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Resumo

Os Poliomavirus humanos BK e JC sdo dois virus que causam infec¢des subclinicas
persistentes no mundo inteiro, sendo que a populacdo geral entra em contacto com
eles em algum ponto da sua vida contraindo infeccdo. Esta infeccdo primaria € algo
que ndo é preocupante pois é caracterizada por uma sintomatologia moderada
podendo em alguns casos ser assintomatica. O problema encontra-se quando a
infeccdo, que muitas vezes permanece latente, sofre reactivacdo quando o individuo

se encontra imunodeprimido, podendo causar inimeras complicacdes.

O Virus do Papiloma Humano é um virus cujas certos genotipos causam cancro
cervical, entre outros. No entanto, a infeccdo persistente por gendtipos de HPV de alto
risco ndo é o Unico factor necessario para que o cancro desenvolva, sendo preciso um

conjunto de co-factores que potenciem a sua capacidade carcinogénica.

Este estudo teve como objectivo avaliar a presenca de JCV e BKV, em amostras

cervicovaginais de mulheres residentes no norte de Portugal.

Foram analisadas amostras cervicovaginais de DNA a partir de 60 de mulheres com
uma faixa etaria entre os 20 e 0s 43 anos de idade usando o método PCR-RFLP. Estas
amostras foram divididas em dois grupos de 30, consoante a sua positividade para

HPV (grupo | HPV-negativo e grupo Il HPV-positivo).

Os resultados indicaram que a proporcdo entre JCV e BKV na amostragem total
(n=60) foi de 6,7% (4/60) e 5,0% (3/60), respectivamente. No grupo | (n=30), foi de
3,3% tanto para o JCV como para o0 BKV (1/30, cada). Quanto ao grupo Il (n=30), o
resultado foi de 10,0% para 0 JCV (3/30) e de 6,7% para o0 BKV (2/30).

N&o foi encontrada associacdo estatisticamente significativa relativamente deteccéo
de Poliomavirus (BKV e JCV) nos dois grupos estudados, sugerindo ndo existir
associacao entre a presenca de Poliomavirus e genétipos de HPV de alto risco [Odds
Ratio (OR)=2,8; 95 % Intervalo de Confianca (IC) 0,4-23,1; p= 0,227)].



Palavras-chave: Poliomavirus, JCV, BKYV, PCR-RFLP, HPV, amostras

cervicovaginais
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Abstract

The human Polyomaviruses JC and BK are two viruses which cause persistent
subclinical infections worldwide, being that the general population contact with them
at a certain point in their lives therefore contracting the infection. The primary
infection is something that is not worrisome since it is characterized by mild
symptoms with some cases even being asymptomatic. The problem lies when the
infection, which remains latent most of the times, undergoes in reactivation when the
person is in a state of immunosuppression, thus causing several and serious health

issues.

Certain types of human papillomavirus (HPV) are the main cause of cervical cancer
(amongst others). However, the persistent infection high-risk HPV types are not the
only factor that is necessary for cancer development, being necessary a group of co-

factors that can maximize the carcinogenic potential.

The objective of this research was to analyze the presence of JCV and BKV in

cervical samples of women residing in the northern region of Portugal.

DNA from cervical samples given by 60 women with ages between 20 and 43 years
of age were analyzed using the method PCR-RFLP. These samples were
characterized into two groups of 30, according to the HPV positivity (group I, HPV-
negative and group I, HPV-positive).

The results showed that the proportion between JCV and BKV in the whole sample
(n=60) was of 6,7% (4/60) and 5,0% (3/60), respectively. In group I (n=30), JCV was
detected in 10,0% (3/30) of women and BKV in 6,7% (2/30).

There was no statistically significant association with the detection of Polyomavirus
(BKV and JCV) in the two groups, suggesting no association between a presence of
Polyomavirus and high-risk HPV genotypes [Odds Ratio (OR) = 2.8; 95%
Confidence Interval (CI) 0.4-23.1; p = 0.227)].

VII



Keywords: Polyomavirus, JCV, BKV, PCR-RFLP, HPV, cervical samples

VIII



Al

) QUADRO _
« DE REFERENCIA
COMP ETE ESTRATEGICO UNIAO EUROPEIA
N NAC'ONAL Fundo Europeu
PROGRAMA OPERACIONAL FACTORES DE COMPETITIVIDADE tha U PORTUGAL2007.2013 de Desenvolvimento Regional
NAET Ao
O e
=N N7 <
2 % z. O
. T : 23 Z @
Fundagao para a Ciéncia e a Tecnologia A Z u
MINISTERIO DA (‘.lfiN(‘l.»\, TECNOLOGIA E ENSINO SUPERIOR 3\ / °'
“ 0
O‘? ‘\Q
OG FERNP

A investigacdo foi suportada pelo FP-ENAS- CEBIMEB da Universidade Fernando
Pessoa, cnpq; Fundos FEDER através do Programa Operacional de Factores de
Competitividade — COMPETE e fundos Portugueses através de FCT — Fundag&o para
a Ciéncia e a Tecnologia, sob o projecto UID/Multi/04546/2013.

IX



Agradecimentos

Nesta fase final, deixo aqui expresso o mais profundo dos agradecimentos a todas 0s
colegas e docentes que contribuiram para a minha formacdo académica, de Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, que termina com a realizacdo desta dissertacao.

A Universidade Fernando Pessoa agradeco a qualidade de ensino que me ofereceu,
contribuindo com todas as condi¢Ges necessarias para 0 meu sucesso universitario.

Ao Professor Doutor Rui Medeiros, pela orientacdo neste projecto, conhecimento
cientifico, pela oportunidade que ofereceu em juntar-me a este projecto, bem como
todo 0 apoio ao longo do trabalho.

Um agradecimento especial a minha co-orientadora, Doutora Jani Silva, pela
disponibilidade, apoio, dedicacdo, acompanhamento, criticas construtivas, orientacao
cientifica e conselhos ao longo de todo o periodo de desenvolvimento desta
monografia. Todo o acompanhamento e disponibilidade facilitaram a tarefa de
desenvolvimento deste trabalho.

Agradeco aos meus pais, por todo o acompanhamento emocional e monetario, 0 seu
apoio incondicional foi imprescindivel durante todo o meu percurso académico.
Agradeco pela motivacdo, forca e paciéncia que sempre me deram, tendo sido cruciais
para tornarem este meu sonho possivel. Agradeco por estarem sempre ao meu lado
em todos 0s momentos e, principalmente, por acreditarem em mim.

A Francisca, por todas as vezes que este 14 para mim ao longo destes 5 anos, por ser a
minha principal forca motivadora, pela coragem e inspiracdo, paciéncia, conselhos e
disponibilidade. N&o ha palavras para descrever o quao importante foi.

Por fim, a todos os meus amigos e colegas que de forma directa ou indirecta, por
vezes pelos melhores mas também pelos piores motivos, contribuiram para a

realizacdo deste trabalho, deixando aqui expresso o meu sincero obrigado.



indice

1.

