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RESUMO

Barros FM. Deteccéo dos poliomavirus humanos BK, JC, de células Merkel e TSV
em fluidos orais de individuos HIV positivos [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2017. Verséo Corrigida.

Os poliomavirus compdem uma grande familia de virus que causam infeccdes
primarias geralmente na infancia, e se mantem em condi¢cdes subclinicas. Em
situacBes de imunossupressao podem causar algumas doencas. Os individuos com
HIV/AIDS frequentemente apresentam deficiéncia imunoldgica e por isso podem
exibir maior risco de doencas causadas pelos poliomavirus. A utilizagdo da saliva no
diagnostico e acompanhamento de doencas infecciosas tem sido explorado na
literatura. As vantagens de usar a saliva para rastreio se pautam especialmente na
coleta ndo invasiva e seguranca no manuseio. O presente estudo teve como
objetivo, detectar e quantificar o DNA dos poliomavirus BKV, JCV, de células Merkel
e TSV, em fluidos orais (saliva, lavado bucal e fluido gengival crevicular) e comparar
com a deteccdo em soro e urina, meios usualmente utilizados para deteccéo. Foram
coletadas 299 amostras de 42 individuos, sendo 22 HIV positivos (GE) e 20
pacientes controle (GC). No GE, 63,6% dos pacientes apresentaram positividade
para JCV em pelo menos uma amostra analisada, 54,5% foram positivos para BKV,
18,2% para células Merkel e ndo houve amostra positiva para TSV. No GC, 45%
exibiu positividade para o JCV em pelo menos uma amostra analisada, 80% para
BKV e nenhuma participante controle exibiu positividade para células Merkel e TSV.
N&o houve diferenca de frequéncia de deteccdo viral entre os grupos estudados em
relacdo as amostras coletadas, ou ainda em relacdo a idade ou sexo. Entretanto,
nas amostras de fluidos orais houve maior prevaléncia de detecgéo para o BKV e
para ceélulas Merkel. Concluimos que fluidos orais, especialmente saliva e lavado
bucal, podem ser usados para o rastreamento do BK e JC; e que os individuos HIV
positivos, sob tratamento antirretroviral ndo exibem frequéncias maior de

poliomavirus, comparativamente a individuos controle.

Palavras-chave: Poliomavirus humano BK. Poliomavirus JC. Poliomavirus TSV.

Poliomavirus Merkel. Portadores de HIV. Saliva. Fluido gengival crevicular. PCR






ABSTRACT

Barros FM.Human polyomavirus BK, JC, Merkel cell and TSV detection in oral fluid
of HIV patients [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2017. Versao Corrigida.

Polyomavirus is one of the large family of viruses that cause primary infections
usually in childhood, and can remain subclinical. In immunosuppression may cause
some diseases. Individuals with HIV/AIDS often have immune deficiencies and may
be at increased risk for diseases caused by polyomaviruses. The use of saliva in the
diagnosis and follow-up of infectious diseases has been explored in the literature.
The advantages of using saliva for screening are based on non-invasive collection
and handling safety. The aim of present study was to detect and quantify the DNA
from BKV, JCV, Merkel cell and TSV polyomaviruses in oral fluids (saliva,
mouthwash and gingival crevicular fluid) and to compare it with serum and urine
detection, the means usually used for detection. A total of 299 samples were
collected from 42 individuals, 22 HIV positive (GE) and 20 control patients (GC). In
GE, 63,6% of the patients presented positive for JCV in at least one sample
analyzed, 54,5% were positive for BKV, 18,2% for Merkel cell and there was no
positive sample for TSV. In GC, 45% showed JCV positivity in at least one analyzed
sample, 80% in BKV, and no control participant exhibited positivity for Merkel cell and
TSV. There was no difference in the frequency of viral detection among the groups
studied in relation to the samples collected, or in relation to age or gender. However,
in oral fluid samples there was a higher prevalence of detection for BKV and Merkel
cell. We conclude that oral fluids, especially saliva and mouthwash, can be used for
the screening of BK e JC; and that HIV positive individuals under antiretroviral
treatment do not exhibit higher frequencies of polyomavirus compared to healthy

control subjects.

Keywords: Human polyomavirus BK. Human Polyomavirus JC. Human Polyomavirus

TSV, Human Polyomavirus Merkel. HIV patients Saliva. Crevicular gingival fluid. PCR
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1 INTRODUCAO

Cerca de 70 a 80% da populacdo possue anticorpos contra os poliomavirus;
0s subtipos mais comuns sdo os Poliomavirus Humano JC (JCV) e o BK (BKV). A
nomenclatura se origina do latim POLI (multiplos) e OMA (cancer) (Hirsch; Steiger,
2003). Em individuos imunocompetentes o0s virus ndo causam doencas ou
infeccdes; entretanto, em individuos imunocomprometidos, o JCV est4 associado a
doenca leucoencefalopatia multifocal progressiva (LEMP), doenca fatal do sistema
nervoso central. O BKV se associa a cistite hemorragica em pacientes receptores de
transplante de células troncos hematopoiéticas e também a nefropatia intersticial em
transplantados renais. Recentemente, as pesquisas também associam o BKV a
complicacdes neurologicas (Nali et al, 2012). O Poliomavirus TSV (Tricodisplasia
Espinhosa associada a poliomavirus) promove lesdes cutaneas, com manifestacées
clinicas como eritema facial e desenvolvimento de papilas foliculares e espinhas
(van der Meijden et al., 2010). O Poliomavirus de células Merkel (MCV) esta
associado a neoplasias de pele. O MCV pode ser encontrado em pele de pacientes
saudaveis e de 30 a 60% em pacientes imunocomprometidos (Showalter et al.,
2010; Garneski et al., 2009; Foulogne et al., 2010)

Em pacientes HIV positivos e que estejam imunodeprimidos, podera ocorrer
reativacdo dos poliomavirus, desenvolvendo as doencgas anteriormente descritas.

Os fluidos orais contém diversos biomarcadores, estes também encontrados
no material biolégico, como na urina e no sangue. Os fluidos orais estdo sendo
utilizado na deteccdo e dosagens de diversos exames laboratoriais como,
anticorpos, hormonios, proteinas, bactérias, fungos, glicemia e inclusive DNA. Uma
excelente alternativa no processo de diagnostico de varias doencas, pois sua coleta
nao é invasiva, facil manipulagdo e armazenamento, sendo viavel também no campo
da biologia molecular.

O objetivo de nossa pesquisa foi avaliar a prevaléncia de JC virus, BK virus,
TS virus, células de Merkel virus no soro, saliva, lavado bucal, fluido gengival
crevicular e urina em pacientes HIV positivos sem sintomas neurologicos, para a
avaliacdo levou-se em conta a idade do paciente, local, medicagéo utilizada,
incidéncia dos virus. A metodologia utilizada foi por rTPCR PCR real time.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pacientes HIV positivos

O primeiro caso de AIDS no Brasil foi em 1980 classificado em 1982
(Fiocruz). Neste mesmo ano, sete se tratavam no Hospital Emilio Ribas em Sé&o
Paulo. Nos Estados Unidos, pesquisadores descobriram o fator etiologico da
doenca. No ano seguinte, ocorre a primeira conferéncia sobre AIDS em Denver,
guando 33 paises tinham relatos da doenca, 3.000 casos diagnosticados e 1.283
casos de morte (Brasil, 2017a).

Na AIDS ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida, o individuo é infectado
por um retrovirus que afeta a sua resposta imunoldgica, o tornando suscetivel a
infeccdes oportunistas. O contagio ocorre por via parenteral, ou seja, contato
sanguineo ou fluidos, tais como, transfuséo, transmissao vertical (mae para filho),
entre outros (Departamento de Vigilancia, Prevencdo e Controle das IST, do
HIV/Aids e das hepatites virais — Ministério da Saude).

Atualmente as terapias antirretrovirais s&o muito eficientes e podem levar o
paciente a ter a mesma expectativa de vida de um nao infectado com o virus HIV
(Departamento de Vigilancia, Prevencao e Controle das IST, do HIV/Aids e das

hepatites virais — Ministério da Saude).

2.1.1 Terapia antirretroviral

Atualmente existem 22 medicamentos para a terapia antirretroviral, em 38
apresentacdes farmacéuticas (Departamento de Vigilancia, Prevencdo e Controle
das IST, do HIV/Aids e das hepatites virais — Ministério da Saude).

A terapia antirretroviral inibe a replicacdo viral, retarda a progressao da

imunodeficiéncia e restaura a imunidade do individuo, aumentando o tempo e
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gualidade de vida do portador do HIV ou do paciente com Aids. O controle da terapia
€ realizada através da contagem dos linfécitos T CD4+; € expresso por numero de
células por milimetro cubico (células/mm?®), através deste valor também
categorizamos a doenca: categoria 1, considerado imunossupressor, os valores de
CD4 estéo entre zero e 199 células/mm3, categoria 2, seus valores encontram-se
entre 200 e 499 células/ mm?, estes pacientes sdo considerados moderados, se 0s
valores de CD4 encontram-se acima de 500 células/mm?, estes pacientes s&o
considerados imunocompetentes, categoria 3. Paradmetros virolégicos chamados
também de carga viral, sdo dosados e de suma importancia. A carga viral avalia
também o grau de comprometimento do sistema imune e a recuperacdo da resposta
imunoldgica, informando se o tratamento antirretroviral estéd sendo eficiente. Carga
viral indetectavel e contagem de linfécito T CD4+ acima de 350 células/mm?, o
paciente € normocompetente e a escolha da medicacdo esta coerente, indicando a
supresséo viral. Para o Ministério da Saude e a OMS o pacientes que apresentarem
a carga viral indetectavel e o valor de linfécito CD4+ acima de 500 células/mm?®, a
expectativa de vida deste individuo é semelhante & populacdo em geral (Brasil,
2017Db).

Os farmacos estdo divididos em quatro classes, inibidores de fusdo (IF),
inibidores de transcriptase reversa analogos de nucleosideos (ITRN), inibidores de
transcriptase reversa ndo analogo de nucleosideos (ITRNN) e inibidores de protease
(IP) e inibidores de integrasse (II) (Cunico et al., 2008).

2.1.2 Epidemia de HIV/Aids no Brasil

Segundo dados divulgados pela UNAIDS em junho de 2017, o Brasil é o pais
da América Latina que mais concentra casos de novas infecgdes de HIV na regido.
O pais responde por 49% das novas infeccbes enquanto o México responde por
13%. As estimativas, no ano de 2016 apontavam 830.000 pessoas vivendo com HIV,
48.000 novas infeccbes pelo HIV e 14.000 mortes relacionadas a AIDS (UNAIDS,
2017).

O Ministério da Saude acredita que 87% da populacdo vivendo com HIV j& foi

diagnosticada, e deste numero 64% estdo em tratamento antirretroviral, e cerca de
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90% apresentam carga viral indetectavel. O Ministério da saude tem uma meta de
90-90-90 ateé 2020, ou seja, 90% da populacdo com diagnostico, 90% em tratamento
e 90% com carga viral indetectavel (UNAIDS, 2017; Brasil, 2017c).

A epidemia entre o0s jovens continua sendo uma preocupac¢ao ao Ministério da
Saude. De 2006 a 2015 os jovens na faixa de 15 a 19 anos quase triplicaram (de 2,4
para 6,9 casos por 100 mil habitantes) e entre jovens de 20 a 24 anos a taxa mais
gue dobrou (de 15,9 para 33,1 casos por 100 mil habitantes) (UNAIDS, 2017; Brasil
2017c).

