabdlitos é resultante, principalmente, da
filtracdo glomerular, a IRC consiste, assim, em uma perda progressiva da filtracédo
glomerular que pode ser avaliada, clinicamente, pela medida do clearance
(depuracao) de creatinina em urina de 24 horas (Draibe, 2002).

Em individuos normais, a filtracdo glomerular € da ordem de 110 a 120
mL/min/m? de superficie corporal e corresponde & funcdo de filtracdo de cerca de 2
milhdes de néfrons (glomérulos e tabulos renais). Em pacientes renais crénicos a
filtracdo se reduz podendo chegar, em casos avancados, até 10-5 mL/min/m? ,

guando o tratamento dialitico ou a reducédo de fungéo se traduz pela retencdo, no
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organismo, de um sem numeros de solutos toxicos, geralmente, provenientes do
metabolismo protéico que podem ser avaliados indiretamente através das dosagens
da uréia e da creatinina plasmaticas, que se elevam progressivamente (Riella, 2003).

S8o varias as causas de IRC, sendo as mais comuns: a
glomerulonefrite crénica, a nefropatia tubulo-intersticial crénica (pielonefrite crénica),
a necrose cortical renal, a hipertensao arterial grave, 0s processos renais obstrutivos
cronicos, a diabetes, a amiloidose, lupus eritematoso sistémico e doencas
hereditarias, tais como, rins policisticos e sindrome de Alport (Noronha, 2004).

Ao nivel do parénquima renal, todas essas entidades clinicas
provocam, por mecanismos iniciais diversos, proliferacdo celular (endotelial,
mesangial, e tubular), aumento do matriz mesangial, fibrose e obliteracdes
glomerulares, dilatacbes e obstrucbes tubulares, fibrose intersticial generalizada,
além da eventual deposicao renal de substancias estranhas ao rim, como € o caso
da amiloidose (Draibe, 2002).

Fato notorio é o carater progressivo da IRC que ocorre, até mesmo, na
auséncia da causa inicial que determinou a lesdo renal. Sugere-se que com a
reducdo inicial de certo numero de néfrons, aqueles remanescentes tornam-se
hiperfiltrantes, hipertrofiam-se, sofrem alteracdes da superficie glomerular e
modificacbes de permeabilidade da membrana glomerular as proteinas. Essas
alteracdes levam a producédo renal de fatores de crescimento, de citocinas e de
horménios, tais como: Insuline-like Growth Factor-1 (IGF-1), interleucinas 1 e 6 (IL-1
e IL-6), Fator Transformador do Crescimento alfa e beta (TGF-o e p), Platelet-
Derived Growth Factor (PGDF), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), Endotelina,

Fator Natriurético Atrial, Angiotensina Il, entre outras (Draibe, 2002).
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Esses agentes seriam responséveis pelos processos de proliferacdo
celular renal, de coagulacédo intraglomerular, recrutamento e proliferacdo de células
da resposta imune, de aumento da matriz celular, de proliferacdo do colageno e de
fibrose. Desse modo a continuidade da presenca de lesdes fibréticas glomerulares e
intersticiais acabaria por determinar perda progressiva dos néfrons e da filtracao
glomerular (Draibe, 2002).

O tempo que um paciente portador de uma leséo renal leva para atingir
fases avancadas da IRC é bastante varidvel, dependendo da etiologia da lesao
renal, de aspectos raciais, imunitarios, estado hipertensivo, sobrecargas protéicas da
dieta, etc. Em fases avancadas da IRC (clearance de creatinina entre 15 e 5
mL/min/m? os sintomas urémicos se exacerbam apesar da dieta hipoprotéica,
havendo necessidade de se programar tratamento dialitico e/ou transplante renal
para o paciente (Draibe, 2002).

O transplante renal € uma importante opcao terapéutica para o
paciente com IRC, tanto do ponto de vista médico quanto do ponto de vista
econdmico e social. Ele esta indicado quando houver insuficiéncia renal crénica em
fase terminal, estando o paciente em didlise ou mesmo em fase pré-dialitica (preé-
emptivo), considerando-se clearance de creatinina menor que 20/ml/min/ m? de
superficie corporal. O transplante renal pré-emptivo pode ser oferecido para todos os
pacientes candidatos ao transplante, particularmente, para pacientes diabéticos (a
fim de reduzir as complicacbes vasculares, cardiacas e neuroldgicas proprias do
diabetes) e para criancas (a fim de se evitar déficit do crescimento, osteodistrofia

renal e, principalmente, pelas dificuldades dialiticas) (Noronha et al., 2010).

1.3.2 Epidemiologia da IRC
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A IRC é um dos maiores problemas de saude publica no Brasil. Estima-se
que para cada paciente em tratamento dialitico existam outros 25 individuos que
apresentem algum grau de insuficiéncia renal (Roméao Jr., 2004).

No Brasil, mais de 70.000 pacientes sdo dependentes de terapia renal
substitutiva, seja dialise ou transplante renal, com gasto anual de cerca de 2,0
bilhdes de reais. Com base no grande numero de grupos de risco, a previsao € que
esse numero possa duplicar nos proximos cinco anos, ultrapassando os 125 mil

casos em 2010 (SBN, 2007).

Total de pacientes em tratamento dialitico por ano,

censo 2009

Figura 6 — Prevaléncia de pacientes em dialise no Brasil, 1994 a 2008 (Data SUS
SBN: Censo 2009).

De acordo com dados da Sociedade Brasileira de Nefrologia (SBN), a
prevaléncia de pacientes em dialise no Brasil vem aumentando de forma

significativa, conforme o gréafico (Figura 6).

1.40S POLIOMAVIRUS E O TRANSPLANTE RENAL

1.4.1 Visao Geral
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A virtria pelo JCV é mais comum que a encontrada pelo BKV em
pessoas saudaveis, mas em transplantados renais, a nefropatia dos poliomavirus €,
primariamente, causada pelo BKV (Drachenberg et al., 2007).

Segundo Razonable et al. (2005), a presenca do BKV foi associada
com rejeicdo ao rim transplantado e a presenca do JCV foi acompanhada de
sintomas inespecificos em transplantados de rim, de pulmdo e de pancreas.

A reativacdo do JCV pode ocorrer, espontaneamente, em pessoas
imunocompetentes e, frequentemente, naquelas com alteracdes da imunidade
celular, como em mulheres gravidas, pacientes com cancer, pacientes que recebem
guimioterapia, pacientes com AIDS e transplantados em uso de imunossupressores
(Gardner et al., 1984).

Em pacientes imunocomprometidos, o JCV pode causar LMP e o BKV
pode estar envolvido no aparecimento de cistite hemorragica em pacientes que
fizeram transplante de medula 6ssea (Coleman et al., 1978).

A reativacdo do BKV é, hoje, responsavel por 10 a 60% das perdas de
funcdo de enxertos (6rgdos transplantados) em transplantes de rim (Hurault et al.,
2003).

Sabe-se que os poliomavirus sdo associados a nefrite intersticial em
receptores de rim ou de rim/pancreas e a apresentacao clinica da reativacdo desses
virus ocorre com aumento da uréia e da creatinina (Merlino et al., 2005).