INEFOAUGAD. ...t nre s 1
1.1. Caracterizacao Geral doS VirUS........cccccveiiiieiieie e 1
1.2, POHOMAVITUS.....cuviieieiicce ettt raene e 3
1.2.1. Componentes EStIULUIAIS. .........cevverieiieieere e 3
1.2.2. Processo de RepliCACAD..........ccevviiiieiie e 4
1.2.3. Diferentes ESPECIES........ccoririiiiiiiesieese e 5
1.3. JCV —John Cunningham ViFUS........ccccoeiiiiiiiesiese e 6
1.3.1. Modo de Transmissdo/Infeccao Inicial............ccccoceevvevieiiiiniieiii e, 6
1.3.2. Estrutura Gendmica d0 JCV.......cocviieieiiiie e 6
1.3.3. Componente Clinica — Doenga e DiagnOstiCo..........cccourvrereeererinennenns 7
1.3.4, TratameNTO.....cceiiiieieeeeere e 8
1.4, BKV = B VITUS....cciiiiieieie ettt 10
1.4.1. Modo de Transmissao/Infec¢ao Inicial..........ccccoovviveiiiininiiiiiiine 10
1.4.2. Estrutura GenOmMIca d0 JCV......cccviieiieieeiecee st 10
1.4.3. Componente Clinica — Doenca e DiagnGstiCo...........cccccevvvevverierieennenn. 11
144, TratameNTO.....coouiiiiiiiieee e 13
1.5. Epidemiologia de JCV € BKV.......cooiiiiiiiiiiiseeee s 15
1.6. Interacgdo do HPV com Poliomavirus...........cccceevrienienenenese e 17
DESENVOIVIMENTO......eiiieiieie ettt et e e nreenaeenes 20
P B @ o] [=Tex £ Y TSP SUTPR PR URTRS 20
2.2. MateriaiS € METOUOS. .......cveieiiriesiisesiee et bbbt 21
2.2.1. Populac@o em EStUdO.........cccoveiiiiieirecie e 21
2.2.2. Processamento das aMOSLIaS........ccuuererruererrieerieseesieesieseesreesiesseeseeas 21

XI



2.2.3. Polymerase Chain Reaction - PCR...........ccccccoviiiiiiiiiie i, 21

2.2.3.1.  Deteccdo de DNA de Poliomavirus.........ccccooerereincienencnienn 22

2.2.4. Genotipagem de Poliomavirus por RFLP.........cccccoooiiiiniiienniene 22

2.2.5. Anélise estatistica dos dadosS..........cccoerrriiriiininisieee e 23

2.3, RESUITATODS. ...t 24
2.4, DISCUSSAO.....c.uiiuiiteaiieiieie ettt sttt ettt bbbt s et et b e bt sbeabeene e e eneas 29

3. Conclusao e Perspectivas FULUIaS..........cooveieiiiieiisceeeeeee e 31
BIDHOGIafia. .. ...eeieiccece s 32

XII



indice de Figuras

Figura 1: A Classificacdo de Baltimore agrupa os virus em familias dependendo do

= TU oo Jo [N 1= 0T ] 1 - VSR 2
Figura 2: Estrutura geral do Vvirido de POliOMaVirus...........cccooeiienniinienenncnenecei e 4
Figura 3: Representacdo do ciclo de vida do JCV........ccoeviiiiiiieiice e 7

Figura 4: Doencas causadas pelo BKV face aos diferentes tipos de infecgdes (Primary
Disease, Reactivation Disease), bem como os locais em que 0 mesmo permanece

latente (Latent INfECTION)........cciiiieiiece e 11

Figura 5: Exemplo de uma célula infectada por BKV — Célula redonda azul na zona
de baixo ao centro. Amostra de citologia de UriNa...........ccovrereniniiienene s 13

Figura 6: Exemplo de electroforese dos produtos de PCR, em gel de agarose a 1,5%
(M: Marcador de DNA; 1: Controlo negativo; 2: Controlo positivo; 4-5 e 7: Amostra
com resultado positivo; 3, 6 e 8: Amostra com resultado negativo)............cc.ccecvevenne. 24

Figura 7: Exemplo dos produtos de PCR ap0s digestdo enzimatica com BamHI, em

gel de agarose a 3% (M: Marcador de DNA,; 1: Controlo negativo; 2-3: Amostra
positiva para BKV; 4-5: Amostra positiva para JCV).........cceoeeierinincniiiieseeeens 25

XIII



indice de Tabelas

Tabela 1: Resultados da analise ap6s genotipagem de Poliomavirus de acordo com as

amostras HPV-negativo (Grupo I).......ccceeiiieiieeciieecee e s 26

Tabela 2: Resultados da anélise ap6s genotipagem de Poliomavirus de acordo com as

amostras HPV-poSitivo (Grupo T).......ccooiiiiiiees s 27

XIV



Lista de Abreviaturas

BHE: Barreira Hemato-Encefalica

BKV: BK Virus

BKVAN: Nefropatia Associada a BK Virus

CIN: Lesdes Cervicais Intrapiteliais

ddH20: Agua bidestilada

DNA: Acido Desoxirribonucleico

ds: Double Stranded

EUA: Estados Unidos da América

HAART: Highly Active Anti-Retroviral Therapy

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana

HPV: Virus do Papiloma Humano

ICTV: International Committee on Taxonomy of Viruses

IgG: Imunoglobolina G

JCV: John Cunningham Virus

LCR: Liquido Cefalorraquidiano

LT: Large Tumor Antigen

XV



KIV: Karolinska Institute Virus

MCV: Merkell Cell Virus

MgClz: Cloreto de Magnésio

pb: Pares de base

PCR: Polymerase Chain Reaction

PML.: Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva

pRb: Proteina de Retinoblastoma

RFLP: Restriction Fragment Length Polymorphism

RNA: Acido Ribonucleico

SNC: Sistema Nervoso Central

SIDA: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

ss: Single Stranded

ST: Small Tumor Antigen

TSPV: Poliomavirus associado a tricodisplasia espinulosa

WUV: Virus WU

XVI



Pesquisa de Poliomavirus em amostras cervicovaginais

1. Introdugéo

1.1. Caracterizacao geral dos virus

“Apesar dos Humanos ndo se aperceberem da existéncia dos virus até o final dos
anos 1880, as doencas virais moldaram a histéria e a evolugdo do planeta” (Fields e
Knipe, 2013). Desde que foram descobertos os virus, o ser humano tem tido cada vez
mais a capacidade de juntar as pecas do puzzle que é a evolucdo da humanidade como
espécie, pois quando estudado aprofundadamente, descobre-se que todos o0s
organismos vivos estdo infectados por virus, o que indica que tém uma importancia

enorme em todo o ecossistema (Fields e Knipe, 2013).

Relativamente & sua estrutura, na sua forma mais basica, os virus sdo constituidos por
um pequeno segmento de acido nucleico (RNA ou DNA — &cido ribonucleico e acido
desoxirribonucleico, respectivamente), encapsulado numa simples camada proteica —
capside (Koonin, Senkevich e Dolja, 2006). Ndo possuem metabolismo préprio e,
portanto, sdo parasitas intracelulares obrigatorios, apoderando-se das celulas-
hospedeiras e dos seus mecanismos sub-celulares (Koonin, Senkevich e Dolja, 2006).

A classificacdo e nomenclatura dos virus é um tema mais complexo, realizada
maioritariamente pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
(Adams et al., 2013) e pela Classificagdo de Baltimore (Molecular Biology Web
Book, s.d.). O ICTV é responsavel por desenvolver, definir e manter a taxonomia
universal de virus, iniciando pela Ordem, seguido da Familia, Sub-familia, Género e
terminando na Espécie (Adams et al., 2017). Até 2016, o ICTV definiu oito ordens:
Bunyavirales, Caudovirales, Herpesvirales, Ligamenvirales, Mononegavirales,

Nidovirales, Picornavirales e Tymovirales (ICTV, 2017).

A Classificagdo de Baltimore € baseada no conteldo genético e na estratégia de
replicacdo de cada espécie de virus, por exemplo, se € de DNA ou RNA, se € cadeia
dupla (double strand - ds) ou cadeia simples (single strand - ss), dividido em sete
grupos identificados por numerac¢do romana, como € possivel observar na figura 1
(Fields e Knipe, 2013).
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Figura 1: A Classificacdo de Baltimore agrupa os virus em familias dependendo do
seu tipo de genoma (Adaptado de Expasy, s.d.).
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1.2. Poliomavirus

Na década de 1980, a familia Polyomaviridae continha apenas um pequeno conjunto
de espécies. Actualmente esta situacdo alterou-se consideravelmente, dado que até
2015 foram descobertas e caracterizadas genética e biologicamente, cerca de 73
espécies distintas de Poliomavirus (Calvignac-Spencer et al., 2016). Encontrando-se
vastamente dispersos pela natureza, os Poliomavirus tém sido isolados em diferentes
espécies, sendo que os principais hospedeiros sdo mamiferos e aves (incluindo o ser
humano) (Ahsan e Shah, 2006).