2.2 Poliomavirus Humano

2.2.1 Descrigao do poliomavirus ou descobrindo o poliomavirus

Os poliomavirus sao pequenos virus nao envelopados com dupla-fita de DNA
e foram descobertos acidentalmente por volta de 1950, seu home provém de POLI
de multiplos, OMA do cancer segundo Hirsch e Steiger (2003). A familia
Polyomaviridae € formada por virus que infectam diferentes espécies animais,
dentre elas o homem (Arthur et al., 1989; Randhawwa et al., 2002). A familia
composta por 25 membros estad dividida em trés grupos, Wukipolyomavirus,
Avipolyomavirus e Orthopolyomavirus (Johne et al., 2011). Os grupos
Orthopolyomavirus e Wukipolyomavirus infectam mamiferos e o grupo
Avipolyomavirus infectam aves. Os virus BK, JC, TSV e células Merkel s&o
integrantes da familia Polyomaviridae, do grupo Orthopolyomavirus (Johne et al.,
2011) (Figura 2.1).
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Figura 2.1 - Relacao filogenética entre os poliomavirus com base na sequéncia gendmica (Johne et
al., 2011)
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Os primeiros poliomavirus humanos, o virus BK (BKV) e o virus JC (JCV),
foram isolados em 1971; o primeiro (BKV) foi encontrado na urina de um paciente
transplantado renal, portador de uma estenose uretral (Gardner et al., 1971); o
segundo (JCV), isolado a partir do tecido cerebral de um paciente portador de um
linfoma de Hodgkin que desenvolveu leucoencefalopatia multifocal progressiva
(Padgett et al., 1971), ambos nomeados com as iniciais dos pacientes dos quais 0s
virus foram isolados (Gardner et al., 1971; Padget et al., 1971). (Figura 2.1) O
sequenciamento do DNA dos dois virus foram realizados por Frisque e
colaboradores em 1982 (Frisque et al., 1984), e depois de 2 décadas, foram
descobertos mais trés novos membros, o poliomavirus Kl (KI), poliomavirus WU
(WU) e o poliomavirus de células Merkel (MCV); os dois primeiros, isolados em

secrecdes respiratorias de pacientes com infeccédo do trato respiratorio (Allander et
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al., 2007) e MCV, identificado em carcinoma de células de Merkel (Feng et al., 2008;
Jiang 2009).

O Poliomavirus de células Merkel foi (MCV ou MCPyV) apresentado em 2008
por Feng e colaboradores, associando um agente etioldgico no desenvolvimento do
Carcinoma de Células de Merkel, portanto, sua principal caracteristica. Para este
estudo, foram utilizados tecidos congelados possibilitando uma melhor extracao do
DNA que foi detectado em 80% das amostras avaliadas. A principal caracteristica do
Poliomavirus de células de Merkel (MCV) é causar um carcinoma raro de pele
(Vahabpour et al., 2016). Entretanto, € mais frequentemente encontrado em
pacientes transplantados, portadores do HIV, e em pacientes com mais idade (Feng
et al., 2008; Becker et al., 2009; Viscidi; Shah, 2009).

O poliomavirus TSV (Trichodysplasia spinulosa-associated polyomavirus),
estd associado a uma doenca cutanea rara, com manifestacdes clinicas como
eritema facial, papilas foliculares e espinhas, na face, orelhas, extremidades e tronco
(Kazem et al., 2013; van der Meijden et al., 2010; Kassar et al., 2017). O genoma
deste poliomavirus foi desvendado e descrito pela primeira vez em 2010 por van der
Meijden e colaboradores. A Tricodisplasia espinhosa tem sido observada
exclusivamente em pacientes imunocomprometidos, especialmente pacientes
transplantados renais (40%), de coracado (20%), seguidos de pacientes com
leucemia linfocitica aguda (12%), leucemia linfocitica crénica (8%), transplantados
de pulméo (8%), linfoma ndo Hodgkin (4%) (Kazem et al., 2013).

O ultimo poliomavirus descrito na literatura € o poliomavirus humano tipo 9;
pouco se sabe sobre este virus e 0 seu grau de patogenicidade (Moens et al., 2011).
Entretanto, este virus foi encontrado em amostras de sangue e urina de pacientes
imunocomprometidos, mas ainda néo foi associada a nenhuma doenca (Moens et
al., 2011; Scuda et al., 2011).

2.2.2 Estrutura Viral

Os poliomavirus sdo pequenos virus icosaédricos (~45nm), ndo envelopados,

com genoma composto por dupla fita de DNA circular (~5170pb) (Figura 2.2).
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A primeira regido € chamada de “precoce”, onde se localizam genes que
codificam proteinas ndo estruturais, denominadas de antigeno T grande (Ag-T) e o0
antigeno t pequeno (Ag-t) (Randhawa et al., 2002). O antigeno t-pequeno ainda ndo
tem a funcdo totalmente conhecida, entretanto, parece que auxilia a progresséo do
ciclo celular e ajuda na inducédo da fase S celular junto com o Ag-T (Mullane et al.,
1998; Pallas et al., 1990) (Figura 2.3 e 2.4).

Outra regido, mais externa, denominada regido “tardia”, codifica as proteinas
estruturais como VP1, VP2, VP3 e a agnoproteina, cuja funcdo ainda ndo esta
totalmente elucidada. A proteina VP1 do capsideo viral esta exposta na face externa
do virus, codificada por um gene homénimo e sintetizada na regido tardia do virus
(Nishimoto et al., 2006; Luo et al., 2008). Esta proteina contém epitopos de inducao
e reconhecimento de anticorpos (Hilton; Tong, 2008). A proteina VP1 distingue os
subtipos dos gendtipos dos poliomavirus JC e BK. As proteinas VP2 e VP3 fazem
parte da capside viral e formam complexos com a proteina VP1, permitindo a
conclusdo da montagem viral (Chang et al., 1992; Barouch; Harrison, 1994). A
agnoproteina, ou proteina tardia, tem a funcéo reguladora na transcri¢cao viral, na
transducdo e na formacao e maturacdo de novos virus; ela também interage com o
AgT influenciando a replicacao viral e transcricdo do DNA (Rhadhawa et al., 2002)
(Figura 2.3 e 2.4).

Possuem, ainda, uma regido de controle ndo codificante (NCCR); esta regiao
do virus regula a replicacdo do DNA e ocorre a transcricdo do RNA (Olsen et al.,
2006), e a sua montagem é realizada no nucleo celular (Chang et al., 1992). (Figuras
2.3 e 2.4) Na cepa arquetipica, que é a circulante na populacdo geral (individuos
sadios), essa regidao (NCCR) é altamente conservada (Moens, 1995). Em cepas
patogénicas, encontrada em individuos imunocomprometidos, a regido regulatoria
rearranjada apresenta pequenas variacfes de nucleotideos, cuja funcdo também

esta associada a transcri¢ao viral (Randhawa, 2002).
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Figura 2.2 - Morfologia da céapside do JCV (Ahsan N; Shah KV, 2006)

No poliomavirus TSV, o genoma é formado por 5232pb; a sua transcricdo é
regulada pela regido de controle ndo codificante NCCR (Kazem et al., 2013; van der
Meijden et al., 2010). Com tudo, ainda pouco se sabe sobre os padrdes de

transcricdo deste poliomavirus (Kazem et al., 2013).
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Figura 2.3 - Esquema do genoma do BKV (modificado do artigo Slavov et al., 2006)

Figura 2.4 - Esquema do genoma do poliomavirus de célula Merkel (Feng et al., 2011)
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2.2.3 Epidemiologia molecular dos poliomavirus e distribuicdo dos gendétipos e

subtipos

Com base no sequenciamento gendmico da regido da proteina VP1 dos
poliomavirus, € possivel identificar o genétipo e subtipos para os poliomavirus JC e
BK; com isso, identificar a sua origem. Estdo distribuidos na populacdo dos
continentes, sugerindo a origem da ancestralidade desta populacéo (Figura 2.5).

O virus JC possui diferentes genoétipos ja identificados/classificados. O
genodtipo 1, tem trés subtipos; é encontrado principalmente em individuos com
origem Europeia, mas também encontrado nos Estados Unidos (Frisque, 1983;
Agostini et al., 1998; Agostini et al., 2001).

Os gendtipos 2 e 7 sdo comumente encontrados na Asia; o gendtipo 2 é
predominantemente da regido nordeste da Asia; e o gendtipo 7 mais frequente na
regido sul da China e sudeste asiatico (Agostini et al., 2001; Jobes et al., 1998; Guo
et al., 1998; Sugimoto et al., 1997).

O genotipo 3 é proveniente da Asia oriental (Agostini et al., 1997) e o genétipo
4 da regiao do Mediterraneo (Agostini et al., 2001).

O gendtipo 5 é formada a partir de uma combinacdo de uma parte da
sequéncia gendtipos 2 e, outra, do 6 (Agostini et al.,. 1996; Jobes et al., 1998;
Hatwell; Sharp, 2000).

O genotipo 6 esta presente na regido oeste e central da Africa (Hatwell e
Sharp, 2000; Guo et al., 1996).

E o gendtipo 8 estd presente na populacdo da Papua Nova Guiné e
Micronésia (Jobes et al., 2001).
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Figura 2.5 - Distribuicdo mundial dos genétipos mais frequente de JC

Também foi realizado o sequenciamento da proteina VP1, para a
identificacdo do BK, e foram encontrados 4 genétipos e diversos subtipos. O
genatipo esta distribuido em relacdo a distribuicdo geogréafica da populacdo. Atravées
desta deteccdo hd uma grande acuracia da determinacdo geografica do individuo
(Figura 2.6).

O gendtipo 1 esta dividido em subtipos. O subtipo 1A, o mais comum, é
encontrado no continente africano; o subtipo 1-B1, encontrado no sudeste asiatico; o
subtipo 1-B2, encontrado na Europa e oeste da Asia; e o subtipo 1C, no Jap&o
(Krumbholz et al., 2008; Luo et al., 2008; Takasaka et al., 2004; Zheng et al., 2007,
Zhong et al., 2009b).

O gendtipo 4 é dividido em 6 subtipos: al, a2, bl, b2, cl e c2. Todos com
maior prevaléncia na Asia e Europa (Nishimoto et al., 2007; Zhong et al., 2009a).

Os genatipos 2 e 3 sdo 0s mais raros, e ainda nao foram identificados até o
presente momento, a origem desse gendtipo (Nishimoto et al., 2006; Ikegaya et al.,
2007; Yogo et al., 2007).

No Brasil, foram publicados dois trabalhos que realizaram a identificacdo da
genotipagem para o BK em nossa populagdo. Em S&o Paulo, o gendtipo 1 foi

encontrado em 80% da amostra estudada, seguido pelo gendtipo 4 (Urbano et al.,
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2016). No Rio de Janeiro, o gendétipo 1 foi encontrado em 96% e apenas em 4%, o

genatipo 2 (Zalona et al., 2011).

Figura 2.6 - Distribuicdo mundial dos genétipos mais frequentes de BK

2.2.4 Replicacéo do virus ou propagacédo no hospedeiro

Sabe-se que a proteina VP1 tem um papel fundamental na infec¢éo da célula
pelo poliomavirus. Os receptores com residuos de acido sialico também tém um
papel importante. No poliomavirus JC, o virus, para penetrar na célula, depende de
uma glicoproteina para se ligar a membrana (Seganti et al., 1981), ocorrendo
endocitose; ap6s 12 a 16 horas, o JCV ira integrar o reticulo endoplasmatico,

causando alteracdes conformacionais (Querbes et al., 2006).