O BKV pode ser detectado na urina (Figura 6), plasma ou em bidpsias,
através da identificacdo das células conhecidas como células decoy. Entretanto,
esse método tem capacidade limitada e técnicas como PCR tem melhor acuracia e,
portanto, sdo aplicadas com maior frequéncia, apesar dos custos mais elevados

(Boldorini et al., 2005).
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Figura 7 - Poliomavirus: BKV na urina (Fonte: Ahsan & Shah, 2006).

Os JCV e BKV sdo encontrados em pacientes transplantados
recebendo imunossupresséo, independente do esquema usado. Nenhum estudo,
até o momento, aponta um imunossupressor especifico como causador da
reativacado desses virus, 0 que se sabe, com certeza, € que quanto mais potente a
imunossupressédo, maior é a chance de reativacdo viral (Hurault et al., 2003).

O tratamento proposto, nos casos de diminuicdo da funcédo do enxerto,
tem sido a diminuicdo das doses dos imunossupressores. O racional para a
diminuicdo dessas drogas € permitir ao hospedeiro, melhor eliminacdo desses virus,
resultando numa menor carga viral. Nenhum tratamento especifico para esses virus,
como 0 uso de antivirais, € desenvolvido até a presente data (Noronha, 2004).

Alguns relatos da literatura tém mostrado eficacia no tratamento de
pacientes com cistite hemorragica, causada pelos poliomavirus, com drogas como o
Cidofovir (Vianelli et al., 2000). Segarra-Newnha & Vodolo (2001) descreveram o

tratamento da LMP com a mesma droga.
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1.4.2 Fisiopatologia das LesdGes Renais Associadas ao JCV e ao BKV no
Paciente Transplantado

A historia do transplante renal modificou-se, consideravelmente, com o
advento das drogas imunossupressoras como a ciclosporina, o tacrolimus, o
micofenolato mofetil, a rapamicina e outras. Contudo, o aparecimento de patologias
associadas a essas drogas, bem como a reativacdo de virus latentes no receptor do
orgao transplantado, sao problemas sérios no manejo dos pacientes transplantados
(Noronha et al., 2004).

Notavelmente, pacientes que realizaram transplantes de rins que
recebem drogas imunossupressoras em altas doses, podem desenvolver nefropatia
induzida por aquele virus, levando a perda da funcdo do enxerto e faléncia do rim
transplantado (Moens & Rekvig, 2001; Hirsch & Steiger, 2003).

As infeccbes pelo BKV e pelo JCV, ha mais de 30 anos, sao
sabidamente conhecidas como presentes em enxertos de transplantes renais.
Recentes estudos tém demonstrado uma maior responsabilidade do BKV (e menor
do JCV) na ocorréncia de nefrite tdbulo-intersticial (aproximadamente 5%) nos
pacientes transplantados renais, com piora da funcao renal pos-transplante e perda
do enxerto em até 45% dos pacientes infectados (Lingy et al., 2003).

Essa nefrite tabulo-intersticial, conhecida como nefropatia associada ao
poliomavirus (NAPV) em pacientes transplantados renais, quando comparada a
outras alteracdes histologicas, sugere que ha fatores determinantes relacionados ao
orgado e a resposta imune (Hirsch et al.,, 2006). O substrato anatomo-patolégico
dessa nefropatia revela infiltrado inflamatério intersticial com tubulite e corpusculos
de inclusdo nos nucleos das células tubulares e a presenca de espessamento da

capsula de Bowman (Wen et al., 2004).
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Segundo Elli et al. (2002), o achado mais frequente em bidpsias de rins
transplantados é o infiltrado inflamatorio intersticial intenso com tubulite focal, com
necrose tubular e com fibrose intersticial médio-severa com atrofia tubular focal. As
estruturas glomerulares e vasculares, geralmente, estdo preservadas. Em andlise
mais cuidadosa observam-se, em algumas secc¢fes da lamina, células tubulares
epiteliais apresentando aumento da deformacgdo da forma nuclear e irregularidades
na cromatina.

A presenca de células infectadas pelos poliomavirus (células decoy) na
urina e a deteccdo do DNA do BKV e do JCV, através de PCR, no plasma e urina
sdo marcadores da replicacdo viral e sugerem, fortemente, a possibilidade de NAPV
(Hurault et al., 2003).

No entanto, o diagnéstico da NAPV, através de biopsia renal, é
desafiador devido a: (i) limitada sensibilidade devido ao frequente envolvimento
focal; (ii) variacdo dos padrOes de apresentacdo citopatico-inflamatorio e (iii)
possibilidade de coexisténcia entre rejeicdo aguda o que dificulta o diagndstico
diferencial (Elli et al., 2002).

A reducédo dos imunossupressores em pacientes com nefropatia pelo
BKV tem sido a principal forma de terapia embora nem sempre se associe com a
melhora da funcdo do enxerto (Araya et al., 2006). Kadambi et al. (2003) relataram
gue o antiviral Cidofovir tem demonstrado boa atividade in vitro contra os
poliomavirus e Araya et al. (2006) descreveram alguns casos de sucesso no
tratamento da nefropatia por BKV com uso dessa droga em baixas dosagens (0,25 -
0,42 mg/Kg/dose).

Kaneko et al. (2005) fizeram um estudo de prevaléncia dos

poliomavirus em 45 pacientes renais crbnicos candidatos ao transplante renal
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usando a urina desses pacientes e empregando a técnica de PCR classica para a
identificagdo dos virus. O grupo controle era composto por 37 individuos sem
quaisquer patologias identificAveis. Seus resultados mostraram que 13,5% dos
individuos normais foram positivos para o BKV e 24,3% para o JCV. Nos pacientes
renais crénicos, a mesma porcentagem foi encontrada para os dois virus (33,3%).
Dado relevante foi a maior prevaléncia de infeccdo pelo BKV em pacientes que
estavam em uso de algum corticoesteroide.

Nesse mesmo sentido, Kimberd (2005) publicou um trabalho de reviséo
de estudos sobre a deteccdo dos poliomavirus de 1971 a 2005 encontrando 38
publicacbes, a maioria com pequena amostragem e concluiu que estudos de
rastreamento populacional para os poliomavirus so se justificam, economicamente,
se a taxa de incidéncia na populacéo for maior que 2,1%.

A deteccao dos poliomavirus nos pacientes candidatos ao transplante
renal (pacientes com IRC em tratamento hemodialitico) poderia fazer parte da
investigacao pré-transplante, pois, o conhecimento prévio dessa infeccdo adiantaria
o diagnostico diferencial entre a nefropatia causada por esses virus e a rejeicao
cronica do enxerto; patologias essas que séo, histologicamente, confundiveis, mas

cujos tratamentos sdo muito diferentes.
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1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo Geral

O presente trabalho visa investigar a ocorréncia de infecgao pelo JCV e pelo
BKV na populagéo renal crébnica em tratamento dialitico, candidatos ao transplante

renal, no Estado do Acre.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Descrever a prevaléncia das infec¢des pelo JCV e peloBKV em pacientes
renais cronicos candidatos ao transplante renal e em grupo controle sem
insuficiéncia renal cronica,

- Investigar a associacdo dos aspectos clinico-laboratoriais dos pacientes
renais cronicos com a infecgéo pelos JCV e BKYV;

- Investigar a associacdo dos aspectos socio-demograficos dos pacientes

renais cronicos com a infecgcéo pelos JCV e BKV.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 POPULACOES EXAMINADAS

2.1.1 Area de Estudo

O Estado do Acre esté localizado na parte sudoeste da Amazonia. As
linhas de fronteiras do Estado com as Unidades da Federacéo sédo: ao Norte com o
Estado do Amazonas e a Leste com o Estado de Ronddnia. O Estado tem fronteiras
internacionais com a Republica da Bolivia, ao sul e a sudeste com a Republica do

Peru (Acufia et. al., 2009).