Os virus da familia Polyomaviridae podem ser dividos em trés géneros:
Woukipoliomavirus e o Orthopoliomavirus, que tém a capacidade de infectar
mamiferos, e o Avipoliomavirus, capaz de infectar aves (Johne et al., 2011). Dentro
dos géneros capazes de infectar mamiferos, o Wukipoliomavirus contém os
Poliomavirus humanos virus Kl (KIV), virus WU (WUV), Poliomavirus humano 6
(HPyV®6) e Poliomavirus humano 7 (HPyv7), enquanto que o Orthopoliomavirus
inclui todos os restantes Poliomavirus de mamiferos, com excepgdo do virus
Poliomavirus humano 10 (HPyv10) que ainda se encontra por classificar (Johne et al.,
2011).

1.2.1. Componentes Estruturais

Os Poliomavirus sdo virus com um genoma circular de cadeia dupla (dsDNA, grupo
1), envolvidos por uma capside icosaédrica sem involucro e com simetria T=7 (figura
2). A céapside € composta por uma proteina capaz de auto-montagem na forma
icosaédrica denominada VP1 (proteina major da capside) (DeCaprio e Garcea, 2013).
Existem ainda outras proteinas virais: a VP2 e a VP3. Estas, ao contrario da VVP1, séo
proteinas minor, isto porque apesar de ndo serem as principais responsaveis pelo
mecanismo infeccioso véo facilitar a entrada do virus na célula-hospedeira, bem como

a entrada do genoma viral no nucleo-hospedeiro (DeCaprio e Garcea, 2013).

Os Poliomavirus possuem ainda dois antigenios virais — O LT e o ST (Large Tumor
Antigen e Small Tumor Antigen, respectivamente) (Fields e Knipe, 2013). O LT tem

um papel-chave na regulacéo do ciclo viral, promovendo a sintese de DNA. O ST é

3
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capaz de activar varios mecanismos celulares e estimular a proliferacdo celular. Estes
s80 0s primeiros genes virais a serem expressos (early genes) (Fields e Knipe, 2013).
Por ultimo, possuem também a agnoproteina, péptido com aproximadamente sete
aminoacidos de comprimento, que facilita a montagem dos virus recém-formados
(Fields e Knipe, 2013).

VP P e .
VP2 :
VvP3

Histone

T=7d
Figura 2: Estrutura geral do virido de Poliomavirus (Adaptado de Viral Zone, s.d.)

1.2.2. Processo de Replicagéo

De uma forma geral, o processo de replicagdo dos Poliomavirus da-se através de uma
I6gica sequéncia de eventos (Ahsan e Shah, 2006). Inicialmente ocorre a ligacdo das
proteinas virais aos receptores da célula-hospedeira, 0 que origina uma endocitose
mediada por lipidos, do virus para o interior da célula (Ahsan e Shah, 2006). Apds
entrada na célula o virido viaja através do reticulo endoplasmatico onde a capside
viral se desagrega devido a ac¢do de enzimas isomerases-dissulfido, neste ponto o
reticulo endoplasmatico liberta o virido para o citoplasma (Ahsan e Shah, 2006).
Aqui, devido a baixa concentracdo citoplasmatica de célcio ocorre a perda da VP1,
levando o genoma viral a sair da capside sendo importando para o nucleo-hospedeiro
(Ahsan e Shah, 2006).

Com a maquinaria da célula-hospedeira da-se a transcricdo dos early genes — LT e
ST, estes vdo manipular o ciclo celular da célula levando a replicacéo viral no nucleo
(Ahsan e Shah, 2006). Da-se, portanto, a expressdo dos genes que codificam as

proteinas estruturais (VP1, VP2 e VP3) no citoplasma-hospedeiro, estas proteinas

4
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dirigem-se ao ndcleo para encapsidar o novo DNA genomico viral (Ahsan e Shah,
2006). Dé&-se a formacdo de novos virides ate a célula ndo aguentar mais, momento no
qual ocorre a lise celular e libertacdo do virido para infectar novas células (Ahsan e
Shah, 2006).

1.2.3. Diferentes Espécies

Actualmente conhecem-se dez espécies de Poliomavirus humano: O virus BK (BKV),
o0 virus JC (JCV), o virus Kl (KIV), o virus WU (WUV), o virus das células de
Merkel (MCV), o Poliomavirus humano 6 (HPyv6), o Poliomavirus humano 7
(HPyV7), o Poliomavirus associado a tricodisplasia espinulosa (TSPV, também
chamado de Poliomavirus humano 8), o Poliomavirus humano 9 (HPyV9) e o
Poliomavirus humano 10 (HPyV10) (Dalianis e Hirsch, 2013).

Ao grupo das espécies mais prevalentes no homem pertencem o JCV e o0 BKV
(Gossai et al., 2015), ambos descobertos na década de 70. A maioria da populacao
tem contacto com estes virus durante a infancia, causando uma infeccdo em que 0s
sintomas sdo escassos ou até mesmo inexistentes (Pinto e Dobson, 2014). Estes
permanecem latentes até idade adulta, na qual podem originar complicagdes em casos
de imunodepressédo, por exemplo, em doentes transplantados ou portadores do Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (Pinto e Dobson, 2014).

Estdo descritas outras espécies de Poliomavirus que foram descobertas desde ent&o,
nomeadamente o Karolinska Institute Virus (KIV) em 2007 (Allander et al., 2007),
com o WUV a ser descoberto no mesmo ano (Gaynor et al., 2007), o MCV em 2008
(Feng et al., 2008), seguido do HPyV6 e HPyV7 em 2010 (Schowalter et al., 2010), o
TSPV em 2010 (Van der Meidjen et al., 2010) terminando com o HPyV9 em 2011
(Scuda et al., 2011) e por ultimo 0 HPyV10 em 2012 (Buck et al., 2012).
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1.3. JCV - John Cunningham Virus

0 JCV foi identificado em 1965 por Zu Rhein e Chou. E designado pelas iniciais do
nome do doente — John Cunningham, em que foi isolado pela primeira vez, o qual
sofria de Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (PML), doenga principalmente
causada pelo JCV (Zu Rhein e Chou, 1965)

1.3.1. Modo de transmissdo/Infeccdo inicial

O local inicial da infeccdo pode ser nas amigdalas (Eash et al., 2004) ou no trato
gastrointestinal (Bofill-Mas et al., 2008), havendo possibilidade de transmisséo via
respiratoria, transplacentaria, fecal-oral, transfusdo de sangue, transplante de orgaos,

bem como através do fluido seminal (Pinto e Dobson, 2014).

E no trato gastrointestinal que permanece latente até posterior activacdo, podendo
também infectar células tubulares epiteliais renais, onde continua a reproduzir-se e a

excretar particulas virais para a urina (Chesters, Heritage e McCance, 1983).

1.3.2. Estrutura Gendémica do JCV

A estrutura gendmica é semelhante a referida anteriormente da familia
Polyomaviridae, apresentando as mesmas particulas virais — LT e ST, VP1, VP2 e

VP3 e a agnoproteina. (Boothpur e Brennan, 2010).

O seu ciclo de vida é idéntico ao descrito para os Poliomavirus, sendo que tem como
especifico o receptor inicial da célula-hospedeira a clatrina, uma proteina presente na

célula-hospedeira que vai provocar a endocitose (Elphick et al., 2004).