No caso do BKV, os receptores de membrana séo os gangliosideos (Sinibaldi
et al., 1990), entrando, assim, no citoplasma celular e transportado para o nucleo
celular. Nesta fase, se inicia a transcricdo de RNA mensageiro, envolvido todas as
partes das estruturas do virus, como VP1, VP2, VP3, AgT, agnoproteina, entre

outras estruturas e, assim, a replicacdo viral. A replicacdo viral do DNA dos
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poliomavirus ndo estd bem elucidada. O ciclo replicativo tem duracdo de
aproximadamente de 40 horas e as proteinas virais maduras sao liberadas
(Trowbridge; Frisque, 1995; Prins, Frisque., 2001; Shishido-Hara et al., 2000)
(Figuras 2.7 e 2.8).

Figura 2.7 - Representacdo esquematica do ciclo viral do JCV
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O virus JC se liga ao receptor de hidratos de carbono na superficie da célula ou no receptor de
serotonina em células humanas da glia. O virus é incorporado por poc¢fes revestidos por clatrina,
formando endossomo. O virus seguira até o reticulo endoplasmatico, causando alteracbes
conformacionais. Na sequéncia, ele sera transportado para o citoplasma e, consequentemente,
atingindo o nucleo da célula (Ferenczy et al., 2012).
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Figura 2.8 - Representacdo esquematica do ciclo viral do BKV

1 - O virus BKV se ligando a célula. 2 - E formado endossomo. 3 - O virus é transportado para o
nucleo da célula. 4 - Exposicao do genoma viral. 5 - Expressdo dos genes precoces. 6 - Sintese das
proteinas. 7 e 8 - Duplicagdo do DNA viral. 9- Sintese de proteinas tardias. 10 - Formag&o de novos
virus. 11 - Liberagdo dos virus para o citoplasma. 12 - Virus sendo conduzido para o meio
extracelular. 13- Disseminacgéo do virus (Cole et al., 2001).

O poliomavirus de célula Merkel se desenvolve da mesma maneira que 0s
demais; de forma resumida Feng et al., (2011) descreveram que as atividades se
iniciam no AgT; na regido tardia ocorre a codificacdo das proteinas da capsideo
viral; nas VP1, VP2 ocorre a replicacao viral (Feng et al., 2011).

Apbs a infecgdo primaria, os poliomavirus se disseminam pelo corpo através
da corrente sanguinea (Dorries et al., 1994), atingindo sitios com potenciais de
replicacédo (Hirsch et al., 2003).
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2.2.5 Transmissao e Sorocoversao

Os poliomavirus séo virus ubiquos que infectam o hospedeiro sem causar
uma doenca priméria e sem manifestacdes clinicas. Apds a infeccao primaria,
geralmente persistem sem causar sintomas clinicos e ficam latentes (Kazem et al.,
2013). Os humanos séo hospedeiros naturais para o poliomavirus humano BK e JC,
WU, KI, de células Merkel e TSV (Kazem et al., 2013; Allander et al., 2007; Feng et
al., 2008; Becker et al., 2009; van der Meijden et al., 2010). O BKV e 0 JCV sdo virus
ndo patogénicos para individuos imunocompetentes, ou saudaveis, e sua ativacao
estd associada a imunodeficiéncia (Hirsch e Steiger, 2003; Machado et al., 2011).
Segundo estudos soroepidemioldgicos, aproximadamente 85% da populacdo adulta
ja foi infectada com os poliomavirus (Knowles et al., 2001; Kean et al., 2009). As
infecgbes primarias podem ocorrer com frequéncia na infancia. Em criangas
imunocomprometidas, a infeccao pelo BKV pode se manifestar clinicamente como
uma cistite ou nefrite (Mylonakis et al., 2001; Krumbholz et al., 2008).

O modo de transmisséo por BKV e JCV ainda ndo esta bem definido, assim
como o mecanismo do virus para entrar no estado de laténcia ou manter baixos
niveis de expressao génica ou replicacdo, ndo estao totalmente estabelecidos (Ling
et al.,, 2003; Vanchiere et al., 2009; Robaina et al., 2013a). Existe ainda, uma
especulacdo alternativa que nao pode ser descartada, como por exemplo,
transmissao por unino-oral, transplacentéria, transfusdo de sangue, sémen e 6rgéo
transplantado (Bofill-Mas et al., 2001; Bofill-Mas et al., 2000; Hirsch; Steiger, 2003).
A soroprevaléncia em adultos para BKV e JCV ¢é alta, e acontece em cerca de 90%
de BKV em adultos (Knowles et al., 2003) e para JCV em torno de 50 a 80% (Khalili
et al., 2007; Knowles, 2006, Jiang, et al., 2009).

Pouco se tem na literatura sobre o TSV. Em algum estagio da vida o TSPyV
infecta a pele e causa a doenca numa minoria de pacientes imunocomprometidos.
Estudos relatam que apenas 5% de positividade foi encontrada (Kazem et al., 2013;
van der Meijden et al., 2010; Scuda et al., 2011).
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2.2.6 Disseminacéao e persisténcia do virus (transmisséo e propagacao)

As infeccdes primarias por BKV e JCV geralmente sdo subclinicas no inicio
da vida (Pal et al., 2006; Goudsmit et al., 1981; Goudsmit et al., 1982; Jiang et al.,
2009). Produzem uma viremia transitdria seguida pela da instalacdo da infeccao;
algumas podem causar casos de laténcia clinica, quando o nivel da replicacéo viral
€ baixa (Pal et al., 2006; Fioriti et al., 2005; Goudsmit et al., 1982) ou realmente
instalar as doencas relacionadas ao virus. Cerca de 60% dos casos, podem ser
acompanhados por doencas nos sistemas respiratorio ou do trato urinério (Fioriti et
al.,, 2005; Goudsmit et al.,, 1982). Em estudo prospectivo, foram avaliadas 66
criancas saudaveis apresentando problemas respiratorios; 11 delas foram
soropositivas para o BKV. Sete ou 63,6% apresentavam doenca respiratoria
moderada, e apenas quatro ou 36,4% eram assintomaticas (Goudsmit et al., 1982).
Um local de persisténcia do virus BKV e JCV sdo em células renais e do trato
urinario (Chesters et al., 1983; Heritage et al., 1981, Jiang et al., 2009), também sao
encontrados na circulagdo sanguinea (Dorries et al., 2003; Dorries et al., 1994;
Monaco et al., 1996; Tornatore et al., 1992; Jiang et al., 2009) e na urina (Ddrries,
2001; Knowles et al., 2001; Jiang et al., 2009; Zhong et al., 2007), apenas 3% em
urinas de mulheres gravidas durante o segundo e terceiro trimestre de gestacao
(Arthur et al., 1989; Chang et al., 1996b; Coleman et al., 1980; Markowitz et al.,
1991; Jiang et al.,, 2009). Foram identificadas sequéncias de BKV com alta
frequéncia em tecidos e fluidos urogenitais, tais como cérvix, vulva, préstata e
sémen, e em uma baixa frequéncia em tecidos cerebrais (Dorries,2006; Monini et
al.,1996; Elsner; Dorries, 1992; Martini et al., 2004; Monini et al., 1996; Monini et al.,
1995; Pietropaolo et al., 2003; Jiang et al., 2009). O virus JC é frequentemente
encontrado em infec¢gBes do encéfalo; ndo esta claro se, em tecido cerebral normal,
0 virus esta presente (Ddrries, 2001). Muitos pesquisadores descrevem que ha a
presenca do JCV (Caldarelli-Stefano et al., 1999; Elsner; Dérries, 1992; Mori et al.,
1992) ou auséncia nos cérebros de pacientes sem leucoencefalopatia multifocal
progressiva (Chesters et al., 1983; Stoner et al., 1988; Quinlivan et al., 1992;).
Podem ser detectadas de sequencias de JCV em varios tecidos e células como,
figado, bago, pulméo, linfonodo e epitélio colorretal (Caldarelli-Stefano et al., 1999;
Dorries, 2001; Grinnell et al.,, 1983; Laghi et al., 1999; Newman; Frisque, 1997,
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Newman; Frisque, 1999; Jiang et al., 2009). O DNA do BKV e JCV foi detectado em
varios tipos de neoplasias (Flaegstad et al., 1999), mas ndo ha prova concreta de
que estes poliomavirus estejam diretamente associados a carcinogénese ou
atuando como ativador para algum tipo de cancer humano (Fioriti et al., 2005). Eash
et al. (2006) concluiram que ocorre um aumento na incidéncia da deteccdo do
poliomavirus na urina (viruria) e no sangue (viremia), em pacientes receptores de
células tronco hematopoiéticas, rim e cora¢do e em individuos infectados pelo HIV.
Zhong et al. (2007) realizaram um estudo para conhecer a incidéncia de BKV na
urina e comparar e confirmar os resultados descritos na literatura de JCV. Foram
utilizados 50 individuos distribuidos em 9 grupos, divididos por idade. Concluiram
que a taxa de virtria de BK foi relativamente baixa em individuos com idade menor
gue 30 anos, mas houve um aumento gradual em individuos com idade maior de 30

anos. O BK foi menos frequente do que JC virdria em adultos.

2.2.7 Reativacao do virus

Os  poliomavirus  humanos causam doencas em individuos
imunocomprometidos, permitindo a reativacdo no estado subclinico conduzindo a
uma infecgdo, resultando em uma viraria ou viremia, levando a doencas graves ou
fatais. A reativacao viral pode se desencadear em diferentes momentos, em especial
na imunossupressao, desenvolvendo a replicacdo viral sem o controle do sistema
inume. A infeccdo priméaria € diagnosticada pela deteccdo de genes virais em um
individuo soronegativo. A infecgdo secundaria é definida com a replicagéo do virus
em um individuo previamente positivo. A reativagdo ou reinfecgcdo é considerada,
gquando a replicacdo do latente ou de um novo subtipo for detectada,
respectivamente. J4 a doenca pelo BKV é considerada quando a replicagéo viral
causa a disfuncdo do 6rgéo (presenca da replicacdo do BKV no tecido alterado)
(Hirsch; Steiger, 2003). A reativacdo do BKV, em um transplantado renal ou de
medula 0ssea, resulta em uma cistite hemorragica e nefropatia por poliomavirus
(Chang et al., 1996a; Mufioz et al., 2005; Sundsfjord et al., 1999). Exemplificando,
JCV é reativado quando o paciente estd imunossuprimido com HIV, a reativacdo
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ocorre no cérebro levando o paciente a uma leucoencefalopatia multifocal
progressiva (Berger; Concha, 1995; Brooks; Walker, 1984). Em contrapartida, a
viruléncia de JCV néo se correlaciona com o grau de imunossupressao (Doérries,
2001).

2.2.8 Doengas relacionadas com cada poliomavirus e seu mecanismo

Doencas relacionadas ao BKV, podem causar nefropatia em pacientes com
transplante renal; de 1 a 10% estenose uretral em transplante renal; 3% cistite
hemorragica, 10 a 25% em pacientes transplantados de medula 6ssea. Podem
raramente causar pneumonia, retinite, doenca hepética e meningoencefalite (Pinto;
Dobson, 2014).