O Estado do Acre possui 22 sedes municipais, sendo que para nove
delas, o acesso para a capital (Rio Branco) é possivel somente por via fluvial ou

aérea.

Conforme o Censo Demografico (IBGE, 2010), a populacédo residente é
de 707.125 habitantes, dos quais 61,2% residem nas zonas urbanas dos 22
municipios. Na capital, Rio Branco, se concentram 45,4% do total da populacdo do
Estado (IBGE, 2010).

O local do estudo foi o Hospital das Clincas do Acre (HCAC),
inaugurado em 31/03/1998. O HCAC € uma instituicdo publica de nivel terciario, e é
sede de treinamento para os programas de residéncia médica em Clinica Médica,
em Cirurgia-Geral, em Medicina de Familia e Comunidade e em Ginecologia e

Obstetricia.

2.1.2 Grupo de Pacientes Renais Crbnicos
Amostras de urina (pré-dialise) e de sangue (pré e pos-dialise) de 100
pacientes (total dos pacientes em tratamento hemodialitico no HCAC que

apresentavam diurese), no periodo de abril a julho de 2008, com diagndstico de
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insuficiéncia renal crénica, atendidos no Servico de Nefrologia e Hemodialise do
HCAC, na cidade de Rio Branco-Ac, foram avaliados para a presenca da infeccao
pelo JCV e BKV. No presente trabalho, essa amostra sera referida como Grupo de

Pacientes (Anexo 1).

2.1.3 Grupo de Individuos sem Doencas Renais

Amostras de urina e sangue de 99 individuos, voluntarios, residentes em
Rio Branco, capital do Estado do Acre, Brasil, de ambos os géneros, saudaveis,
selecionados no proprio hospital do estudo (funcionarios do hospital) com idade igual
ou superior a 18 anos, coletadas no periodo de abril a julho de 2008 foram usadas
como grupo controle. As amostras bioldgicas, apos coletadas, foram acondicionadas
a -20°C e encaminhadas para o Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal do Para (UFPA). No presente trabalho, essa

amostra seré referida como Grupo Controle (Anexo 1).

2.1.4 Critérios Excluséo
Os critérios de exclusdo adotados para ambos os grupos foram: a)
pacientes com idade inferior a 18 anos, b) individuos que ndo concordaram em

participar e em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 02).

2.2 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi submetido e aprovado no Comité de Etica do
Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para, sob numero de
protocolo 090/06 em obediéncia as resolucbes 196/96 e 347/05 (Anexo 3) do

Conselho Nacional de Saude, a qual trata das diretrizes e das normas
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regulamentares da pesquisa envolvendo seres humanos. Todos os individuos
envolvidos foram informados acerca do projeto e aqueles que concordaram em

participar assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido.

2.3 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de urina (10 a 50 mL) coletadas dos grupos de pacientes
e controles, seguindo normas de antissepsia e de assepsia, foram centrifugadas e o
sedimento urinério lavado trés vezes com solucdo salina estéril (0,9%) segundo
protocolo descrito abaixo.

Descongelou-se as amostras urina de um dia para o outro (obs.: as
amostras de urina podem ser coletadas e estocadas a -20°C até o0 momento de
iniciar o procedimento de lavagem). Adicionou-se 10 mL de urina no tubo de
centrifuga (15mL). Centrifugou-se por 5 minutos a 4000rpm até esgotar toda a
amostra do frasco (sempre desprezando o sobrenadante e acrescentando ao tubo
mais urina). Apos a centrifugacdo, desprezou-se o sobrenadante. Nos casos onde
houve baixo volume de urina (menos de 10 mL), completou-se com soro fisiolégico
até a marca de 10 mL. Apds o término das centrifugacdes, iniciou-se as lavagens
com soro fisiologico estéril (NaCl, 0,9%), fazendo-se um total de trés lavagens,
desprezando-se, sempre, o sobrenadante. Ao final adicionou-se 10 mL de soro
fisiolégico no tubo contendo o pellet de urina. Em seguida, realizou-se nova
centrifugacédo durante 15 minutos em 4000 rpm, desprezando-se 0 sobrenadante.
Essa etapa foi realizada trés vezes. Na 32 lavagem, o sobrenadante foi desprezado
até 3,5 cm do tubo. Este restante foi dividido em dois tubos estéreis de 2,5mL. Ao

final, armazenaram-se os tubos contendo as amostras na caixa plastica a -20°C.
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As amostras de sedimento foram enviadas, em recipientes apropriados
para manutencdo das mesmas a temperatura de -20°C, ao Laboratorio de Virologia
da Universidade Federal do Para (UFPA) onde foram mantidas no freezer a -70°C,
até o momento da extracdo de DNA, para subsequente andlise molecular da
presenca das infec¢des pelos JCV e BKV, por meio de metodologia padréo, descrita
a sequir.

As amostras de sangue do grupo de Pacientes foram colhidas antes e
apos o procedimento da hemodialise. As amostras de sangue do grupo Controle
foram colhidas no momento em que o0 paciente entregou a amostra de urina no

laboratorio, em jejum.

2.4 ANALISES DAS AMOSTRAS
2.4.1 Extracdo do DNA

O método de extracdo de DNA, a partir de amostras de urina, seguiu o
protocolo de extracdo de acido nucléico viral usando-se o Kit da Pure Link Viral

RNA/DNA (Invitrogem, CA,USA).

2.4.2 Reacdo em Cadeia mediada pela Polimerase (PCR)

No presente trabalho, foi efetuada a PCR para a amplificacdo de 173pb
do gene que codifica o antigeno-T do JCV e do BKV. Esta foi realizada no
equipamento termo-ciclador da Mastercycler Personal, Eppendorf Germany.

Para a amplificacdo do segmento de 173pb, as reacBes foram
executadas em um volume de 50 uL, contendo 5 puL de DNA extraido, 200 uM de
cada dNTP, 0,5 uM de cada iniciador, (10 mM TRIS, 50 mM KCI, Ph 8,3), 1,5 mM

MgCl,, 2,4 U de Taq DNA polimerase. O par de iniciadores envolvidos nesta reagéo
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foi 0 (PEP-1)- 5AGTCTTTAGGGTCTTCTACC-3 e (PEP-2)-
5GGTGCCAACCTATGGAACAG-3'.

O DNA alvo foi amplificado usando-se 40 ciclos (92°C por 1,5 minutos,
55°C por 1,5 minutos, 72°C por 2 minutos seguidos por uma extensao final de 7
minutos). O produto da amplificacdo foi visualizado apés eletroforese (100V/
45minutos) em gel de agarose a 2% em tampé&o TAELl x (TAE 40x estoque- Tris
Base 1,6 M, acetato de Na 0,8M e EDTA- Na, 40mM/1000mL agua desionizada),
contendo 5M de brometo de etidio (10mg/mL) e mediante a utilizacdo de

transiluminador com fonte de luz ultravioleta.