Posteriormente segue o esquema de replicacdo referido na parte 1.2.2, como é
possivel observar na figura 3. Este virus consegue atravessar a barreira hemato-
encefélica (BHE) de modo a alcancar o sistema nervoso central (SNC), onde vai
infectar oligodendrdcitos e astrocitos através do receptor de serotonina 5-HTaa
(Elphick et al., 2004).
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Figura 3: Representacdo do ciclo de vida do JCV. O JCV inicialmente liga-se a
receptores de hidratos de carbono (que contém residuos de acido sialico) na superficie
da célula ou a receptores de serotonina em células humanas da glia. O virus é entdo
incorporado em pocos revestidos por clatrina, formando endossomas. O virus transita
para o reticulo endoplasméatico que causa alteragbes conformacionais nos virides.
Posteriormente, é transportado para o citoplasma, admitindo-se que o JCV entre no

nucleo através de poros nucleares (adaptado de Ferenczy et al. 2012).

1.3.3. Componente Clinica — Doenca e Diagndstico

A principal doenga causada pelo JCV é a PML, uma doenca rara e normalmente fatal,
caracterizada pelo dano progressivo e pela inflamacao da massa branca do cérebro em
maultiplos locais, com sintomas de deterioracdo cognitiva e de dificuldade de

coordenacdo, bem como actividade epiléptica (Lima, Drislane e Koralnik, 2006).

Para além da PML, o JCV tem também sido referido como causa de cancro colorectal,

devido a capacidade que uma célula tem de ser permissiva, ou ndo, em resposta a
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replicacdo do DNA viral. Em oligodendrdcitos esta replicacdo é permitida, levando a
lise das células infectadas (Coelho, Almeida e Lazo, 2010). No entanto, nas células
epiteliais colorectais ndo se observa este processo, levando a infeccbes néao
detectadas, podendo resultar em transformac6es celulares malignas (Coelho, Almeida
e Lazo, 2010).

Em termos de diagnostico de PML relacionada com o JCV, o gold standard é a
biopsia cerebral, apresentando uma sensibilidade entre 64 e 96%, e uma
especificidade de 100% (Berger et al., 2013).

Devido as dificuldades e riscos associados a obtencdo deste tecido cerebral, existe
como opcdo a considerar, a pesquisa de JCV no liquido cefalorraquidiano (LCR)
(Berger et al., 2013). O perfil do LCR quando esta presente uma infeccdo por JCV
caracteriza-se por aumento no nudmero de glébulos brancos, niveis proteicos

ligeiramente elevados e glucose normal (Berger et al., 2013).

A sensibilidade para deteccdo de JCV no LCR por PCR (Polymerase Chain Reaction)
é cerca de 72 a 92% com uma especificidade de 92 a 100% (Cinque et al., 1997).
Estes valores eram extremamente elevados antes da introducdo da terapia HAART
(Highly Active Anti-Retroviral Therapy) em pacientes infectados por HIV, nos quais a
sensibilidade da PCR para JCV no LCR diminui para 58% (Marzocchetti et al., 2005).

1.3.4. Tratamento

Relativamente ao tratamento ndo existe uma terapia antiviral especifica para o JCV. O
principal objectivo da terapia da PML é optimizar a HAART (Antinori et al., 2003).
Caso seja possivel, a esperanca de vida, em pacientes HIV-positivo, aumenta cerca de
um ano em 10 a 50% dos casos. Em doentes HIV-negativo, o objectivo da terapia é a

reducdo da imunodepressao (Antinori et al., 2003).

Outras estratégias incluem, por exemplo, a citarabina, um agente antineoplasico, que
interfere com a sintese de DNA, tendo demonstrado efeito na replicacdo de JCV
(Marzocchetti et al., 2009). Pode ainda sugerir-se a utilizacdo de mirtazapina, um

farmaco antidepressivo que actua como bloqueador dos receptores de serotonina (5-

8
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HT), importantes na infeccdo por JCV e consequente evolucdo para PML (Verma et
al., 2007).
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1.4. BKV - BK Virus

O virus BKYV, descoberto em 1971, foi isolado a partir da urina de um doente
submetido a um transplante renal que desenvolveu estenose uretral. Este tinha as

iniciais B.K., dai o nome do virus (Gardner et al., 1971).

1.4.1. Modo de Transmisséo/Infeccdo Inicial

Sabe-se que os mecanismos de transmissdo deste virus ainda ndo estdo totalmente
identificados, apesar da transmissao pessoa-pessoa estar descrita como principal via
de propagacdo (Egli et al., 2009). No entanto, tem sido considerado que esta ocorre de
forma semelhante ao JCV, através de fluidos respiratorios, urina e também pela via
gastrointestinal, visto que os individuos infectados apresentam uma excre¢do elevada
de particulas virais na urina (Egli et al., 2009). Normalmente estes virus ficam
alojados nas células renais do hospedeiro (Wong et al., 2007).

1.4.2. Estrutura Gendmica do BKV

Sabe-se que 0 BKV e 0 JCV apresentam uma organizagdo gendémica com 75% de
similaridade entre si (Pinto e Dobson, 2014). Possuem as mesmas particulas virais
(VP1, VP2 e VP3, LT, ST e agnoproteina), bem como o mesmo ciclo de vida (Pinto e
Dobson, 2014).

A principal diferenga encontra-se no receptor especifico de entrada na célula-
hospedeira, que para o BKV é uma glicoproteina N-Linked (Low et al., 2006). Ap06s
ligacdo a este receptor, o processo de replicacdo do virus BK ocorre de maneira
comum para 0s restantes Poliomavirus, em que por endocitose por parte da célula-
hospedeira o virido dirige-se para o nucleo-hospedeiro apds percorrer uma série de
etapas anteriormente referidas no ponto 1.2.2., terminando o seu processo replicativo
(Kasamatsu e Nakanishi, 1998).
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1.4.3. Componente Clinica — Doenca e Diagndstico

Estando igualmente associado a hospedeiros imunocomprometidos (normalmente
transplantados), pode causar cistite hemorragica e nefropatia associada a BKV
(BKVAN — BK Virus Associated Nephropathy) (van der Meijden et al., 2010). A
BKVAN inclui cistite hemorragica e ndo-hemorragica, hematdria assintomatica,
estenose uretral e nefrite intersticial. Tem também a possibilidade de causar

pneumonia, retinite, doenca hepatica e meningoencefalite (van der Meijden et al.,

2010).

Quanto as manifestacbes pulmonares que podem surgir, incluem-se sintomas
moderados do trato respiratorio superior nas infeccbes primarias em criancas,
podendo também resultar em pneumonia intersticial e fibrose pulmonar (Reploeg,
Storch e Clifford, 2001). O resumo das diferentes infeccOes que podem surgir

associadas ao BKV, sejam primarias ou reactivadas, esta presente na figura 4.

| BK viral infection |
Latent infection Primary disease
Klidney Hemorrhagic and non-
Peripheral blood leuko- hemorrhagic cystitis
cytes Tubulointerstitial nephritis
Genital tissue and h Pneumonia
SperTm LRI
Lung Hepatitis
Upper respiratory tract Encephalitis
Liver
Bone
Brain
Continued latency Reactivation disease

MNeoplasia Hemorrhagic cystitis
Aaatoimmune discase Ureteric stenosis
Tubulointerstitial nephritis
Asymptomatic nephritis
Interstitial desguamative
Pneunmonitis
Arypical retinitis
Meningoencephalitis

Figura 4: Doengas causadas pelo BKV face aos diferentes tipos de infecgdes
(Primary Disease, Reactivation Disease), bem como os locais em que 0 mesmo
permanece latente (Latent Infection) (Adaptado de Reploeg, Storch e Clifford, 2001).