O virus JC esta relacionado a leucoencefalopatia multifocal progressiva
(LEMP) em pacientes imunocomprometidos. Foram encontrados pacientes com
diagndstico de LEMP, em 80% em imunossuprimidos graves com AIDS, malignidade
hematolégicas 13%, receptores de transplante de 6rgdos solidos e medula éssea
5% e doencas inflamatdrias cronicas 2% (Pinto e Dobson, 2014). O LEMP esta
envolvido na desmielinizacdo progressiva da substancia branca do cérebro levando
a uma deterioracdo cognitiva, a distirbios da marcha e coordenacédo, paresia dos
membros e convulsdes (Pinto; Dobson, 2014). H& estudos que encontraram o DNA
do antigeno T grande (Ag-T) do virus JC, presentes em 28 a 30% dos carcinomas
colorretais, sugerindo que o virus JC possa contribuir para o desenvolvimento desta
neoplasia (Pinto; Dobson,2014).

Em 2009, o estudo de Jeffers e colaboradores, foi o primeiro estudo a
detectar o BVK em saliva de pacientes portadores de HIV e em individuos
saudaveis, e também a replicacdo nas células das glandulas salivares em cultivo
celular; através do método de PCR real time quantitativo. Concluiram que as células
salivares humanas podem estar infectadas e serem um local de laténcia, além dos
rins e trato urogenital, possibilitando assim uma via de transmissdo oral.

Robaina et al., em 2013a, avaliaram a presenca de poliomavirus na saliva de
criangas infectadas pelo HIV e observaram a presenca do DNA dos poliomavirus
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BK, JC, WU, KI nas amostras de saliva, tanto nas portadoras de HIV quanto no
grupo controle, com frequéncia de infeccao significantemente maior no grupo de
criancas portadoras de HIV.

Existem alguns trabalhos que demostram a presenca de BKV e JCV na
saliva, mas nenhum trabalho até o0 momento demostrou sua presenca em fluido
gengival crevicular (Jeffers et al., 2009; Robaina et al., 2013a; Robaina et al., 2013b;
Burger-Calderon et al., 2014).

A leucoencefalopatia multifocal progressiva (LEMP) é considerada uma
doenca rara, mas geralmente fatal, que ocorre quase exclusivamente em pacientes
com imunossupressdo grave, em individuos portadores de HIV, com doencas
hematologicas malignas, neoplasias de 6rgao sélidos, transplantados de érgéo ou
individuos que fazem tratamentos com imunossupressores. Os sintomas desta
doenca (LEMP) sdo deficiéncias motoras, alteracdo de consciéncia,
comprometimento da marcha e disturbios visuais (Delbue et al., 2013).

A alta frequéncia de JCV excretado na urina sugere que 0S rins sejam um
local de laténcia deste virus. Mas outros reservatorios estdo sendo investigados. A
hibridizacao in situ ja demonstrou a presenca de JCV em linfocitos B, medula 6ssea
e outros tecidos reticulo-endoteliais, como pulmao, linfonodos e tonsilas. A presenca
do DNA do JCV no tecido tonsilar e a frequéncia deste virus nas vias respiratorias,
sugerem que o JCV possa ser transmitido por essas vias (Goudsmit et al., 1982;
Jeffers et al., 2009; Robaina et al., 2103a).

Ling et al., em 2003, estudaram a reativacdo e eliminacdo dos poliomavirus
em 30 individuos saudaveis por mais de 14 meses; evidenciando que a eliminacéo
do JCV na urina foi dependente da idade nos individuos saudaveis e ocorrendo com
maior frequéncia nos individuos com mais de 40 anos. O estudo também demostrou
gue a eliminacdo do JCV na urina foi mais frequente na primavera e outono,
mostrando que a variagdo sazonal da reatividade do virus pode influenciar no
resultado das coletas. No ano de 2007, Zhong et al., confirmaram parte deste
estudo, e demostraram que a taxa de viraria de BK foi relativamente baixa em
individuos com idade menor de 30 anos, mas obteve um aumento gradual em
individuos com idade maior de 30 anos.

O Poliomavirus de células Merkel, unico poliomavirus que esta envolvido no
desenvolvimento de cancer (Feng et al., 2008), esta associado a um cancer de pele

raro e agressivo, denominado de carcinoma de células de Merkel, pacientes
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portadores de HIV tem 13,4% risco maior de desenvolvimento do cancer. Por este
motivo, a incidéncia do cancer triplicou nos ultimos 20 anos (Vahabpour et al., 2017).

O TSV esta relacionado a lesdes cutaneas em pacientes
imunocomprometidos, a Tricodisplasia espinhosa. Este virus ndo faz parte da
microbiota normal da pele (Kazem et al., 2013). A lesdo é caracterizada por eritema
com desenvolvimento de papilas foliculares distribuida pela face, orelhas, podendo
aparecer raramente nas extremidades, tronco e couro cabeludo (Kazem et al., 2013;
Kassar et al., 2017). Podem levar a alopecia de sobrancelhas. Com a progresséao da
doenca as sobrancelhas, orelhas e o nariz podem se desconfigurar e causar
alteracdo da aparéncia facial do paciente (Kazem et al., 2013).

Através da figura a seguir (Figura 2.9) os autores Burger-Calderon e Webster-
Cyriaque (2015) descrevem de uma forma sucinta onde podemos encontrar oS

poliomavirus acometendo alguns 6rgaos no ser humano.
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Figura 2.9 - Representacao dos 6rgéos afetados pelos poliomavirus JCV, BKV e de células Merkel
(Burger-Calderon; Webster-Cyriaque, 2015).
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2.3 Fluidos Orais e Diagndsticos

Na tentativa de diagnostico laboratorial ou clinico, o monitoramento de alguns
pacientes tem sido o método menos invasivo, quando comparado as biopsias e
puncdo venosa com resultados confiaveis. Novas abordagens se empregam em
pacientes com doencas sistémicas, como a utilizacdo de fluidos orais (saliva, lavado
bucal e o fluido gengival crevicular (FGC)) (Malamud, 2011). Pesquisadores
defendem que o seu armazenamento e manuseio S840 mais seguros.

A saliva contém multiplos biomarcadores, a tornando util em qualquer
experimento, principalmente no campo molecular, auxiliando no diagnostico de
doencas orais e sistémicas (Malamud, 2011). Malamud (2011) em seu estudo,
demonstra que a maioria dos biomarcadores, presente no sangue e na urina,
também podem ser detectados em uma amostra de saliva.

Recentemente, diagnostico para deteccdo de anticorpos anti-HIV pelo fluido
oral foi confirmado (Parisi et al., 2009; White et al., 2009).

Segundo Malamud, podem ser encontrados na saliva: horménios, anticorpos,
fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas , acidos nucleicos, proteinas e drogas.
Na saliva é possivel diagnosticar doencas orais por fungos, carcinoma epidermoide,
doencas causadas por virus (HPV, EBV, CMV, Herpes simples 1, Herpes Zooster) e
doencas causadas por bactéria (gengivite, periodontite).

Priyanka et al., (2012) diz que a saliva € um “espelho do corpo”, pois € um
indicador de saude, ndo apenas da cavidade oral, mas de todo o corpo. A saliva tem
componentes moleculares hormonais, imunologicos, toxicologicos e residuos
medicamentosos. Além disso, a saliva contém quantidades suficientes de
biomarcadores de doencas, RNA e DNA, tornando a saliva um fluido de potencial
valor e excelente alternativa no processo de diagndéstico de varias doencas, e a sua
coleta € minimamente invasiva. A saliva € utilizada informalmente h& mais de 2.000
anos. A viscosidade e odor eram utilizados como diagndstico para algumas doencas,

dentre elas a diabetes mellitus, a insuficiéncia renal e insuficiéncia hepatica.
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A saliva ndo estimulada € mais adequada e mais utilizada para diagnéstico, ja
que ndo ha alteragcdo do pH ou diluigdo da concentracdo das suas proteinas,
causadas pelos métodos de estimulo (Priyanka et al., 2012). A saliva € mais facil de
Se manusear, pois ndo coagula, apresenta um menor potencial para transmissao de
doencas infecciosas, em casos de acidentes com perfurocortantes (Priyanka et al.,
2012).

Nova modalidade de coleta de amostra de saliva - bochecho/lavado bucal -
tem mostrado resultados tdo especificos e sensiveis quanto os resultados obtidos
por meio de amostras de sangue e urina, para a deteccao de anticorpos anti-HIV,
antivirus da hepatite e do sarampo, horménios, glicemia e DNA, pelo método de
ELISA ou PCR (Johnson et al., 2011; Giannobile et al., 2011; Malamud, 2011;
Mitterhofer et al., 2012; Fatahzadeh et al., 2013).

Para a realizacado do bochecho/lavado bucal € necesséria a utilizacdo de um
antisséptico bucal. Heath e colaboradores (2001) pesquisaram diferentes marcas
comerciais de enxaguatdrio bucal/antisséptico bucal com relacdo a efetividade em
exames diagnésticos e consideraram o Listerine ® eficaz para a quantificacéo de
DNA através do PCR em amostras de lavado bucal, amplificacdo, sequenciamento e
armazenamento do material.

O fluido gengival crevicular (FGC) esta presente no sulco gengival, € um
biofluido intersticial ou um transudato inflamatério. No FGC s&o encontrados
anticorpos séricos, principalmente a globulina G, citocinas, além de varios produtos
inflamatorios, produzidos através do tecido periodontal inflamado ou da circulacdo
sistémica. Encontramos ainda no FGC, células do descamado epitelial, neutrofilos,
linfocitos, monacitos, patdgenos, eletrdlitos e componentes organicos semelhantes
ao plasma (potassio, calcio, albumina, globulinas, inibidores de protease, lactato,
ureia, e outras enzimas) (Johnson et al., 2011). Segundo Malamud (2011), o FGC
tem um papel importante como protetor da cavidade oral, por remover, com
eficiéncia, células prejudiciais, moléculas, patdégenos e ainda ter uma funcao
antibacteriana, capaz de neutralizar os patdgenos. Pollock et al., 1984, demostraram
gue o antigeno de superficie para hepatite B (anti-HBsAQ) foi quantificado através do

FGC em individuos com hepatite B. Klemenc et al., 2005, encontraram acentuada
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prevaléncia de EBV e HHV-6 no FGC de individuos com periodontite, demostrando
uma relacdo entre herpes virus e a periodontite agressiva. Johnson et al., 2011,
afirmaram que a coleta do FGC requer treinamento do individuo que ir4 coletar a
amostra, pois o volume coletado é pequeno e influenciara no resultado de
diagnostico. Até o presente momento, poucos trabalhos demostraram a deteccao
dos poliomavirus humanos em amostras salivares (Jeffers et al., 2009; Robaina et
al., 2013a; Robaina et al., 2013b; Burger-Calderon et al., 2014; Castro et al., 2017) e
apenas um trabalho procurou a presenca dos poliomavirus em FGC (Castro et al.,
2017).
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3 PROPOSICAO

Detectar e quantificar poliomavirus humano BK, JC, TS e de células Merkel
através da biologia molecular, identificando o DNA em fluidos orais (saliva, lavado
bucal, fluido gengival crevicular) comparando com a detec¢cdo deste no soro e na
urina de individuos HIV positivos e controles imunocompetentes.

Comparar a positividade e frequéncia destes poliomavirus em todos os locais
de coleta.

Comparar a positividade dos poliomavirus nos dois grupos estudados,
individuos HIV positivos e individuos normocompetentes.