2.4.3 Digestédo Enzimatica

A diferenciacao entre as infec¢cdes por JCV e por BKV foi realizada por
meio da digestdo enzimatica do produto amplificado, usando-se endonuclease de
restricdo BamHI (Invitrogen, CA,USA), que cliva o DNA do JCV em um fragmento de
120pb e outro de 53pb, enquanto que o DNA do BKV néo é clivado. O produto da
digestéo foi visualizado apoés eletroforese em gel de agarose a 3% em tampao TAE1
X (TAE 40x estoque- Tris Base 1,6 M, acetato de Na 0,8M e EDTA- Na, 40mM/
1000mL agua desionizada), contendo 5M de brometo de etidio (10mg/mL) e

mediante a utilizacdo de transiluminador com fonte de luz ultravioleta.

2.4.4 Amplificacdo do Gene VP1

Para a amplificacdo do segmento de 215pb, as reacGes foram
executadas em um volume de 50 uL, contendo 400 ng de DNA extraido, 200 uM de
cada dNTP, 20 pmol de cada iniciador, KCl 50 mM, MgCl, 2,0 mM, Tris-HCI pH

8,310 mM e 0,5 U de Tag DNA polimerase. O par de iniciadores envolvidos nesta
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reagdo foi: (JLP-15) 5-ACAGTGTGGCCAGAATTCACTACC-3, e (JLP-16)5-
TAAAGCCTCCCCCCCAACAGAAA-3’, correspondendo aos nucleotideos1710-1734
e 1924-1902 do genoma do JCV (Arthur et al., 1989). Em cada reagcdo de
amplificacdo, apds a desnaturacdo inicial, a 95°C, por 5 minutos, foram efetivados
50 ciclos de um minuto a 95°C, um minuto a 63°C e um minuto a 72°C, seguidos por
uma extensao final de 10minutos a 72°C. O produto da amplificacao foi visualizado
apos eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 3%, em tampao TAE
IX(TAE 40x estoque — TrisBase 1,6 M, acetato de Na 0,8 M e EDTA-Na2
40mM/1000 mL agua desionizada), contendo 5 pL de brometo de etidio (10mg/mL) e
mediante a utilizacdo de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta.Os produtos
amplificados da regido VP1 foram submetidos ao sequenciamento de nucleotideos,

para posterior identificagéo do tipo viral.

2.4.5 Sequenciamento

Apés a purificacdo do produto da PCR do gene VP1, o DNA foi
submetido ao sequenciamento automatico, através do uso do kit da ABI PRISMTM
DyeTerminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer, USA). As fitas de DNA proviral
foram sequenciadas em ambas as direcdes, utilizando-se o equipamento de
sequenciamento automatico ABI 310 DNA Sequencer (Perkin Elmer, USA). A analise
das sequéncias nucleotidicas, a edicdo e o alinhamento foram realizados por meio
do programa BIOEDIT versao 5.0.9 (Hall, 1999), utilizando-se a plataforma Windows
98 em um computador IBM-PC. Todas as sequéncias nucleotidicas obtidas no
estudo foram comparadas as sequéncias do banco de dados do GeneBank/NCBI,

utilizando-se ferramentas para a subtipagem (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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2.4.6 Andlise das amostras de sangue
As amostras de sangue (uréia e creatinina) foram analisadas pelo

meétodo colorimétrico cinético, com eletrodos seletivos, aparelho Konelab 60i.

2.4.7 Estatistica

As variaveis foram resumidas, por grupo de estudo, pelas estatisticas
descritivas pertinentes: frequéncia absoluta (n) e relativa (%) ou média, desvio
padrao (dp), mediana, valores minimo e maximo.

A associacao entre variaveis categoricas e os grupos de estudo foi
avaliada pelo Teste do Qui-quadrado de Pearson ou da Razéao de Verossimilhanca,
guando aplicavel.

Nas variaveis continuas foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov
para avaliar o ajuste da distribuicdo normal dentro dos grupos de estudo.

Foi utilizado o teste t de Student na comparacdo entre 0S grupos
guanto as médias das variaveis: idade, niveis de uréia e de creatinina.

Foi aplicado o teste t-pareado para comparar as medidas de uréia pré e
pos-dialise no grupo de Pacientes.

A associacdo entre presenca do JVC e variaveis de interesse foi
avaliada pelo Teste do Qui-quadrado de Pearson ou da Razéo de Verossimilhanca,
guando aplicavel.

Foi adotado o nivel de significancia de 0,05 (o = 5%) e niveis
descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados significantes e

representados por *.
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Todas as analises estatisticas foram executadas pelo software

estatistico SPSS for Windows versédo 15.0.
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3 RESULTADOS
3.1 VARIAVEIS SOCIO-DEMOGRAFICAS

O grupo examinado totalizou 199 individuos cujas amostras foram
obtidas de pacientes atendidos no HCAC, divididos em dois grupos: de Pacientes
(renais cronicos em hemodialise) e individuos Controle, sem doenca renal (Tabela
1).

N&o foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre
0s grupos de Pacientes e Controle quanto as seguintes variaveis demogréficas:
distribuicdo por género (p = 0,523), média de idade (p = 0,648), distribuicdo por faixa
etaria (p = 0,634), distribuicdo por escolaridade (p = 0,241) e distribuicéo por local de
nascimento (p = 0,117) (Tabela 1).

Foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos
de Pacientes e Controle quanto a distribuicdo por cor (p = 0,024). No grupo Controle
a proporcao de amarelos (22,2%) foi significantemente maior do que no grupo de

Pacientes (8,0%) (Tabela 1).
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socio-demogréficas das amostras de estudo (Rio

Grupo
e . Amostra total P
Variaveis Pacientes  Controle (n = 199)
(n =100) (n=99)
Género —n (%)
Masculino 52 (52,0) 47 (47,5) 99 (49,7) 0,523
Feminino 48 (48,0) 52 (52,5) 100 (50,3)
Idade (anos)
média (dp) 525(137) 517 (12,9) 52,1 (13,3) 0,648
mediana 56,5 53,0 55,0
Mminimo = maximo 14-78  15-78 14-78
Faixa etaria — n (%)
< 20 anos 1(1,0) 3(3,0) 4 (2,0) 0,634
20 a 29 anos 6 (6,0) 2 (2,0) 8 (4,0)
30 a 39 anos 11 (11,0) 13 (13,1) 24 (12,1)
40 a 49 anos 18 (18,0) 23 (23,2) 41 (20,6)
50 a 59 anos 31 (31,0) 27 (27,3) 58 (29,1)
60 a 69 anos 28 (28,0) 27 (27,3) 55 (27,6)
70 a 79 anos 5 (5,0) 4 (4,0) 9 (4,5
Cor —n (%)
Branco 27 (27,0) 33 (33,3) 60 (30,2) 0,024 *
Negro 23 (23,0) 16 (16,2) 39 (19,6)
Amarelo 8 (8,0) 22 (22,2) 30 (15,1)
Pardo indigena 14 (14,0) 10 (10,1) 24 (12,1)
Pardo negroide 28 (28,0) 18 (18,2) 46 (23,1)

Tabela 1 — Caracteristicas socio-demograficas das amostras de estudo (Rio Branco,
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2008) (continuacao).