O virus, que permanece latente até o individuo se encontrar em imunossupressao, é

reactivado imediatamente apds se fazer o transplante renal, observando-se em 30 a
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50% dos receptores do transplante renal nos primeiros 3 meses apds a operacao
(Vasudev et al., 2005). A imunossupressdo ocorre também nos transplantes de medula
6ssea, podendo ainda acontecer devido a outros factores como gravidez, diabetes e
outras doencas cronicas e envelhecimento (Arthur et al., 1986; Tajima et al., 1990;
Taguchi et al., 1975; Kling et al., 2012)

Relativamente a componente de diagnostico, 0 BKV pode ser detectado na urina de
pacientes sintomaticos ou assintomaticos por PCR, visto que a carga viral na urina é
geralmente 1000 vezes superior do que no plasma (Randhawa et al., 2004). O
diagnostico de BKVVAN ¢ aceite, caso existam sinais virais de BKV em conjunto com

insuficiéncia renal (Pinto e Dobson, 2014).

Apesar da PCR ser atil em amostras de urina para diagnosticar BKVAN, a sua
utilidade diminui no diagndstico de cistite hemorragica relacionada com BKV, uma
vez que muitos doentes podem ter presenca de virus na urina assintomatica, sem
apresentarem doenca (Tan e Koralnik, 2010). Desta forma e sempre que possivel, 0s
testes com resultado positivo na urina devem ser confirmados por PCR recorrendo a

amostras de plasma juntamente com a biopsia renal (Tan e Koralnik, 2010).

Outro indicador da infeccdo por BKV é a presenca de células decoy na urina, embora
também possam ser encontradas na infeccdo por JCV (Bista et al., 2007). Estas séo
células epiteliais infectadas com nucleos alargados e anormais, bem como uma forma

irregular (Bista et al., 2007), como se pode observar na figura 5.
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Figura 5: Exemplo de uma célula infectada por BKV — Célula redonda azul na zona

de baixo ao centro. Amostra de citologia de urina (Adaptado de Bonert, 2011).

1.4.4. Tratamento

A base do tratamento da BKVAN consiste em diminuir a imunossupressao tanto
quanto possivel, visto ndo existir um farmaco antiviral especifico para a infec¢éo por
BKV (Pinto e Dobson, 2014). Por outro lado, existem outras estratégias

farmacoldgicas em associacdo, como cidofovir e leflunomida (Pinto e Dobson, 2014).

O cidofovir € um inibidor da polimerase viral, que foi aprovado para o tratamento de
retinite causada por citomegalovirus em doentes com Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (SIDA) (Kadambi et al., 2003). Kadambi e colaboradores verificaram que,
individuos em que se efectuaram os testes do uso deste medicamento apresentavam
uma estabilizacdo da fungéo renal, apesar de existir um risco de nefrotoxicidade

elevado, sendo necessario ponderar a sua utilizacdo (Kadambi et al., 2003).
A leflunomida é um inibidor da sintese da pirimidina, que tem propriedades

imunosupressivas e antiviricas, tendo sido aprovado no tratamento da artrite

reumatoide (Williams et al., 2005). Este farmaco actua na infec¢do por BKV através
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da inibicdo das enzimas mitocondriais envolvidas na producdo de metabolitos
necessarios para a progressao do seu ciclo celular, prevenindo assim, a expansao de

linfocitos activados (Williams et al., 2005).
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1.5. Epidemiologia de JCV e BKV

A infeccdo primaria tanto por virus JC como BK ocorre tipicamente na infancia, com
cerca de 50% das criangas a apresentarem seroconversdo para BKV entre os 3 a 4

anos de idade, e para JCV entre os 10 e os 15 anos (Pinto e Dobson, 2014).

Anticorpos anti-BKV podem ser encontrados numa propor¢do substancial em
diferentes partes do mundo, por exemplo, na Europa, América do Norte e do Sul, Iréo,
Austrélia, Africa e zona do Pacifico Sul (Gardner e Knowles, 2009). Apenas em
certas tribos localizadas em zonas remotas da América do Sul e Malasia os anticorpos
para este virus sdo raros. Em Portugal ndo existe uma diferenca significativa entre a

seroprevaléncia em zonas urbanas e rurais (Rodrigues, Pinto e Medeiros, 2007).

Relativamente ao JCV, a seroprevaléncia em individuos na América do Norte e Sul,
Inglaterra, india, Malésia e zona do Pacifico Sul, é relativamente semelhante ao BKV
(Gardner e Knowles, 2009), e tal como este, algumas tribos remotas ndo apresentam
qualquer sinal de contacto com o JCV. Em varias comunidades, as infec¢des por JCV
podem ser comuns, embora as infec¢es por BKV sejam raras, por exemplo, a taxa de
seroprevaléncia entre populacdes adultas varia entre os 44% e os 77% nos Estados
Unidos da América (EUA) e Inglaterra, e entre os 85 a 92% no Brasil, Japdo e
Alemanha (Knowles, 2006).

Normalmente, a maioria das infec¢bes por JCV e BKV sdo adquiridas na infancia,
noutras, a seroprevaléncia de JCV aumenta gradualmente com a idade (Rodrigues,
Pinto e Medeiros, 2007). Estas variacGes podem indicar que a transmissdo de JCV
estd mais dependente das diferengas culturais e socioecondmicas do que estd a
transmisséo de BKV (Rodrigues, Pinto e Medeiros, 2007).

A primo-infeccdo é normalmente assintomatica, podendo ser associada a sintomas
moderados do trato respiratorio superior (Pinto e Dobson, 2014). Em idade adulta,
80% das pessoas ja foram infectadas por JCV, BKV ou ambos. No entanto, a presenca
de wvirus na wurina € detectada tanto em pacientes saudaveis como

imunocomprometidos (Pinto e Dobson, 2014).
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A infeccdo permanece latente na maioria dos casos, podendo mais tarde reactivar em
casos de imunossupressdo, por exemplo em individuos transplantados, em doentes
que tenham feito terapia imunossupressiva ou simplesmente que desenvolvam
imunodeficiéncia individual (Tan e Koralnik, 2010). A patogénese da reactivacao
viral envolve um processo de interaccdo entre a predisposicdo do hospedeiro para a

reactivacdo e a fungdo imunologica do doente (Tan e Koralnik, 2010).
Alguns factores de risco para a reactivacdo de BKV incluem a seropositividade para
BKV, apresentarem idade avancada e consequentemente um sistema imunitario mais

fragil e haver a existéncia de Imunoglobolina G (IgG) anti-BK (Wong et al., 2007).

Ja 0 JCV estd frequentemente associado a doentes com SIDA (5%), ou que se

encontram a receber terapia imunosupressiva (Berger et al., 1988).
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1.6. Interaccdo do Poliomavirus com outros virus: HPV

O HPV € um virus com um variado nimero de genotipos, no entanto apenas alguns se
apresentam com propriedades oncogénicas conhecidas, podendo causar lesdes pré-
cancerosas no cervix, na vulva, vagina, zona anal, pénis e orofaringe. Este tipo de
lesbes aumenta a predisposicdo para desenvolver uma neoplasia associada ao HPV
(Ljubojevic e Skerlev, 2014). A maior parte das complicagdes relacionadas com o
HPV envolvem o cancro cervical, sendo que este tipo de cancro apresenta este virus

como factor comum (99,9% dos casos) (zur Hausen, 2009).

Contudo, os genotipos HPV 16, HPV 18, HPV 31 e HPV 45 estdo classificados de
alto risco, estando, alguns destes, presentes nas vacinas existentes. Os restantes
gendtipos, como por exemplo o0 HPV 6, 11, 42 ou 44, estdo mais associados como
sendo a principal causa de verrugas genitais e papilomatose respiratoria (Kumar et al.,
2008).