Comparar a correlacdo da positividade dos poliomavirus em relacdo aos

valores de linfécitos CD4+.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica do experimento

Pacientes portadores de HIV (n=22) atendidos no Centro de Atendimento a
Pacientes Especiais da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sdo Paulo
(CAPE/FOUSP) e voluntarios saudaveis (n= 20) foram incluidos na pesquisa, apos
serem informados sobre a mesma; concordaram em participar e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (Anexo A)

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (CEP- FOUSP), nimero
CAAAE 15042613.6.0000.0075, numero do parecer 317.638; aprovado em julho de
2013 (Anexo B).

O termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A) foi aplicado a todos
os individuos que aceitaram participar da pesquisa, antes do inicio das coletas dos
materiais biologicos.

O projeto de pesquisa obteve o apoio financeiro do CNPq Edital Universal
namero 455173/2014-1.

a) Critério de inclusao para os individuos HIV positivos
Todos os pacientes maiores de 18 anos e portadores que aceitam participar
da pesquisa e que estdo com seus exames de sangue atualizados, 0os exames
solicitados foram a carga viral para HIV e os valores/contagem/quantificacédo de
linfécitos T CD4+, resultados inferiores de 4 meses.

b) Critério de excluséo para os individuos HIV positivos
Os pacientes que nao concordaram em participar da pesquisa, menores de
18 anos ou aqueles cujos os exames de sangue estavam muito antigos ou

desatualizados, superiores a 4 meses ou 0s que nao conseguiram colher todos as



amostras determinadas para a pesquisa (soro, saliva, lavado bucal, fluido gengival

crevicular e urina).

c¢) Critério de inclusao para individuo controle
Perfil referente ao sexo, idade e etnia semelhantes ao grupo de pacientes HIV

positivos.

4.2 Coletas das amostras

4.2.1 Coleta das amostras de sangue periférico, e o soro:

Por meio da venopuncdao periférica, profissional habilitado (biomédica), foram
coletados 5 ml de sangue periférico dos participantes, em tubos sem anticoagulante
(Vacuette) e acondicionados sob refrigeracéo a 4°C.

ApoOs meia hora da coleta, as amostras de sangue periférico dos tubos sem
anticoagulante foram centrifugadas a 3.000 rotagbes por minuto (1.597 xg) por 15
minutos, a temperatura ambiente, usando centrifuga de bancada (Coleman,
Centrifuge model 80-2, Santo André, Brasil). O soro livre de células foi removido e
aliguotado em tubo cénico de plastico de 1,5 ml (Eppendorf), as aliquotas foram

armazenadas em freezer —20°C.

4.2.2 Coleta das amostras de saliva:

Amostras de saliva ndo estimuladas foram coletadas de todos os
participantes da pesquisa. Para isso, foram orientados a enxaguarem a boca com

agua filtrada e a preencher um tubo cénico plastico de polipropileno de 50 ml (Falcon



57

— BD Bioscience, EUA) com 10 ml da saliva acumulada no assoalho bucal. O tubo
plastico foi mantido em recipiente de isopor contendo gelo triturado. Em seguida, a
saliva foi transferida para tubos conicos plasticos de 1,5 ml (Eppendorf) e

armazenados em freezer -20°C.

4.2.3 Coleta das amostras de lavado bucal:

Os pacientes foram orientados a realizarem um bochecho com 10 ml de
Listerine® por 30 segundos e deposita-lo (o liquido bochechado) em um tubo conico
de plastico de polipropileno de 50 ml (Falcon — BD Bioscience, EUA). Em seguida,
parte do lavado bucal foi transferido para tubos conicos plastico de 1,5 ml
(Eppendorf) e armazenados em freezer -20°C.

4.2.4 Coleta das amostras de fluido gengival crevicular:

Foi realizada a remocédo da placa supragengival dos quatro (4) dentes
selecionados para a coleta do fluido; cada dente pertencia a um quadrante bucal. A
coleta da placa foi realizada com cureta manual e observou-se a ocorréncia de
sangramento; se houvesse sangramento este dente seria descartado e selecionado
outro. Os dentes foram isolados com rolo de algoddo e um sugador de saliva para
evitar risco de contaminacéo salivar. Os dentes foram delicadamente secos com jato
de ar por 10 segundos. E foi selecionado apenas um sitio em cada dentes.

Utilizou-se um cone de papel filtro, muito usado na secagem de canais
radiculares na endodontia, introduzido no sitio selecionado no sulco gengival onde
permaneceu por 30 segundos; realizaram-se duas coletas com duas unidades de
cone de papel filtro, devido a quantidade reduzida de fluido para a realizacdo da
analise por PCR; entre as coletas foi respeitado o intervalo de 5 minutos. No

momento da coleta, se houvesse a contaminacao por sangue do sulco gengival, este



cone de papel foi descartado e eleito outro sitio ou, se necessario, outro dente. Num
paciente que apresentava auséncia de todos os dentes superiores, ndo, portanto,
feita coletada nesta regido. O mesmo caso ocorreu com outro paciente, por auséncia
de dente no quadrante 3.

Apoés cada coleta, o cone de papel filtro foi colocado em tubo de eppendorf
contendo 1 ml de Trizol® (TRIzol Reagent®) a 4°C e, ao final da coleta, foram
imediatamente congelados em freezer a -20°C. O Trizol® € um reagente pronto para
uso e tem a capacidade de isolar DNA, RNA e proteinas advindas de células e
amostras teciduais de humanos, sendo muito utilizado em PCR real time

(www.lifetechnologies.com)

4.2.5 Coleta das amostras de urina:

Coletou-se uma Unica amostra de urina de cada paciente e no mesmo dia das
outras coletas. Os pacientes foram orientados a realizarem uma assepsia com gaze
umedecida em agente antibacteriano na regido e a desprezarem o primeiro jato da
urina para ndo contaminar a amostra. Em seguida, foi transferida uma aliquota da
urina para tubos conicos plastico de 1,5 ml (Eppendorf) e armazenados em freezer -
20°C.

4.2.6 Realizacédo do PCR real time:

Em todas as amostras coletadas, como soro, saliva, lavado bucal, fluido
gengival crevicular e urina, foram realizadas pesquisas de deteccéo e quantificacdo
do poliomavirus humano dos subtipos BK, JC, TS e de células Merkel através do
método de PCR em tempo real. Os procedimentos laboratoriais foram realizados no
laboratério de virologia do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo da
Universidade de Séo Paulo (IMTSP-USP).
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A extracdo do DNA foi feita com o kit de extracdo QlAamp DNA QIAGEN. O
protocolo escolhido para a reacdo de PCR em tempo real foi descrito por Pal et al.,
2006 e padronizado por Fink et al., 2006, que utiliza primers e sondas especificas
para o gene que codifica o AG-T dos poliomavirus BK e JC, originando um
fragmento de 80pb (Tabela 4.1).

As sondas para BK e JC, de ambas as reacfes foram marcadas com FAM (6-
carboxyfluorescein) como reporter na porgao terminal 5 e com TAMRA (6-
carboxytetramethylrhodamine) como quencher na porgao 3'.

A reacéao final foi preparada com 12,5 pl de “TagMan Universal PCR Master
Mix (2X)” (Amplied Biosystems®), 0,5 pl de cada primer (10uM), 0,5 pl da sonda (5
pUM) e 6 pl de 4gua DEPC. Os parametros da reacdo foram de 2 minutos a 50°C, 10
minutos a 95°C, seguidos de 45 ciclos (15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C),

submetidos em equipamento ABI 7300 (Applied Systems®).

Tabela 4.1 - Oligonucleotideos e sondas responsaveis pela amplificacdo dos fragmentos no sistema
de PCR tempo real para JCV e BKV

Sequéncia
Forward 5-GAAACTGAAGACTCTGGACATGGA-3’
Reverse 5-GGCTGAAGTATCTGAGACTTGGG-3’
Sonda JCV AGGATCCCAACACTCTACCCCACCTAAAAAGA
Sonda BKV CAAGCACTGAATCCCAATCACAATGCTC

O protocolo empregado apresenta alta sensibilidade analitica dos testes, com
limite de deteccdo de 100 copias/ml do virus BK e 600 copias/ml do virus JC. Além
disso, os testes também apresentam especificidade de 100% na identificagdo do
DNA desses virus.

A extracao do DNA foi realizada com o kit de extragdo QlAamp DNA QIAGEN
(quiagen, Hiden, Alemanha). O protocolo escolhido para a reacdo de PCR em tempo

real foi descrito por Urbano et al. 2014, o fragmento que é amplificado do gene é o



antigeno T grande (AgT) que utliza primers e sondas especificas para o
poliomavirus TSV originando um fragmento de 83pb (Tabela 4.2).

Na sonda para TSV, a reagdes foram marcadas com FAM (6-
carboxyfluorescein) como repoérter na porgcado terminal 5’ e com BHQ-1 (Black Hole
Quencher®) como quencher na porgéo 3'.

A reacéo final foi preparada com 12,5 yl de “TagMan Universal PCR Master
Mix (2X)” (Amplied Biosystems®, Foster City, CA, EUA), 0,5 ul de cada primer
(10uM), 0,5 pl da sonda (5 puM) e 6 pl de agua DEPC. Os parametros da reacao
foram de 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos de 45 ciclos (15 segundos
a 95°C e 1 minuto a 60°C), submetidos em equipamento ABI 7300 (Applied
Systems®). O protocolo empregado apresenta alta sensibilidade analitica dos testes,
com limite de deteccédo de 500 copias/ml do virus TS. Além disso, os testes também

apresentam especificidade de 100% na identificacdo do DNA desse virus.

Tabela 4.2 - Oligonucleotideos e sonda responsaveis pela amplificacdo dos fragmentos no sistema de
PCR tempo real para TSV

Sequéncia
Forward 5-TGGTGGATTCATGGCAGAAGAG-3’
Reverse 5-GCTGGTGGGAAAGCTTCAATC-3’
Sonda TSV FAM TCTGGGTCCTGCATGGTGTCAAA BHQ-1

Para a deteccao do Merkel usou-se a metodologia de SYBR Green (Tabela
4.3). A solucéo final para realizagdo do PCR foi preparada com 25 pl, sendo 20 pl do
mix e 5 pl da amostra. A solucéo foi preparada a partir de 10x de solucédo tampao
(50 mMde KCI com 10 mM solucdo de Tris) (Invitrogen), acrescido de 200uM de
desoxirribonucleotideo fosfatado (Invitrogen). Na placa foi colocado primeiro 0,5 uM
acrescido de 1,5 mM cloreto de magnésio (MgCI2) e 1 U de amostra de Taq
polymerase (Invitrogen). O parametro utilizado para reacdo de amplificacdo do
Merkel foi a regido Antigeno T grande (LT). Os parametros da reacao foram de 30
segundos a 94°C, 50 segundos a 60°C, seguidos de 45 ciclos (1 minuto a 75°C e 7
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minutos a 72°C), submetidos em equipamento Applied 7500 real time (Applied
Systems®); resultou num fragmento de 146pb para amostras positivas. O protocolo
empregado apresenta alta sensibilidade analitica dos testes, com limite de deteccéo
de 500 copias/ml do virus Merkel.