Grupo
L . Amostra total
Variaveis Pacientes Controle p

(n =100) (n=99) (n=199)
Escolaridade — n (%)
Analfabeto 19 (19,0) 26 (26,3) 45 (22,6) 0,241
Alfabetizado 33 (33,0) 28 (28,3) 61 (30,7)
Ensino Fundamental 34 (34,0) 23 (23,2) 57 (28,6)
Ensino Médio 9 (9,0) 13 (13,1) 22 (11,1)
Ensino Superior 5 (5,0) 9(9,1) 14 (7,0)
Local de Nascimento — n (%)
Acre 77 (77,0) 63 (63,6) 140 (70,4) 0,117
Outros Estados 21 (21,0) 33 (33,3) 54 (27,1)
Outros Paises 2 (2,0) 3(3,0) 5(2,5)

3.2 VARIAVEIS CLINICO-LABORATORIAIS

As variaveis clinico-laboratoriais estudadas foram as medidas dos
niveis sanguineos de creatinina e de uréia pré- e pos-didlise, nos individuos do
grupo de Pacientes e nos individuos do grupo Controle.

Foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os grupos
de Pacientes e Controle quanto a média de uréia (p < 0,001), onde a média no grupo
de Pacientes foi significantemente maior do que a média no grupo de Controles
(Tabela 2).

Foi, também, encontrada diferenca estatisticamente significante entre
0s grupos de Pacientes e Controle quanto a média de creatinina (p < 0,001), onde a

média no grupo de Pacientes foi significantemente maior do que a média no grupo
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Controle (Tabela 2).
No grupo de Pacientes foi encontrada variagdo estatisticamente
significante entre as avaliacdes pré- e pos-dialise de uréia (p < 0,001; Tabela 3).
Todos os pacientes apresentaram reducdo de uréia na avaliacdo pos-
dialise, variando entre 17 e 191 mg/dl, com média de 86,4 mg/dl (dp = 39,1 mg/dl).
Na avaliacéo final, 23 (23,0%) pacientes apresentavam niveis de uréia
pos-dialise até 35 mg/dl (limite superior da normalidade) e 77 (77,0%), ainda,

apresentavam niveis acima de 35 mg/dI.
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Tabela 2 — Niveis séricos de Uréia e de Creatinina nas amostras de estudo (Rio

Branco, 2008)

Grupos
Variaveis Pacientes Controle p
(n =100) (n=99)
Uréia (mg/dl)
média (dp) 140,9 (45,9) 24,2 (6,4) <0,001 *
mediana 134,0 23,0
minimo — maximo 43 -236 12-35
Uréia — n (%)
< 35 mg/dl 0 (0,0) 99 (100,0)
> 35 mg/dl 100 (100,0) 0 (0,0)
Creatinina (mg/dl)
média (dp) 11,04 (3,81) 0,96 (0,24) <0,001 *
mediana 11,35 0,90
minimo — maximo 2,6-19,0 0,4-15
Creatinina — n (%)
< 1,4 mg/dl 0 (0,0) 98 (99,0)
> 1,4 mg/dl 100 (100,0) 1(1,0)

Tabela 3 — Niveis séricos de Uréia pré- e pos-didlise no grupo de Pacientes (Rio

Branco, 2008)

Uréia (mg/dl) — Avaliacao Variacéo

(n =100) Pré-Didlise P6s-Didlise (Pré-Pos) P
média (dp) 140,9 (45,9) 54,6 (22,1) 86,4(39,1) <0,001*
mediana 134,0 54,50 78,5
minimo — maximo 43 - 236 13-109 17-191

3.3 PREVALENCIAS DOS POLIOMAVIRUS
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O JCV foi identificado em 11,1% (11/99) dos individuos do grupo
controle e em 4% (4/100) dos individuos do grupo de Pacientes (Tabela 4).
Entretanto, a presenca do BKV néo foi identificada nas amostras de urina de ambos
0S grupos.

N&o foi encontrada associacdo estatisticamente significante entre a
prevaléncia de JVC e as caracteristicas da amostra estudada: género (p = 0,773),
faixa etaria (p = 0,567), cor (p = 0,078) e local de nascimento (p = 0,516) (Tabela 4).

Em relagédo ao tipo de JCV, o virus tipo 2 foi identificado em 9,1%
(9/99) dos individuos do grupo Controle e em 3% (3/100) do grupo de Pacientes. O
JCV tipo 3 foi encontrado em 2% dos individuos do grupo Controle e em 1% dos
individuos do grupo de Pacientes (Tabela 5). Em suma, o JCV tipo 2 foi responsavel
por 80% (12/15) das infec¢cdes causadas pelo JCV e o tipo 3 responsavel por 20%

(4/15) (Tabela 5).



Tabela 4 — Prevaléncia do JVC segundo as caracteristicas da amostra estudada.

L Virus JVC
Variaveis Negativo Positivo P
Género —n (%)
Masculino (n = 99) 91 (91,9) 8 (8,1) 0,773
Feminino (n = 100) 93 (93,0) 7 (7,0)
Faixa etaria — n (%)
<20 anos (n=4) 4 (100,0) 0 (0,0) 0,567
20 a 29 anos (n = 8) 7 (87,5) 1(12,5)
30 a 39 anos (n = 24) 21 (87,5) 3(12,5)
40 a 49 anos (n = 41) 37 (90,2) 4 (9,8)
50 a 59 anos (n = 58) 53 (91,4) 5 (8,6)
60 a 69 anos (n = 55) 53 (96,4) 2 (3,6)
70a79 anos (n=9) 9 (100,0) 0(0,0)
Cor —n (%)
Branco (n = 60) 54 (90,0) 6 (10,0) 0,078
Negro (n = 39) 35 (89,7) 4(10,3)
Amarelo (n = 30) 26 (86,7) 4(13,3)
Pardo indigena (n = 24) 24 (100,0) 0(0,0)
Pardo negroide (n = 46) 45 (97,8) 1(2,2)
Local de Nascimento — n (%)
Acre (n = 140) 128 (91,4) 12 (8,6) 0,516
Outros Estados (n = 54) 51 (94,4) 3(5,6)
Outros Paises (n = 5) 5 (100,0) 0 (0,0)

Tabela 5 — Prevaléncia do Virus JC (JVC) nas amostras de estudo.
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Grupo
. ) Amostra total
Variaveis Pacientes Controle
(n =199)
(n = 100) (n=99)
Virus JVC — n (%)
Negativo 96 (96,0) 88 (88,9) 184 (92,5) 0,057
Positivo 4 (4,0) 11 (11,1) 15 (7,5)
Tipo de Virus JVC — n (%)
Negativo 96 (96,0) 88 (88,9) 184 (92,5) 0,148
Tipo 2 3(3,0) 9(9,1) 12 (6,0)
Tipo 3 1(1,0) 2 (2,0) 3 (1,5

4 DISCUSSAO



58

Neste trabalho foi investigada a prevaléncia da infecgdo pelo JCV e
pelo BKV na populagdo de renais cronicos em hemodialise, candidatos ao
transplante renal, atendidos no Servigco de Hemodialise do Hospital das Clinicas do
Acre (HCAC), entdo denominados Grupo de Pacientes; e em individuos sem doenga
renal cronica, residentes no Estado do Acre que foram denominados Grupo
Controle.