Mais de 40 gen6tipos de HPV séo transmitidos através de contacto sexual, infectando
a zona genital e/ou anal (World Health Organization, 2016). A vacinagdo contra 0s
genotipos de alto risco (HPV 16 e 18) é eficaz num sentido profilatico, sendo que é
recomendada a toma da vacina entre 0os 9 e 0s 13 anos de idade, preferencialmente

antes de haver contacto com HPV (World Health Organization, 2016).

Todavia, apesar do papel etiolégico do HPV no cancro cervical estar bem
estabelecido, apenas uma pequena percentagem de mulheres infectadas por HPV
desenvolve esta neoplasia (Guidry e Scott, 2017). A presenca de HPV é necesséria,
contudo ndo suficiente para o desenvolvimento de cancro cervical (Guidry e Scott,
2017).

Alguns co-factores ambientais e bioldgicos tém sido relacionados com o
desenvolvimento de carcinoma associado a HPV, incluindo o estado imunolégico, o
genotipo da infeccdo, alteragdes hormonais, a paridade, a existéncia de mdaltiplos
parceiros sexuais, habitos dietéticos, uso de tabaco e co-infec¢cdo com outros agentes
sexualmente transmissiveis (CDC.gov, 2015). Estes co-factores contribuem para a

infeccdo persistente por HPV através de diversos mecanismos relacionados com o
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controlo imunoldgico, a eficiéncia da infeccdo e as influéncias na iniciacdo tumoral

bem como a sua progressdo (CDC.gov, 2015).

Os Poliomavirus partilham semelhangas estruturais e funcionais com 0s
Papilomavirus. Os primeiros, como referido anteriormente, apresentam um genoma
de dsDNA circular pequeno, envolvido por uma cépside icosaédrica sem invélucro e
infectam células epiteliais de varios 6rgdos (Guidry e Scott, 2017). Estes tém como
principal caracteristica oncogénica o LT, que tal como as oncoproteinas E6 e E7 do
HPV conseguem bloquear a funcionalidade da p53 (proteina que regula o crescimento
celular, impedindo que este seja descontrolado) e a proteina do retinoblastoma (pRb —
proteina de supressdao tumoral), respectivamente. Isto permite suspeitar que 0s
Poliomavirus possam aumentar as propriedades de transformacdo do HPV durante

uma co-infeccéo viral (Guidry e Scott, 2017).

O BKV tem um potencial carcinogénico controverso que € apoiado por estudos in
vitro (Grossi et al., 1982), como tal um papel para a co-infeccdo de HPV/BKV na
iniciacdo e progressdo do cancro cervical tem sido sugerido, visto que o BKV foi
detectado em amostras cervicais tanto em individuos HPV-positivo (4%) como em
HPV-negativo (12%) (Fraase et al., 2012).

No estudo de Comar e colaboradores (Comar et al., 2011), o BKV foi detectado em
35% das lesbes cervicais pre-cancerigenas, apresentando uma correlagdo da sua
presenca com a infeccdo por genotipos de alto risco de HPV. Por outro lado, o
numero de copias de DNA de BKV apresentou-se bastante elevado em lesdes
cervicais intraepiteliais (CIN) de alto grau, sugerindo que o HPV pode potenciar o

processo replicativo do BKV (Comar et al., 2011).

O JCV esta também associado com doencas relacionadas com o HPV, tendo sido
detectado em 9% de CIN de baixo grau e em 7% de elevado, ndo estando presente em
amostras cervicais saudaveis (Comar et al., 2011). Contudo, ndo foi encontrada uma
associacdo entre JCV e HPV, embora a deteccdo de JCV tenha sido 3 vezes mais
elevada em mulheres com carcinoma cervical comparativamente ao grupo controlo,
em mulheres seropositivas para HIV, sugerindo um papel do JCV no cancro cervical

face a imunosupressao e em co-infeccdo com o HIV (Alosaimi et al., 2013).
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Alosaimi et al., (2013) ao contrario de Comar et al., (2011), utilizando amostras
cervicais com HPV 16/18 positivo (n=122) e HPV 16/18 negativo (n= 115), obteve
um resultado ligeiramente diferente, apresentando 5/122 amostras positivas para JCV
na amostragem com HPV positivo e 9/115 no grupo HPV negativo. Com base nestes

resultados, os autores sugeriram que nédo existe uma relacéo significativa entre os dois
virus.
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2. Desenvolvimento

2.1. Objectivo
O presente estudo tem como objectivo principal avaliar a presenca de Poliomavirus,
nomeadamente JCV e BKV, em amostras cervicovaginais de mulheres residentes no
Norte de Portugal.

Como objectivos especificos:

-Deteccdo de Poliomavirus por PCR em amostras cervicovaginais com

resultado positivo ou negativo para a presenca de geno6tipos de alto risco de HPV;

-Genotipagem dos casos positivos para Poliomavirus, identificando a presenca
dos gendtipos JCV e BKV, através da técnica de restricdo enzimatica — RFLP.
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2.2. Materiais e Métodos

2.2.1. Populagio em estudo

Neste estudo foram incluidas 60 mulheres Portuguesas residentes no Norte de

Portugal com idades compreendidas entre os 20 e 0s 43 anos.

2.2.2. Processamento das amostras

As amostras usadas foram células esfoliativas do colo do Utero, as quais foram obtidas
por auto-colheita cervicovaginal, através de um kit comercial (DNA Pap™ Cervical
sampler™, Qiagen®). A partir das células do colo do utero, foi isolado o DNA
através do kit de extraccdo, QIAmp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen® 51106), de
acordo com o procedimento laboratorial fornecido pelo fabricante.

As amostras incluidas neste estudo foram previamente testadas para a presenca de
HPV sendo as positivas genotipadas de acordo com o descrito na literatura (Nobre,
Almeida e Martins, 2008).

2.2.3. Polymerase Chain Reaction - PCR

Foram incluidos controlos negativos e positivos em todas as reacdes de PCR. Como
controlo negativo, substitui-se o DNA de amostra por &gua bidestilada estéril
(ddH20). O controlo positivo para Poliomavirus consistiu DNA extraido de amostra
clinica, cedido pelo servico de Virologia do Instituto Portugués de Oncologia do

Porto.

As reacOes de amplificacdo foram efetuadas no termociclador programéavel Bio-Rad
MyCycler™ (Bio-Rad®) num volume total de 25 pL.
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2.2.3.1.  Deteccdo de DNA de Poliomavirus

A presenca de DNA viral foi avaliada com recurso a técnica da PCR com os primers
PolyoF/ (Polyo - Forward) (5"- AGT CTT TAG GGT CTT CTA CC-3") e PolyoR
(Polyo - Reverse) (5"-GGT GCC AAC CTA TGG AAC AG -3), que amplificam um
fragmento de 176 e 173 pares de base (pb) para BKV e JCV, respetivamente.

A reaccdo com os primers PolyoF/ PolyoR continha 10 ng de DNA, 1U Tag DNA
Polimerase (KapaBiosystem®) e o respetivo tampdo de reaccdo 1X, 1.5 mM de
MgCl2 (Cloreto de Magnésio) (KapaBiosystem®), 0.2 mM de dNTPs
(KapaBiosystem®) e 0.3 uM de cada primer. As condi¢Oes de amplificacdo foram as
seguintes:

- Pré-desnaturacdo durante 10 minutos a 95°C;

- 35 ciclos de 10 segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C de annealing e 30

segundos a 72°C de extenséo;

- Extensdo final de 7 minutos a 72°C.

Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos amplificados

De modo a verificar a amplificacdo dos fragmentos de DNA, 15 pL dos produtos
obtidos na PCR foram analisados por electroforese em géis de agarose a 1,5% (p/v),
corados com Midori (Grisp®). Em seguida, os géis foram visualizados, utilizando um
transiluminador (Quantity one, Bio-Rad®) de luz ultravioleta e com o suporte do

programa informatico.

2.2.4. Genotipagem de Poliomavirus por RFLP

As amostras positivas por PCR foram genotipadas pelo método RFLP — Restriction
Fragment Length Polymorphism, conforme o descrito por Rodrigues e colaboradores
(Rodrigues, Pinto e Medeiros, 2007). Este método permite a diferenciacdo dos de dois

gendtipos de Poliomavirus, BKV e JCV, pela andlise de clivagem do DNA feita pela
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enzima BamHI (Grisp®). No caso do genotipo JCV, origina 2 fragmentos, um de 53

pb e outro de 120 pb, mantendo-se o fragmento de 176 pb para o0 BKV.
Cerca de 5 puL dos produtos de PCR foram submetidos a digestdes, num volume total
de 20 pL, que continha, 2ulL de 10X de tampao e 10U da enzima BamHI (Grisp®). As

digestdes ocorreram durante 30 minutos a 37°C.

Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos obtidos por RFLP

Os fragmentos obtidos por RFLP foram analisados por eletroforese em géis de
agarose a 3% (p/v), corados com Midori (Grisp®) e visualizados sob luz ultravioleta.
A identificacdo dos tipos de Poliomavirus foi realizada de acordo com o descrito por

Rodrigues e colaboradores (Rodrigues, Pinto e Medeiros, 2007).
2.2.5. Anélise estatistica dos dados

Foi calculada a frequéncia de Poliomavirus, BKV e JCV, considerando dois grupos
classificados de acordo com a positividade para HPV(grupo I,HPV-negativo e grupo
I, HPV-positivo para gendtipos de alto risco). Foram considerados os seguintes
genotipos de HPV de alto risco: HPV16, 18, 31, 33, 45, 56 e 58. O quociente Odds
Ratio (OR) e intervalo de confianca 95% (IC 95%) foram calculados como uma

medida da associagcdo entre a presenga de Poliomavirus e HPV. O valor de p foi

obtido pelo teste de y, que foi considerado estatisticamente significativo quando

inferior a 0,05.
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2.3. Resultados

A pesquisa de DNA de Poliomavirus foi realizada em 60 amostras de DNA. Os
produtos de PCR compreenderam fragmentos de 176 e 173 pb para BKV e JCV,

respectivamente (figura 6), sendo que néo foi possivel distinguir entre eles nesta fase.

Fragmento de
173 pb (JCV) e

6 pb
—17&(B—>KV)- =1

Figura 6 - Exemplo de electroforese dos produtos de PCR, em gel de agarose a
1,5% (p/v) (M: Marcador de DNA; 1: Controlo negativo; 2: Controlo positivo; 4-5 e
7: Amostra com resultado positivo; 3, 6 e 8: Amostra com resultado negativo).

Ap0s a digestdo enziméatica com a enzima BamHI, foi possivel distinguir as amostras
com resultados positivos para BKV (176 pb) e JCV (53 e 120 pb) (figura 7).
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176 pb

120 ph €=
(JcV)
53ph €=

Figura 7 — Exemplo dos produtos de PCR ap0s digestdo enzimatica com a
enzima BamHI, em gel de agarose a 3% (p/v) (M: Marcador de DNA,; 1: Controlo
negativo; 2-3: Amostra positiva para BKV; 4-5: Amostra positiva para JCV).

A andlise foi dividida em dois grupos:

- Grupo I, HPV-negativo (n=30), que incluiu as amostras n° 1, 2, 5, 6, 13,
16, 18, 21, 22, 24, 25, 29, 31, 33-39, 42-47 e 50-53,;

- Grupo I, HPV-positivo para genotipos de alto risco (n=30), que incluiu as
amostras n° 3, 4, 7-12, 14,15,17,19, 20, 23, 26-28, 30, 32, 40, 41, 48,49 ¢
54-60.

Ap0s a obtencdo dos resultados, foi possivel observar que das 60 amostras testadas,
apenas 7 (11,7%) apresentaram resultado positivo para Poliomavirus, sendo que
dessas 7, 2 foram detectadas no grupo | (a azul na tabela 1) e 5 no grupo Il (a
vermelho na tabela 2).

Nas duas amostras positivas para Poliomavirus do grupo | obteve-se um de cada dos

genotipos pesquisados. A amostra n° 36 apresentou resultado positivo para JCV e a

amostra n® 46 para BKV. As idades eram 34 e 32 anos, respectivamente.
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Tabela 1 — Resultados da analise ap6s genotipagem de Poliomavirus de acordo com

as amostras HPV-negativo (grupo I)

N° Idade | Resultado Resultado Gendtipo
Amostra HPV Poliomavirus | Poliomavirus
1 37 Negativo Negativo
2 37 Negativo Negativo
5 24 Negativo Negativo
6 24 Negativo Negativo
13 21 Negativo Negativo
16 21 Negativo Negativo
18 41 Negativo Negativo
21 20 Negativo Negativo
22 22 Negativo Negativo
24 20 Negativo Negativo
25 22 Negativo Negativo
29 25 Negativo Negativo
31 33 Negativo Negativo
33 23 Negativo Negativo
35 34 Negativo Negativo
35 41 Negativo Negativo
36 34 Negativo Positivo JCV
37 43 Negativo Negativo
38 28 Negativo Negativo
39 33 Negativo Negativo
42 25 Negativo Negativo
43 32 Negativo Negativo
44 28 Negativo Negativo
45 34 Negativo Negativo
46 32 Negativo Positivo BKV
47 35 Negativo Negativo
50 38 Negativo Negativo
51 35 Negativo Negativo
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52

43

Negativo

Negativo

53

38

Negativo

Negativo

Relativamente ao grupo |1, foram identificadas 3 positivas para JCV e 2 para BKV. O

n° de amostra, idade e gendétipo do HPV encontra-se na tabela 2.

Tabela 2 — Resultados da analise apos genotipagem de Poliomavirus de acordo com

as amostras HPV-positivo (grupo I1)

N° dade Resultado | Gendtipo Resultado Gendtipo
Amostra HPV HPV Poliomavirus | Poliomavirus
3 39 Positivo 31 Positivo JCV
4 24 Positivo 31 Negativo
7 34 Positivo 16 Negativo
8 22 Positivo 56 Negativo
9 43 Positivo 16 Negativo

10 21 Positivo 18 Negativo
11 35 Positivo 18 Negativo
12 24 Positivo 58 Negativo
14 21 Positivo 16 Negativo
15 20 Positivo 16 Negativo
17 23 Positivo 31 Negativo
19 21 Positivo 16 Negativo
20 21 Positivo 58 Negativo
23 22 Positivo 33 Negativo
26 20 Positivo 16 Positivo JCV
27 20 Positivo 16 Negativo
28 21 Positivo 31 Negativo
30 31 Positivo 31 Positivo BKV
32 23 Positivo 16 Positivo BKV
40 36 Positivo 16 Negativo
41 27 Positivo 16 Negativo
48 24 Positivo 45 Negativo
49 24 Positivo 33 Negativo
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54 32 Positivo 58 Negativo
55 24 Positivo 58 Negativo
56 25 Positivo 45 Negativo
57 28 Positivo 58 Negativo
58 24 Positivo 56 Negativo
59 25 Positivo 58 Negativo
60 41 Positivo 31 Positivo JCV

A proporcéo entre JCV e BKV na amostragem total (n=60) foi de 6,7% (4/60) e 5,0%
(3/60), respectivamente. No grupo | (n=30), foi de 3,4% tanto para o JCV como para
0 BKV (1/30, cada). Quanto ao grupo Il (n=30), o resultado foi de 10,0% para o JCV
(3/30) e de 6,7% para 0 BKV (2/30).