Tabela 4.3 - Oligonucleotideos e sonda responsaveis pela amplificagdo dos fragmentos no sistema de
PCR tempo real para células de Merkel

Sequéncia
Forward 5-CCACAGCCAGAGCTCTTCCT-3
Reverse 5-TGGTGGTCTCCTCTCTGCTACTG-3

4.2.7 Andlise Estatistica

Os participantes da pesquisa foram identificados por um nimero em ordem
de atendimento e separados por grupos (GE e GC). Todos os dados dos pacientes
foram registrados em uma base de dados prépria, feita através do Excel. A analise
foi realizada através do programa SPSS 20.0. Testes de Qui-quadrado, Exato de
Fisher, Teste de Levene, Mann Whitney e teste de t student. O nivel de significancia

estabelecido foi de 0,05 ou 5%.






5 RESULTADOS

No total foram coletadas 299 amostras de 42 individuos, sendo 22 portadores
de HIV e 20 pacientes controle. Todas as coletas dos participantes da pesquisa
foram realizadas na Clinica do Centro de Atendimento a Pacientes Especiais da

Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo (CAPE/FOUSP).

Todas as amostras pertencentes ao paciente foram colhidas no mesmo dia, e

a mais proxima possivel do exame da carga viral e dosagem dos linfécitos T CD4+

(Tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Informacdes coletadas durante a anamnese

Pac Sexo Idade Valor do CD4+ Categoria do CD4+
1 MASC 47 2
2 FEM 49 940 3
3 FEM 42 928 3
4 FEM 52 725 3
5 FEM 54 876 3
6 MASC 37 1237 3
7 MASC 60 550 3
8 FEM 44 950 3
9 MASC 50 1000 3
10 FEM 43 418 2
11 MASC 56 600 3
12 MASC 53 219 2
13 FEM 45 1200 3
14 FEM 42 419 2
15 MASC 56 500 3
16 FEM 46 374 2
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17
18
19
20
21
22

Legenda: categoria do CD4+, 2 = 200 a 499 células/mm?; 3 = acima de 500 células/mm®

do sexo feminino e 10 masculino, com a média de idade de 49 anos (a maxima de
63 anos e a minima de 37 anos). O grupo controle foi formado por 20 individuos
imunocompetentes, 14 do sexo feminino e 6 masculino, a média de idade foi de 48
anos (maxima de 62 anos e a minima de 22 anos). Os grupos foram pareados por
idade, ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante entre si (p>0.05). Os
dados estdo representados nas tabelas a seguir, divididos por faixa etaria e sexo

O grupo de estudo foi formados por 22 sujeitos portadores de HIV, sendo 12

FEM
MASC
FEM
MASC
MASC
FEM

(Tabelas 5.2 e 5.3).

Tabela 5.2 - Distribui¢cdo dos individuos do grupo de estudo (pacientes HIV positivo), por sexo e faixa

etaria
Faixa Etaria
21 -30
31-40
41 - 50
51 -60
61 - 70

45
63
56
37
56
55

0

2

10

577
554
1347
906
318
316

Numero de pacientes

Homens

0

Nl W] W w w

2

Mulheres

0
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Tabela 5.3 - Distribuicdo dos individuos do grupo controle, por sexo e faixa etaria

Faixa Etéaria Numero de pacientes Homens Mulheres
21-30 2 0 2
31-40 2 0 2
41 -50 5 2 3
51 -60 10 4 6
61-70 1 0 1

Dos 22 individuos do grupo de estudo, 14 (63,6%) individuos estavam
excretando JCV, pelo ao menos em uma amostra coletada; em relacdo ao BKV 12
(54,5%) individuos o excretavam; 4 (18,2%) individuos excretavam Merkel e nenhum
dos nosso pacientes excretaram TSV. Encontramos em nossos resultados 7 (31,8%)
individuos do grupo de estudo excretando ao mesmo tempo JCV e BKV, 1 (4,5%)
paciente excretando JCV e Merkel e 1 (4,5%) individuo excretando os trés
poliomavirus ao mesmo tempo: JCV, BKV e células de Merkel. E apenas 1 (4,5%)
individuo deste grupo ndo excretava henhum destes poliomavirus.

O perfil de excrecdo de JCV nos 22 pacientes no momento da coleta foi de
auséncia de positividade nas amostras de soro. No entanto, nas salivas, 1 paciente
(4,5%) estava excretando JCV; no lavado, um paciente (4,5%) excretava JCV; no
FGC, 2 pacientes (9,1%), e 12 (99,1%) estavam excretando pela urina (Tabela 5.4).
No grupo controle, os resultados encontrados no momento da coleta, nenhum
pacientes excretou JCV através do soro, saliva e lavado bucal. No fluido gengival
crevicular, apenas 3 (25%) dos individuos estavam excretando o virus JC, seis

(33,3%) individuos excretavam pela urina (Tabela 5.4).



Tabela 5.4 - Resultados das amostras por individuos do GE para poliomavirus JC
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Na comparacdo das amostras do grupo de estudo e do grupo controle, a

positividade do JCV nos locais de coletas esta representada na tabela 5.5 (Apéndice

A). A uma prevaléncia maior na excre¢cado do JCV na urina, em ambos 0S grupos.

Tabela 5.5 - Nimero e porcentagem de individuos positivos para JCV em cada grupo nas diferentes

amostras
Grupo JCV
(n total) Soro Saliva Lavado FGC Urina
GE (22) 0 (0%) 1(45%) | 145%) | 2(99,1%) | 12 (99,1%)
GC (20) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%) | 3(25%)* @ 6 (33,3%)*

Legenda: FGC fluido gengival crevicular; (*) total de 12 amostras FGC coletadas; (**) total de 18

amostras de urina coletadas

O virus BK foi mais excretado em nosso grupo de pacientes de estudo, 12

estavam excretando pelo menos em um dos cinco locais. Pelo soro, o BKV foi

excretado por 3 (13,6%); na saliva, a positividade do BKV se apresentou em 4

(18,2%) individuos. No lavado bucal, estava presente em 6 (27,3%) individuos. No

fluido gengival crevicular, em 11 pacientes (50%) e 2 (9,1%) individuos excretavam

pela urina (Tabela 5.6). Nos resultados do grupo controle, o0 BKV estava sendo

excretado em 3 (15%) individuos pelo soro, 10 (50%) individuos pela saliva e 9

(45%) individuos pelo lavado bucal. No fluido gengival crevicular, 7 (58,3%)

individuos e 5 (27,8%) estavam excretando BKV pela urina.



Tabela 5.6 - Resultados das amostras por individuos do GE para o poliomavirus BK
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Comparando as amostras do grupo de estudo e grupo controle, a positividade
do BKV nos locais de coletas esta representada na tabela 5.7 (Apéndice B). A
excrecdo do BKPyV pelo fluido gengival crevicular teve uma expressao significativa,
em ambos os grupos. Observamos ainda, um nuamero significativo para o lavado, em

ambos 0S grupos, e uma excrecao intensa no grupo controle na saliva.

Tabela 5.7 - NUmero e porcentagem de individuos positivos para BKV em cada grupo nas diferentes

amostras
Grupo BKV
(n total) Soro Saliva Lavado FGC Urina
GE (22) | 3(13,6%) | 4(182%) | 6(27.3%) | 11(50%) | 2 (9,1%)
GC(20) | 3(15%) @ 10 (50%) @ 9 (45%) @ 7 (58.3%)* 5 (27,8%) **

Legenda: FGC fluido gengival crevicular; (*) total de 12 amostras FGC coletadas; (**) total de 18
amostras de urina coletadas

Para o poliomavirus de células Merkel, encontramos 1 (9,1%) individuo do
grupo de estudo que excretava o virus pela saliva (4,5%); 2 (9,1%) individuos, pelo
FGC. E apenas 1 (4,5%) individuo, pela urina no momento da coleta (Tabela 5.8).
Contudo, no grupo controle nenhum individuo excretou MCPyV nas amostras
coletadas.



Tabela 5.8 - Resultados das amostras por individuos no GE para poliomavirus de células Merkel
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Na comparacdo das amostras do grupo do estudo e do grupo controle, a
positividade do poliomavirus de células Merkel nos locais de coletas esta
representada na tabela 5.9 (Apéndice C). Encontramos pouca excre¢cdo do MCPyV

em nossos grupo, tendo uma maior prevaléncia no fluido gengival crevicular.

Tabela 5.9 - Nimero e porcentagem de individuos positivos para poliomavirus de células de Merkel em
cada grupo nas diferentes amostras

Grupo MERKEL

(n total) Soro Saliva Lavado FGC Urina
GE (22) 0 (0%) 1(45%) | 0(0%) | 2(91%) | 1(45%)
GC (20) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)* | 0(0%)*

Legenda: FGC fluido gengival crevicular; (*) total de 12 amostras FGC coletadas; (**) total de 18
amostras de urina coletadas

Todos nossos participantes coletados no grupo de estudo e no grupo controle
ndo excretam TSV através dos locais de coleta de material biol6gico (soro, saliva,

lavado, FGC e urina), no momento da coleta (Tabela 5.10).



Tabela 5.10 - Resultados das amostras por individuos do Ge para o poliomavirus TS
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N&o houve positividade do poliomavirus de TSV nas amostras do grupo de

estudo e do grupo controle, representada na tabela 5.11 (Apéndice D).

Tabela 5.11 - Nimero e porcentagem de individuos positivos para TSV em cada grupo nas diferentes

amostras
Grupo TSV
(n total) Soro Saliva Lavado FGC Urina
GE (22) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
GC (20) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0(0%)* 0 (0%)**

Legenda: FGC fluido gengival crevicular; (*) total de 12 amostras FGC coletadas; (**) total de 18
amostras de urina coletadas

Encontramos resultados (ou prevaléncia) semelhantes entre os locais de
coleta em relacdo a positividade de JCV e BKV. Porém, para JCV a frequéncia de
positividade foi maior no FGC e urina, nos dois grupos (estudo e controle); enquanto
para o BKV a distribuicdo foi mais homogénia, no grupo de estudo encontramos
mais excrecao nas amostras do FGC e para o grupo controle, uma maior excrecao
nas salivas.

Correlacinando as amostras de urina com as de saliva, lavado bucal e fluido
gengival crevicular através dos valores encontrados de JCV, estdo demostradas nas
tabelas a seguir (Tabela 5.12, 5.13 e 5.14).

Tabela 5.12 - Associagéo entre urina e saliva com relacéo a detec¢do do JCV no GE

Saliva
— p-valor
Auséncia Presenca .
(Exato de Fisher”s)
de JCV de JCV
_ Auséncia de JCV 10 (100%) 0 (0%)
Urina 0,54
Presenca de JCV 11 (92%) 1 (8,3%)
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Tabela 5.13 - Associacédo entre urina e lavado bucal com a relacéo a deteccdo do JCV no GE

Lavado
S p-valor
Auseéncia Presenca .
(Exato de Fisher’s)
de JCV de JCV
_ Auséncia de JCV 9 (90%) 1 (10%)
Urina 0,45

Presenca de JCV 12 (100%) 1 (4,5%)

Tabela 5.14 - Associacéo entre urina e FGC (fluido gengival crevicular) com relagdo a detec¢édo do

JCV no GE
FGC
: p-valor
Auséncia Presenca )
(Exato de Fisher”s)

de JCV de JCV

_ Auséncia de JCV 10 (100%) 0 (0%)
Urina 0,29

Presenca de JCV 10 (100%) 2 (16,7%)

Correlacinando as amostras de urina com as de saliva, lavado bucal e fluido
gengival crevicular através dos valores encontrados de BKYV, estdo demostradas nas
tabelas a seguir (Tabela 5.15, 5.16 e 5.17).