Amostras populacionais de diferentes origens étnicas desta regido da
Amazonia Ocidental foram investigadas. No entanto, a classificacdo racial adotada
neste estudo difere, em parte, daquela adotada pelo IBGE. Optou-se pela subdiviséo
da populacao parda em dois grupos: a) parda com caracteristicas negroides e parda
com caracteristicas indigenas. Justifica-se tal subdivisdo pela miscigenacéo histérica
encontrada na populacdo Amazonica, podendo, dessa forma, reproduzir com mais
fidedignidade, esse processo de mistura racial da populacéo acriana.

Embora tenha sido encontrada diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos estudados quanto a distribuicdo por cor, onde no grupo Controle, a
proporcdo de amarelos (22,2%) foi significantemente maior do que no grupo de
Pacientes (8,0%); ndo foi encontrada associacdo estatisticamente significante entre
a prevaléncia de JVC e essa caracteristica da amostra estudada.

Em estudo semelhante, realizado na populacdo de Belém-PA por
Cayres-Vallinoto (2008), foi reportado que a maioria da populacdo estudada
apresentou caracteristicas fenotipicas de mesticos (73,7 %), o que corrobora com
nossos achados, mostrando que ndo ha predominio étnico de prevaléncia do JCV e
demonstram a mistura racial encontrada nas populacdes amazoénicas.

A faixa etéria dos individuos examinados apresentou variacdo de 14 a

78 anos de idade. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes
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entre os grupos de Pacientes e de Controles quanto a distribuicdo da idade por
décadas bem como a média de idade.

A distribuicdo do grupo populacional de acordo com o género mostrou
equilibrio entre os grupos estudados, ndo sendo encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos de Pacientes e Controle quanto a
variavel demografica género. Semelhantes foram os resultados encontrados por
Cayres-Vallinoto (2008) em estudo populacional na cidade de Belém-PA, constituida
de maneira proporcional entre homens (48,5 %) e mulheres (51,5 %).

Também ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes quanto a variavel demogréfica local de nascimento.

Em relacdo aos tipos de JCV encontrados na populacdo acriana, foi
registrada a ocorréncia dos tipos 2 e 3, responsaveis, respectivamente, por 80 e 20
por cento das infec¢des causadas por esses virus, no presente estudo. Esses dados
estdo de acordo com estudos filogenéticos da distribuicdo mundial do JCV (Jobes et
al., 1998) e da composicao étnica da populacdo amazonica (Moran, 1990).

Cayres-Vallinoto (2008), também encontrou dados semelhantes na populacéo
de Belém-PA, cuja composicdo étnica € a mesma dos povos amazonicos. Em seu
estudo foi registrada a ocorréncia dos trés tipos virais ancestrais, que possuem
associacao geogréfica especifica a um dominio particular do Velho Mundo, o tipo 1
(3%), encontrado na Europa; o tipo 2 (83 %), encontrado na Africa e na Asia; e o tipo
3 (14%), encontrado no continente Africano.

O mesmo autor ainda destaca que a prevaléncia do JCV tipo 2 demonstra a
importancia desse virus como marcador de migracdo populacional quando se
observa a similaridade genética das cepas americanas, incluindo-se comunidades

epidemiologicamente fechadas, como aquelas oriundas de populacdes asiaticas que



60

cruzaram o estreito de Bering e colonizaram as Américas (Agostini et al., 1997,
Stoner et al., 2000). O JCV tipo 2 presente entre as comunidades populacionais do
Brasil, acompanhou as rotas de migracdo colonizadora e foi disseminado,
lentamente, a partir dos amerindios para as populacdes tri-hibridas atuais.

Uma vez presente entre os indigenas Amazonidas, o JCV tipo 2,
particularmente o subtipo MY, pode, possivelmente, por meio de contatos das
populacBes amerindias com grupos de escravos em processo de fuga das senzalas
para regides da floresta Amazénica de dificil acesso, ter sido introduzido, nesse
momento de formacgéo dessas comunidades (Cayres-Vallinoto, 2008).

Segundo Moran (1990), a formacao da populagcédo acriana nao difere da
formacdo dos povos amazonidas. Segundo esse autor, a longa historia do
povoamento da Amazonia comecga, praticamente, junto com a formacao da floresta
gue conhecemos hoje. Apesar de ainda ndo terem sido encontrados vestigios
concretos da presenca humana na Amazoénia durante o periodo compreendido entre
20.000 e 12.000 a.p (antes do presente) foi, provavelmente, neste periodo que os
primeiros grupos humanos provenientes da Asia chegaram de sua longa migracio
até a América do Sul. Eram grupos némades de cacadores-coletores que
perserguiam as grandes manadas de animais.

O papel do JCV como marcador de migracdes humanas ainda pode
ser evidenciada com a deteccdo do tipo 3 em nossa populacdo. De acordo com
Jobes et al. (1998), o tipo 3 representa o tipo viral ancestral de JCV, oriundo da
Africa. A identificacdo desse tipo viral na amostra da populac¢do acriana confere a
presenca de povos africanos no processo de miscigenacdo mais recente,
representado pelas contribuicbes trazidas pelos escravos africanos e pelo

colonizador branco na segunda metade do século XVIII (Moran, 1990).
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No entanto, sabe-se que desses escravos, poucos subiram o
Amazonas, concentrando-se nos Estados do Pard e do Amapa, proximos a foz
desse rio, onde se deu a colonizagdo portuguesa (Moran, 1990). Provavelmente,
esse fato expligue a menor distribuicdo do JCV tipo 3 em relacdo ao tipo 2 na
populacdo do Estado do Acre.

A semelhanca do Brasil, 0 Acre comp&e-se de uma grande diversidade
de povos indigenas cujas situacdes frente a sociedade nacional também sdo muito
variadas. Enquanto a grande maioria dos grupos se encontrarem em contato
permanente ou regular com a populacdo regional (mestica ou branca), alguns ainda
séo classificados como “isolados” pelo 6rgéo indigenista (Ferreira, 2011).

Segundo Valle de Aquino e Iglesias, o Acre contaria com doze grupos
indigenas identificados que representariam um total de cerca de 9.300 indios, ou
seja, 1,4 % da populacdo do Estado. A maior parte desse contingente é composta
pelos Kaxinawa que representam cerca da metade da populacédo indigena acriana,
0s outros grupos tendo geralmente uma populacao inferior a mil individuos cada um.
As sociedades indigenas acrianas dividem-se de maneira desigual em duas grandes
familias linglisticas: Pano e Arawak. Alguns desses povos encontram-se também
nas regibes peruanas e bolivianas fronteiricas ao Acre. Do ponto de vista da
antropologia, o conhecimento sobre as sociedades indigenas do Estado é muito
desigual. Se alguns povos, como os Kaxinawa ou 0os Ashaninka, atrairam o interesse
de varios pesquisadores, as informacfes etnograficas disponiveis sobre a maior
parte dos povos indigenas acreanos ainda sao muito incipientes (Ferreira, 2011).