Foi possivel observar que apenas as amostras com 0s genoétipos HPV16 e HPV31
apresentaram resultados positivos para Poliomavirus, sendo que o JCV foi detectado
numa amostra com genotipo HPV16 e em duas com HPV31. Por outro lado, 0 BKV
foi detectado em apenas duas amostras HPV-positivo, com 0s gendtipos HPV16 e
HPV31. O Poliomavirus ndo foi detectado nas amostras positivas para 0s restantes

gendtipos de alto risco de HPV, nomeadamente o 18, 33, 45, 56 e 58.

A proporcéo entre JCV e BKV na amostragem total (n=60) foi de 6,7% (4/60) e 5,0%
(3/60), respectivamente. No grupo | (n=30) foi de 3,3% tanto para o JCV como para 0
BKYV (1 positiva em 30, cada). Quanto ao grupo Il (n=30), o resultado foi de 10,0%
para 0 JCV (3/30) e de 6,7% para 0 BKV (2/30).

Nao se verificou associagdo estatistica entre a presenca de HPV e Poliomavirus

(OR=2,8; 95 % IC 0,4-23,1; p= 0,227).
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2.4. Discussdo

Com este trabalho, pretendeu-se determinar a frequéncia de Poliomavirus (BKV e
JCV) em amostras cervicovaginais com resultado negativo ou positivo para a

presenca de genotipos de alto risco de HPV.

Rodrigues e colaboradores (Rodrigues, Pinto e Medeiros, 2007) caracterizaram a
frequéncia de Poliomavirus em populacdes aparentemente saudaveis, usando como
amostra 498 individuos portugueses, sendo 213 do sexo feminino e 285 do sexo
masculino. Os autores obtiveram uma percentagem para resultado negativo de 74,3%
relativamente a ambos os virus. Quanto aos resultados positivos para o JCV e BKV,
as percentagens foram, nomeadamente, 23,9% e 1,8%. No grupo feminino, 79,34%
apresentou resultado negativo para ambos os virus, 19,72% positivo para JCV e
0,94% positivo para BKV, enquanto que para o grupo masculino apenas 70,5%
apresentou resultado negativo para Poliomavirus. Os autores concluiram que a
populacdo masculina apresenta um maior risco de presenca de virus na urina, quando
comparada com a populagdo feminina. Uma hipdtese que surgiu para explicar estes
valores assenta nas diferencas fisiologicas que existem entre ambos 0s sexos
(Rodrigues, Pinto e Medeiros, 2007).

Com os resultados obtidos neste trabalho, observamos 11,7% (7/60) amostras
positivas para a presenca do Poliomavirus (n=60) em ambos os grupos, sendo que
para o grupo | a percentagem de BKV foi de 3,3% (1/30), enquanto que para o0 grupo
Il foi de 6,7% (2/30). Tendo como base o estudo realizado por Fraase e colaboradores
(Fraase et al., 2012), em que detectaram a presenca de BKV em 4% de individuos
HPV-positivo e em 12% HPV-negativo, é possivel afirmar que os resultados que se
obtiveram nesta pesquisa vao de encontro aos descritos relativamente ao grupo Il. O
mesmo nao se verificou no grupo |, visto que a percentagem deste foi
consideravelmente menor do que o esperado, quando comparado com o estudo de
Fraase et al., (2012).

Quanto ao JCV, no presente estudo foi observado para o grupo | uma prevaléncia de
3,3% (1/30) e de 10,0% (3/30) para o grupo Il. A interpretacdo destes resultados

diverge em comparagéo com o publicado por Comar et al., (2011), que ndo detectou a
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presenca do virus JCV em amostras cervicais normais, sugerindo nao existir uma
relacdo entre ambas as infec¢bes. Por outro lado, os resultados obtidos vao de
encontro com o estudo publicado por Alosaimi et al., (2013), apresentando uma
prevaléncia de 4,0% JCV em amostras HPV 16/18 positivo e 6,6% para amostras
HPV 16/18 negativo.

Os resultados alcancados apontam para uma baixa frequéncia dos virus nas amostras
utilizadas, havendo uma ligeira diferenca entre 0 nimero de amostras positivas para
Poliomavirus entre o grupo | e o grupo Il. Contudo, esta diferenca ndo é significativa
(OR=2,8; p=0,227), ndo permitindo estabelecer que a presenca de HPV nas amostras

utilizadas seja uma causa potenciadora para a presenca de Poliomavirus ou vice-versa.

Outro parametro estudado no grupo Il foi apenas os genétipos HPV16 e HPV31l
apresentarem amostras com a deteccdo de Poliomavirus, sendo que 2 das amostras
pertencem ao gendtipo 16 e as restantes 3 ao gendtipo 31. Observou-se uma
prevaléncia tanto do JCV como do BKV de 50% (1/2) para o geno6tipo 16, enquanto
que para o gendtipo 31 foi de 66,7% para o JCV (2/3) e 33,3% para o0 BKV (1/3).
Ainda assim o nimero de amostras com HPV16 e HPV31 que apresentam resultado
negativo para Poliomavirus é superior. Por outro lado, seria interessante fazer uma
pesquisa mais aprofundada quanto ao porqué de apenas amostras positivas para estes

gendtipos de HPV apresentarem resultados positivos para Poliomavirus

Né&o foi possivel estabelecer uma associacdo entre as idades e os resultados obtidos
para a presenca do Poliomavirus nos diferentes grupos estudados. A idade das
participantes com resultado positivo para os Poliomavirus teve o seu intervalo entre
0s 21 e os 41 anos. Este facto pode ser explicado devido ao numero limitado de
amostras, em comparagao com outros estudos, podendo assim justificar a discrepancia

entre idades.

Um factor limitante deste estudo foi a quantidade de amostras utilizadas, e numa
investigacdo futura, seria importante expandir a area geogréfica, bem como, o0 nimero
de amostras recolhidas. Neste sentido, sdo necessarios mais estudos epidemiologicos,
recorrendo a métodos de biologia molecular, para uma melhor compreensdo da

biologia, e interacgdo entre o hospedeiro e os Poliomavirus BK e JC.
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3. Concluséo e Perspectivas Futuras

Apesar do JCV e BKV serem dois virus da familia Poliomavirus com elevada
prevaléncia na populacdo nacional e mundial, poucos estudos foram realizados para
avaliar a sua frequéncia em amostras cervicovaginais, bem como a sua relacdo com
outros virus com tropismo para células epiteliais da zona anogenital, como € o caso do
HPV.

Os estudos realizados entre 2011 e 2013 referidos anteriormente, mostram uma baixa
frequéncia de JCV e BKV em amostras vaginais, ndo tendo como objectivo principal
avaliar a prevaléncia deste, mas sim como se relacionavam em casos de potenciacdo
oncogenica do HPV, aferindo ndo sé a prevaléncia destes em amostras cervicais com

citologia normal, mas também a sua presenca em lesdes cervicais de varios graus.

O presente trabalho serviu para verificar se os virus podem demonstrar relevancia nas
amostras testadas e se o facto de a mulher estar ou néo infectada por HPV poderia ou
ndo influenciar essa frequéncia. Desta forma, ndo foi possivel estabelecer uma relagéo
entre os resultados obtidos relativamente aos virus JC e BK, e varios parametros

testados: idade, presenca de HPV e o gendtipo de alto risco do mesmo.

Numa perspectiva futura, a avaliacdo dos factores de risco associados a infec¢do por
Poliomavirus podera esclarecer os resultados observados e o potencial sinergismo
entre esses virus e outros, como é no caso da capacidade oncogénica do HPV em

casos de cancro cervical na presenga de BKV ou JCV.
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