Tabela 5.15 - Associagdo entre urina e a saliva com relacdo a detec¢do do BKV no GE

Saliva
p-valor

Auséncia Presenca )
(Exato de Fisher”s)

de BKV de BKV

_ Auséncia de BKV 17 (85%) 3 (15%)
Urina 0,34
Presenca de BKV 1 (50%) 1 (50%)
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Tabela 5.16 - Associacdo entre urina e lavado bucal com a relagcéo a detec¢cédo do BKV no GE

Lavado Bucal

S p-valor
Auseéncia Presenca .
(Exato de Fisher’s)
de BKV de BKV
_ Auséncia de BKV 14 (70%) 6 (30%)
Urina 0,52
Presenca de BKV 2 (100%) 0 (0%)

Tabela 5.17 - Associagéo entre urina e FGC (fluido gengival crevicular) com relagdo a detecgcéo do

BKV no GE
FGC
_ p-valor
Auséncia Presenca )
(Exato de Fisher”s)
de BKV de BKV
_ Auséncia de BKV 10 (50%) 10 (50%)
Urina 0,76
Presenca de BKV 1 (50%) 1 (50%)

Associando as amostras de soro, amostra comumente coletada nos dias de
hoje para diagnéstico de poliomavirus, com as de saliva, lavado bucal e fluido
gengival crevicular através dos valores encontrados de BKYV, estdo demostradas nas
tabelas a seguir (Tabela 5.18, 5.19 e 5.20).

Tabela 5.18 - Associagdo entre soro e saliva com relacdo a deteccdo do BKV no GE

Saliva
p-valor

Auséncia Presenca )
(Exato de Fisher”s)

de BKV de BKV

Auséncia de BKV 16 (88,9%) 3 (75%)
Soro 0,47
Presenca de BKV 2 (11,1%) 1 (25%)
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Tabela 5.19 - Associacédo entre soro e lavado bucal com relacéo a deteccéo do BKV no GE

Lavado
S p-valor
Auseéncia Presenca .
(Exato de Fisher’s)
de BKV de BKV
Auséncia de BKV  15(93,8%) 4 (66,7%)
Soro 0,17

Presenca de BKV 1 (6,3%) 2 (33,3%)

Tabela 5.20 - Associacao entre soro e FGC (fluido gengival crevicular) com relacdo a deteccdo do

BKV no GE
FGC
_ p-valor
Auséncia Presenca ;
(Exato de Fisher’s)
de BKV de BKV
Auséncia de BKV 11 (100%) 8 (72,7%)
Soro 0,47
Presenca de BKV 0 (0%) 3 (13,6%)

As analises relacionadas a idade e ao sexo, ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (p > 0,05).

Realizamos analises para correlacionar a positividade dos poliomavirus nas
amostras coletadas em relacdo aos valores de linfécitos CD4+, e ndo encontramos

relacéo entre elas estatisticamente significantes (Tabela 5.21, 5.22 e 5.23).
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Tabela 5.21 — Positividade do CD4+ em relacdo as amostras coletadas para o poliomavirus JC

Desvio
(N) Média padréo P
Sim 1 725,00 -
Saliva 0,935
Nao 21 696,43 73,73
Sim 1 1347,00 -
Lavado 0,41
Nao 21 666,81 66,23
Sim 2 66,00 66,00
FGC 0,67
Nao 20 75,65 75,65
Sim 12 615,92 65,48
Urina 0,24
Nao 10 795,90 130,86

Tabela 5.22 — Positividade do CD4+ em relacao as amostras coletadas para o poliomavirus BK

. Desvio
(N) Média padréo p
Sim 3 624,67 78,65
Soro 0,664
Nao 19 709,67 158,05
Sim 4 736,75 114,64
Saliva 0,747
Nao 18 689,06 83,21
Sim 6 639,88 113,76
Lavado 0,185
N&o 16 852,00 84,14
Sim 11 739,91 103,92
FGC 0,561
Nao 11 655,55 98,01
Sim 11 679,00 261,00
Urina 0,950
Nao 11 699,55 75,16




78

Tabela 5.23 — Positividade do CD4+ em relagdo as amostras coletadas para o poliomavirus de
células Merkel

. Desvio
(N) Média padrao p
Sim 1 373,00 -
Saliva 0,327
Nao 21 713,14 71,95
Sim 2 850,00 350,00
FGC 0,716
Nao 20 682,50 72,33
Sim 1 725,00 -
Urina 0,935
Nao 21 696,43 73,73
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6 DISCUSSAO

Os poliomavirus BK, JC, célula de Merkel e TSV néo sdo patogénicos para
individuos normocompetentes, mas podem causar doencas clinicamente
significativas em individuos imunocomprometidos. O BKV esta presente em
pacientes nefropaticos associados a transplantados de o6rgéo, principalmente
transplantado renal (Hirsch et al., 2005). O JCV esta presente em pacientes com
leucoencefalopatia multifocal progressiva em portadores de HIV (Berger; Houff,
2006).

O BKV infecta aproximadamente 90% da populacdo geral (Hirsch e Steiger,
2003). Este poliomavirus geralmente esta relacionado com doencas no trato urinario,
como a cistite hemorragica em transplantados de medula 6ssea e nefrite intersticial
em transplantados renais. Houve um crescimento significativo na incidéncia de BKV
e complicacbes apos os anos 90; isso ocorreu devido ao aumento no namero de
transplantes renais realizados e a utilizagdo de novos drogas imunossupressoras,
principalmente Tacrolimus e Micofenolato Mofetil. As complicagdes decorrentes do
BKV ocorreram por uma nefropatia associada a disfuncao do 6rgéo transplantado ou
pela perda prematura do mesmo (Hirsch, 2002; Drachenberg et al.; 2007; Kumar,
2010).

O Poliomavirus de células Merkel é o Unico poliomavirus que esta envolvido
no desenvolvimento de cancer (Feng et al., 2008). Ele esta associado ao um cancer
de pele raro, porém agressivo, chamado de carcinoma de células de Merkel,
pacientes HIV positivos tém 13,4% risco maior de desenvolvimento deste tipo de
cancer e por este motivo, a incidéncia do cancer triplicou nos ultimos 20 anos
(Vahabpour et al., 2017).

O poliomavirus TSV estd relacionado a lesGes cutdneas em pacientes
imunocomprometidos, causando espiculas na pele chamadas de Tricodisplasia
espinhosa. Este virus ndo faz parte da microbiota normal da pele (Kazem et al.,
2013). A lesdo é caracterizada por eritema com desenvolvimento de papilas
foliculares espinhosas distribuidas pelo face, orelhas, podendo aparecer raramente
nas extremidades, tronco e couro cabeludo (Kazem et al., 2013, Kassar et al., 2017).
Podem levar a alopecia de sobrancelhas. Com a progressdo da doenca as
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sobrancelhas, orelhas e o nariz podem se desconfigurar e causar alteracdo da
aparéncia facial do paciente (Kazem et al., 2013).

As amostras estudadas para as excre¢cfes dos virus apresentaram-se maior
positividade no grupo de estudo, mas nao foram estatisticamente significante. A
hipétese inicial € que encontrariamos os poliomavirus nos fluidos orais com uma
maior frequéncia. Em nosso estudo o BKV foi detectado mais no fluido gengival
crevicular (FGC) e lavado bucal. O poliomavirus de célula Merkel também teve uma
maior frequéncia no FGC, enquanto as amostras mais positivas para JCV foram na
urina.

Encontramos excrecdo do poliomavirus pela urina. Quatorze pacientes
excretavam poliomavirus, 12 o JCV; 2, o BKV. Behzad-Behbahani et al. (2004)
pesquisaram e encontraram em seu grupo portador de HIV a excrecédo de 21% de
JCV na urina e de BKV, 24%. Na populacdo utilizada por Nali et al. (2012)
encontraram 56% de positividade para JCV e BKV, sendo 14,7% e 18,7%
respectivamente. No estudo de Urbano et al. (2016), no grupo estudado, 62%
estavam excretando poliomavirus, sendo 22,5% de BKV e 26,7% de JCV. Para o
nosso grupo de estudo encontramos a excrecdo do JCV de 54,5% e apenas de
9,1% de BKV, tendo assim uma similaridade com os estudos de Nali e Urbano.
Urbano et al. (2016) realizou uma dosagem de JCPyV e BKPyV em urinas; estas
urinas forma coletadas mensalmente durante 6 meses, e encontraram individuos
gue em um més estavam excretando e em outro més ndo estavam excretando.
Assim, a sua positividade aumentou para 53,5%. Reafirmamos que os resultados as
vezes nao se assemelham, pois dependem do momento da coleta, dependem do
individuo estar ou néo replicando o virus e, consequentemente, estar excretando os
poliomavirus.

Matos et al. (2010) dosaram JCV na urina (234 amostras) e no soro (78
amostras), e concluiram que na urina ha mais prevaléncia que no soro; néo
encontraram diferencas significativas em relacdo a sexo, idade, CD4+ entre os
grupos estudados, que foram pacientes saudaveis e pacientes HIV positivos. Em
nosso estudo encontramos uma maior frequéncia de excrecédo de JCV na urina. No
grupo de estudo, 12 urinas positivas para JCV (54,5%) e, no soro nenhuma amostra
positiva. No grupo controle, 6 urinas positivas (33,3%) e nenhuma positividade no

soro. Nao encontramos diferencas significantes em relacao a idade, sexo e CD4+.
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No estudo de Wierland et al. (2014), coletaram swabs de pele (regidao da
testa) em 449 pacientes, sendo 210 HIV positivos e 239 pacientes controle, ambos
os grupos formados por homens (idade media HIV 43 anos e GC 48 anos). TSPyV
nao parece ser de microbiota normal na pele dos humanos. A reexposi¢do e a
reativacdo do TSV ndo ocorrem com frequéncia, a pele ndo é o principal local de
reativacao e persisténcia do virus. Acreditam também que o grupo estudado tem
falhas, por ter colhido apenas uma amostra (swab) e um s6 local foi investigado. E
concluiram que o TSPyV estda mais presente na pele dos pacientes homens
portadores de HIV, comparado com o grupo controle.

Em nossos resultados ndo encontramos positividade de TSV para ambos 0s
grupos analisados. E os resultados n&do coincidem com os relatos da literatura.
Alguns trabalhos encontraram 5% de positividade TSV, em pacientes
assintomaticos, independente do estado imunoldgico (van der Meijden et al., 2010;
Scuda et al.,, 2011; Kazem et al.,, 2013). Os locais de coleta mas comumente
utilizados sao esfregaco de pele, biopsia cutédnea, sobrancelhas arrancadas, soro e
urina (Kazem et al., 2012).

N&o encontramos estudos de poliomavirus de células Merkel na literatura
utilizando coleta além de esfregaco ou swabs de pele, os nossos resultados foram
bem inferiores do que imagindvamos, esperdvamos uma maior positividade nos
resultados, entretanto, a metologia empregada foi diferente dos trabalhos
disponiveis na literatura. Encontramos na literatura algumas consideracées onde o
Merkel pode ser detectado ou encontrado na pele de 30 a 60% dos individuos
saudaveis ou em pacientes imunocomprometidos, independentemente do estado
imune destes pacientes (Schowalter et al., 2010; Garneski et al., 2009; Foulongne et
al., 2010).