A histéria da colonizacdo do Acre esta estreitamente ligada ao
extrativismo da seringa. Até metade do século XIX, o atual Estado do Acre ainda era

pouco conhecido e as populacdes indigenas da regido viviam num relativo



62

isolamento do mundo moderno. Organizadas em torno da coleta de drogas do sertéo
(cacau, salsaparrilha, etc.), as raras e timidas penetracbes brancas na regido
acreana durante o século XVIIl ndo estabeleceram nenhum nudcleo de povoamento
(Ferreira, 2011).

A partir da década de 1870, a situagcdo mudou paulatinamente com a
chegada macica de seringueiros de origem nordestina, vindos principalmente do
Ceard. Com uma densidade elevada de hévea brasiliensis, a historia do Acre foi
profundamente marcada pela economia extrativista da borracha. Em 1899, a regiao
acreana produzia cerca de 60% da borracha amazonense, ou seja, mais de 12 mil
toneladas. A ocupacéo da bacia do Purus, de acesso mais facil a Manaus e Belém,
precedeu de alguns anos a exploracédo de seringa no Alto Jurua. Jodo Gabriel de
Carvalho e Melo foi o primeiro colono a se estabelecer, em 1857, nas margens do
Purus com 40 familias e o fundador, em 1869, do primeiro seringal estavel da regiao
(Ferreira, 2011).

O ritmo da colonizacdo do Acre se acelerou a partir de 1877 em
consequéncia das grandes secas do Nordeste. A imigracdo de milhares de
seringueiros, em busca de melhores condi¢cbes de vida, organiza-se a partir das
casas aviadoras de Manaus e Belém apoiadas pelo capital internacional (Ferreira,
2011).

Portanto, a distribuicdo dos tipos de JCV em nossa populacdo de
estudo estd em correspondéncia com a formacdo etno-historica dos povos que
colonizaram a Amazoénia e cujos resultados se assemelham encontrados em outros
estudos como os realizados por Cayres-Vallinoto (2008) e Pires et al., (2011).

N&ao foram identificados individuos portadores do BKV na populacdo do

estudo, tanto no grupo de Pacientes quanto no grupo Controle. Dados semelhantes
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foram encontrados por Pires et al. (2011) que identificou 2,2% de prevaléncia desse
virus em populagdo assintomatica e ndo identificou a presenca desses virus na
populacéo de renais cronicos.

A excrecado de JCV e de BKV na urina de pacientes receptores de
transplante (renais cronicos) é bastante variavel. Dados da literatura mostram
valores que variam de 20% a 90% (Arthur et al., 1986; Coterril et al., 1992; Priftakis
et al., 2000). O status imune do hospedeiro tem papel fundamental na excrecédo dos
poliomavirus, especialmente para o BKV (Sugimoto et al., 1989; Chang et al., 1996;
Tsai et al., 1997; Behbanhani et al., 2004).

Kaneko et al. (2005) descreveu bem essa diferenca analisando
amostras de urina de pacientes renais cronicos em uso de corticoides que
apresentavam prevaléncia dos poliomavirus, especialmente o BKV, muito superiores
ao grupo controle que ndo eram usuarios de corticéides (55,6% versus 13,5%).

A prevaléncia da infeccdo por poliomavirus observada em nosso
estudo apresentou-se de maneira diferente de outros estudos que empregaram a
mesma metodologia, em populacdes brasileiras (Rodrigues et al., 2007; Cayres-
Vallinoto, 2008; Pires et al., 2011).

Cayres-Vallinoto (2008) estudou a ocorréncia do JCV na populacdo de
Belém (Para) encontrando 33% de prevaléncia da infeccdo em individuos
assintomaticos. Nesta mesma populacdo, recentemente, Pires et al. (2011)
reportaram uma prevaléncia de 22,4% de JCV em individuos ndo portadores de
insuficiéncia renal crénica. Em Portugal, Rodrigues et al. (2007), ao analisarem, a
excrecdo de poliomavirus na urina, detectaram uma prevaléncia de 25,7%. Esses
achados sao distintos dos evidenciados no presente estudo no qual os

assintomaticos apresentaram 11 % de prevaléncia de infec¢éo pelo JCV.
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Entretanto, € comum observar-se grandes variacdes de prevaléncias
em populagbes de um mesmo pais. Suzuki et al., (2002), reportou 18% de
prevaléncia para uma populacdo americana com ascendéncia européia; valor muito
diferente do encontrado pelo mesmo autor, entre americanos de ascendéncia
japonesa (53%).

Cayres-Vallinoto (2008) relatou que a prevaléncia do JCV entre
comunidades nativas também tem mostrado uma grande variacdo, de acordo com a
localizagdo geogréfica. Nas Ameéricas, os Inuit do Canadd mostraram taxa de
excrecado de 26% (Sugimoto et al., 2002). Nos Estados Unidos, os Navaho, Novo
México (66%) e os Flathead, Montana (56%) mostraram indices semelhantes aos
nativos da ilha do Pacifico Chamorro, Micronésia (69%) como relatou Agostini et al.
(1997). Entre populagdes asiaticas, Stoner et al. (2000) relataram niveis elevados de
65%. Na Australia, a prevaléncia foi de 33 % (Whiley et al., 2001) e de 28% (Whiley
et al., 2004) entre os nativos. Populacfes nativas da Sibéria mostraram taxas de
excrecao viral variavel como 13% (Chuckchis), 35% (Luskys e Yukaghirs), 39%
(Koryaks) e 56% (Nanais), como descrito por Sugimoto et al. (2002).

Outros aspectos a serem considerados e que foram relatados pelo
mesmo autor sdo: a) diferencas na idade das varias amostras populacionais (Chima
et al., 1998); b) a baixa prevaléncia pode estar associada ao numero limitado de
individuos testados, em muitos estudos (Gu et al., 2003) e c) a baixa prevaléncia
pode estar associada ao volume de urina disponibilizada para o isolamento do DNA
(Jeong et al., 2004).

Em nosso estudo observou-se uma baixa prevaléncia desses virus na
populacdo de renais crbnicos em dialise, o que foi semelhante aos resultados

observados por Pires et al. (2011). Isso pode ser explicado pelas variaveis que
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interferem na realizagdo da PCR; desde a colheita e processamento das amostras,
até os fatores inibidores dessa reacao em cadeia.

Em relagdo a colheita das amostras, sabe-se que a urina destinada a
realizacdo da PCR nao deve permanecer periodos prolongados até o inicio do seu
processamento, pois isso acaba levando a uma alcalinizacdo da amostra,
aumentando o numero de falsos negativos (Valter, 2010).

Como os pacientes em hemodialise, habitualmente, produzem pouca
ou nenhuma diurese, foram orientados a colher o méaximo de urina que
conseguissem durante o dia, o que frequentemente nédo passou de alguns poucos
mililitros e, posteriormente, encaminhassem a amostra ao nosso laboratério. Esse
periodo entre a colheita e o0 processamento das amostras pode ter interferido
negativamente nos resultados.

Segundo Valter (2010), para se obter um bom sedimento urinario, trés
condicbes s@0 necessarias: a) que a urina seja recente; b) que a urina seja
concentrada e c) que a urina seja acida. Urina de baixa concentracéo e pH alcalino
resultam em pronta dissolucdo dos elementos formados. Quando a urina permanece
longo tempo estagnada, ha possibilidade de sua alcalinizacdo e, consequente,
desintegracéo celular.

Em relacdo aos fatores que podem inibir a PCR, para 0 nosso grupo de
estudo, ressaltam-se dois: a) a grande quantidade de uréia nas amostras de urina
pré-dialise (objeto do estudo) e b) as secre¢cdes mucoides produzidas pelo epitélio
urinario.

Segundo Al-Sould & Radstom (1998) algumas substancias atuam como

inibidores da PCR, entre eles: presenca de sais biliares nas fezes, grupo heme da
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hemoglobina, proteinases no leite, uréia na urina e secre¢cdes mucoides do epitélio
da via urinaria.

Segundo 0os mesmos autores, uma das maneiras de se otimizar a
amplificacdo do DNA dessas amostras seria usar solugdes com hialuronidases,
antes da realizacdo da PCR, a fim de se remover as secre¢ées mucéides produzidas
pelo epitélio urinario.

Nossos resultados mostram que houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos de Pacientes e Controle quanto a média de Uréia (p <
0,001), onde a média no grupo de Pacientes (149 mg/dl) foi significantemente maior
do que a média no grupo Controle (24,2 mg/dl). Esse, talvez, tenha sido o mais
importante fator para a baixa deteccdo dos poliomavirus na urina dos pacientes
renais cronicos.

Em relacdo aos fatores mucdides produzidos pelo epitélio urinario,
sabe-se que os pacientes com disfuncionalizacdo da bexiga, como o0s pacientes em
hemodialise, acabam por acumular elevadas quantidades de secrecdes mucoides na
bexiga, devido ao baixo volume urinario e a baixa frequéncia de mic¢des (Han,
2002). Portanto, para nosso grupo de estudo, esse fator deve ser levado em
consideracao.

Outros fatores (inibidores da Taq DNA polimerase) que podem ter
interferido com a positividade das amostras, especialmente a do grupo de Pacientes
foram as variacbes de pH, a quelacdo de ions de magnésio, a presenca de
hemoglobina e glicoproteinas em quantidades anormais encontradas na urina desse
grupo de renais crénicos em hemodialise (Bej et al., 1994; Greenfield & White,1993;

Mahbudani et al., 1994; Panaccio et al., 1994).
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Os pacientes renais cronicos em hemodialise (funcdo renal terminal -
clearance de creatinina < 20-15 ml/min/m2) desenvolvem importantes alteracdes
morfologicas no parénquima renal caracterizadas, histologicamente, por: hipertrofia
glomerular, formacdo de trombos intraglomerulares, proliferacdo exagerada de
células glomerulares e matriz mesangial, deposicdo glomerular de lipidios,
estiramento das células endoteliais e mesangiais, lesdo dos podécitos, deposicéo de
material protéico subendotelial. As alteracBes histoldgicas acima descritas
caracterizam-se, morfologicamente, por atrofia do parénquima renal com diminui¢cao
do volume e funcédo do 6rgéo (Neto, 2010).

Sabendo-se que os poliomavirus replicam-se no parénquima renal,
deve-se levantar a hipotese de que, quanto menor for a quantidade de parénquima
renal funcionante, menor sera a eliminacdo desses virus na urina. Dessa forma, tal
hipétese contribuiria para o baixo indice de prevaléncia dos poliomavirus na

populacdo de Pacientes de nosso estudo.
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5. CONCLUSOES

A prevaléncia da infeccdo pelo JCV observada em nosso estudo
apresentou-se de maneira semelhante a encontrada em outros estudos;
N&o foi identificada a presenca do BKV na populacéo estudada;

A distribuicdo dos tipos de JCV em nossa populacédo de estudo estd em
correspondéncia com a formacdo etno-histérica dos povos que
colonizaram a Amazonia;

Foi observada uma baixa prevaléncia do JCV no grupo de Pacientes
(renais crénicos em hemodialise);

Foi observada diferenca estatisticamente significante entre os grupos de
Pacientes e de Controles quanto a média de uréia na urina (fator
inibidor da PCR), que pode ter contribuido para a baixa deteccao dos
poliomavirus nas amostras analisadas;

Os resultados sugerem que fatores fisiopatologicos da insufuciéncia
renal possam ter contribuido para a baixa detec¢cdo dos poliomavirus no

grupo de pacientes.
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Anexo 01
FICHA DE PACIENTES E CONTROLES
DATA: | |
PACIENTES ( ) CONTROLE ( )
NOME:
GENERO: IDADE:

LOCAL DE NASCIMENTO:

COR: ( ) BRANCO ( ) NEGRO ( ) AMARELO ( ) PARDO/INDIGENA
( ) PARDO/NEGROIDE

GRAU DE ESCOLARIDADE : ( ) ANALFABETO ( ) ALFABETIZADO
() ENSINO FUNDAMENTAL ( ) ENSINO MEDIO ( ) ENSINO SUPERIOR

VALOR DA CREATININA PRE-DIALISE :

VALOR DA CREATININA POS-DIALISE:

VALOR DA UREIA PRE-DIALISE:
VALOR DA UREIA POS-DIALISE:
PRESENCA DEBKV: ( )SIM ( )NAO
PRESENCA DE JCV:( )SIM ( )NAO

TIPO DE JCV:

Anexo 02
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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 epidemioldgica e molecular da
infecgéo pelos Virus JC (JCV) e Virus BK (BKV) infectando pacientes com doencga renal crénica, que esta sendo
desenvolvida no Laboratério 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 Crénica.

2. O pesquisador responsavel é o Prof. Dr. Antonio Carlos Rosario Vallinoto, Biomédico, Professor Adjunto 1V
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 avaliagdo da possivel associacéo da infecgdo pelo Virus JC em pacientes com
insuficiéncia renal cronica.

4. [Essa pesquisa nao 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 Laboratoério de Virologia da UFPA para pesquisas futuras.

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

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. Nao havera nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim como nao haverd nenhuma
forma de pagamento para participacéo.

9. O grande beneficio desta pesquisa para todos 0s que participam, é possibilitar uma melhor fundamentagao
do conhecimento da prevaléncia e do perfil da infec¢é@o pelo JCV na regiéo e auxiliar no estabelecimento de
futuras condutas diagnésticas e de seguimento clinico-terapéutico mais adequadas.

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

Assinatura do Pesquisador Responsavel

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido(a) acerca do
contetdo 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

Prontuario: 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 Par4 — Complexo de Aulas/CCS — Sala 14 —
Campus Universitario do Guam4, 66075-110 — Belém, Para, Tel.: (91) 3201-8028, e-mail: cepccs@ufpa.br

Anexo 3
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i
Universidads Federal de Pard CEP-CCS/UFPA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO CENTRO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

Ao: Prof. Dr. Antonio Carlos Rosério 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 “Investigagdo 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 até o dia 30 de Dezembro de 2006 no CEP-
CCS/UFPA situado no Campus universitario do Guamé no Complexo de sala de aula do
CCS - sala 13 (Altos), (em frente ao estacionamento do Curso de Odontologia).

Atenciosamente,

Prof. M. Sc:

P 5. e i . e S

Coordenador do CERCESFps

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saiide da Universidade Federal do Para (CEP-
CCS/UFPA) - Complexode Sala de Aula/-CCS—Saia 14 - Campus Universitério, n° 01, Guama — CEP:
66675-110 - Belém-Para. Tel 7Fax 3201-8028 E-mail: cepccst@ufpabr