Soroprevaléncia de poliomavirus em seres humanos indicam que as
infeccbes por poliomavirus humano (HPyV) da populacdo geral sdo altamente
prevalentes e comuns na idade precoce. Em adultos saudaveis e
imunocompetentes, foram relatados a soroprevaléncia de 80-100% BKPyV, 40-70%
JCPyV, 55-90% para KIPyV, 70-100% para WUPyV, 40-80% MCPyV, 60% para
HPyV6, 35% HPyV7, 35-50% para HpyV9 (Kazem et al., 2013).

Na deteccdo do anticorpo VP1 contra TSPyV, dois estudos utilizaram a
meétodo de sorologia mulpiples através da proteina de fusdo Glutatina-S-tranferase

(GST) e um estudo a deteccao do anticorpo VP1 e VLP pelo método Elisa. Nos trés
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estudos encontraram a prevaléncia de 70% de positividade. Em relacdo a idade
encontraram uma positividade de VP1 TSPyV 41% em criancas de 0-9 anos e 75%
em adultos acima de 30 anos (Kazem et al., 2013). Kazem acredita que a infec¢ao
pelo TSPyV é comum em idade mais jovem.

Trabalhos como de Feng et al., 2008 investigaram a existéncia do virus em 10
amostras de carcinoma de células Merkel, em 8 havia o DNA do virus (MCPyV).
Kuwamoto et al. (2011) analisaram 59 amostras de tecidos de diversas partes do
corpo; apenas 5 amostras (8%) deram resultados positivos. Bhatia et al. (2010)
através da imuno-histoquimica analisaram 25 amostras de pele normal e que ndo
possuia carcinoma de células Merkel: 4 amostras positivas (16%). Quando estudada
em pacientes com carcinoma de células Merkel este nUmero aumenta.

Poucos estudos existem na literatura em relagédo a excre¢do dos poliomavirus
de células Merkel e TSV, dificultando a comparacdo com 0s nossos resultados. O
nosso estudo foi realizado através da biologia molecular, DNA alvo de um gene que
seja integro, que pode sofrer menos mutacdes, alvo AgT. O nosso perfil € de
excrecao, e por isso, ndo podemos comparar com sorologia que estuda o VP1, pois
séo coisas diferentes.

Nali et al., 2012 realizaram uma pesquisa para avaliar a excrecdo do BKV e
JCV na urina, em pacientes HIV positivos com auséncia de sintomas neuroldgicos,
75 paciente entre 24 e 69 anos de idade. Destes 75 pacientes, 49 eram homens e
26 mulheres. A prevaléncia de viraria foi de 89,3%, detectados 18,7% de BKV e
14,7% para JCV, e 56,0% excretando simultaneamente os dois subtipos. Uma
prevaléncia maior em homens, mas nao foi estatisticamente significante; o mesmo
ocorreu em relacao a idade dos pacientes.

Com base nestes estudos segundo Malumud (2011), a capacidade de avaliar
com precisdao os biomarcadores em amostras obtidas a partir da cavidade oral,
depende da natureza bioquimica do marcador, da fonte, e do tipo de amostra e de
gue forma este marcador estaria na cavidade oral. O perfil gendbmico € meétodo
eficaz, podendo prever a suscetibilidade de uma doenca (Malamud, 2011).

Os testes com FGC séo cada vez mais utilizados no diagnostico de varias
doencas orais e sistémicas, como anticorpos para o HIV, acido nucleico, virus do
herpes, sarcoma de Kaposi e herpesvirus humano (Johnson et al., 2011).

Utilizar a saliva para a deteccdo e quantificacdo do BKV e JCV é eficiente,

uma vez que pode indicar que as glandulas salivares sao um dos locais de laténcia
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desse virus, concordando com as observacdes dos estudo de Jeffers et al., 2009. A
coleta de saliva € um procedimento simples e ndo invasivo, por isso deve ser
considerada importante ferramenta no diagnostico e monitoramento do BKV nos
individuos imunossuprimidos. A presenca do BKV em altas concentra¢cfes na saliva,
também sugere um alto potencial de transmisséo por essa via. Jeffers et al., 2009,
avaliaram saliva de pacientes HIV positivos imunossuprimidos e pacientes
saudaveis, e concluiram que os niveis de DNA de BKV na saliva eram,
significantemente maiores em pacientes infectado pelo HIV. E também demostraram
a capacidade do BKV se replicar na glandula salivar e sugeriram que as glandulas
salivares servem como reservatorio para o BKV.

Outro estudo significativo para a nossa pesquisa foi o de Robaina et al.,
2013a, que pesquisam em criancas HIV positivas e classificou em 3 grupos: CD4+
maior que 500 cel/m® (n 38), CD4+ entre 200-499 cel/m® (n 13), e CD4+ menor que
200 cel/m® (n 9). Encontraram um aumento do HPyYV nas criancas com
imunossupressdo severa. Em relagdo ao BKPyV, JCPyV ou WUPyYV as cargas
foram semelhantes entre os grupos. E sugerem em seu estudo que a saliva pode ser
uma via de transmissdo do HPV e que a cavidade oral pode ser um local de
replicacdo e persisténcia do virus. Comparando com nosso estudo, o CD4+ nao
influenciou na excrecdo dos poliomavirus, 0os nossos participantes tinham uma
média de CD4+ de 697 cel/m® os consideramos pacientes normocompetentes,

portanto nao foi significante para nossos resultados homogéneos.

Machado et al., 2011, investigaram a excrecdo urinaria de BKV e JCV entre
criancas e adolescente HIV positivos e pacientes saudaveis e demostraram um
virria BKV significantemente maior em pacientes infectados pelo HIV. Nenhuma
diferenca foi observada para excre¢ao de JCV, no entanto, nenhuma associac¢ao foi
encontrada entre os valores de CD4+ e excre¢cdo do virus. Os resultados
encontrados em nosso estudo foi divergente; no nosso grupo, formado por adultos
(média de 49,5 anos), e 0 que encontramos foi uma maior excrecédo de JCV em 12
(54,5%) individuos e para BKV apenas 2 (9,1%) individuos estavam excretando pela
urina. Entretanto, em nosso estudo, quando se comparam com 0s valores de CD4+,
também ndo encontramos associacdo com a excrecdo dos poliomavirus aqui
estudados. Podemos ainda comparar com os resultados do estudo de Behzad-

Behbahani et al. 2004, em que ndo encontraram uma correlacdo de excrecao de
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JCV na urina com o numero de CD4+, mas para BKV parece influenciar, mas nao foi
estatisticamente significante. E provavel que as doencas vinculadas ao BKV e JCV
estejam associadas a uma deficiéncia imune especifica, como a deplecdo de células
T CD4+, que acontece em pacientes HIV positivos com LEMP e em pacientes
transplantados renais (em decorréncia dos imunossupressores utilizados) (Jiang et
al., 2009).

Poucos trabalhos utilizaram a saliva, e pouquissimos compararam as
amostras de saliva com amostras de outros fluidos (como sangue e urina). A
comparacao entre fluidos na literatura restringe-se mais em comparar amostra de
sangue e urina. Em nosso estudo, utilizamos amostras de soro, saliva, lavado bucal,
fluido gengival crevicular (FGC) e urina, para a identificacdo dos virus. A saliva e
lavado bucal podem parecer amostras similares, mas estudos anteriores
demonstraram uma eficiéncia maior na deteccdo de papiloma virus humano em
lavado, a positividade foi de 87% no lavado ao ser comparado em outros estudos,
em que os resultados positivos foram de 14 a 52% com outros materiais biolégico,
como por exemplo o swab oral ou esfregaco (Fatahzadeh et al., 2013). Essa
eficiéncia estaria vinculada ao fato de que o lavado seria capaz de coletar células
esfoliadas de toda a cavidade oral, aumentando a quantidade de células epiteliais
presentes na amostra (Fatahzadeh et al., 2013). Outra vantagem da técnica seria a
presenca de alcool na formulacdo do enxaguatério, que teria a capacidade de fixar
melhor as células descamadas do epitélio.

Robaina et al., 2013b, analisaram 291 amostras de salivas pacientes de
saudaveis, voluntarios; 71 amostras (24,3%) foram positivas pelo menos um dos
virus HPyV testados, ou seja, 12,7% (37/291) foram positivos para WUV, 7,2%
(21/291) positivo para BKV, 2,4% (7/291) positivo para KIV e 0,3% (1/291) positivo
para JCV. Se for observar o grupo por idade encontram BKV positivo em 3
pacientes, idade entre 15 e 19 anos (n 50, 6%), positivo em 10 pacientes entre 20 e
29 anos (n 149, 6,7%), 3 pacientes positivos entre as idades de 30-39 anos (n 35,
8,6%), 3 pacientes positivos entre 40 e 49 anos (n 30, 10%), e acima de 50 anos, 2
pacientes positivos para BKV (n 27, 7,4%). Para a deteccao de JCV, t somente 1
amostra positiva, entre as idades de 20 e 29 anos (n 149, 0,7%); nos demais grupos
as amostras foram negativas para JCV. Logo, os poliomavirus podem ser
encontrados positivos em pacientes saudaveis. Estes autores reafirmam que o JCV

aumenta a soroprevaléncia com o aumento da idade, com picos em individuos com
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70 anos, e a soroprevaléncia de BKV é maior em individuos com idade menor de 10
anos e diminuem gradativamente apds a quarta década de vida e para Merkel virus
a soroprevaléncia € durante a quinta década de vida. Como nosso grupo foi
composto apenas por individuos adultos acima de 37 anos (média de 49,5 anos),
encontramos uma excrecdo de BKV entre as idades de 37 a 60 anos. Portanto para
excrecao de JCV foi um pouco divergente dos resultados de Robaina et al., (2013b),
onde no nosso caso de positividade na saliva foi em um individuo acima de 50 anos.
Todavia, ndo havendo estudos para comparacdo mas para a fim de relato, os
individuos que excretaram o poliomavirus de células Merkel tinham entre 45 e 56
anos.

Um trabalho pioneiro da literatura, primeiro estudo a detectar e quantificar
BKV e JCV no fluido gengival crevicular (FGC) foi por Castro et al. 2017, onde
estudaram 46 individuos divididos em 3 grupos: grupo 1 com 14 pacientes com
insuficiéncia renal crénica em hemodialise, grupo 2 composto de pacientes com
transplante renais e o grupo 3 com 20 pacientes saudaveis. Eles pesquisaram em
varios locais de coleta, no fluido gengival crevicular, saliva, lavado bucal, sangue e
urina. Concluiram que os fluidos orais sédo igualmente eficientes para detectar BKV e
JCV em comparacdo com a urina e o sangue. Ainda, os fluidos podem ser
substituidos pela urina para realizar os diagnésticos de BKV e JCV. Alta
concentracado de BKV e JCV na saliva sugere uma via de transmissao. (Castro et al.,
2017).

Figueiredo et al. (2017), em segundo estudo, também pesquisaram o BKV e o
JCV em fluidos orais (saliva e lavado bucal), além de soro e urina em pacientes em
pré-transplantes de figado. Analisaram em dois grupos, grupo 1 (de estudo),
formado por pacientes pré-transplante e grupo 2 (de controle), composto por
pacientes normorreativos. Os resultados encontrados no grupo 1 foram de 25%
positivos para BKPyV e 11,9% positivos para JCPyV. No grupo controle foram
detectados valores de positividade de 34,6% para BKPyV e 7,69% para JCPyV; em
ambos os grupos ndo houve diferenca estatisticamente significante. Portanto, os
pacientes que estdo na fila de espera de um transplante de figado ndo apresentaram
maior prevaléncia de BKPyV e JCPyV em comparagdo com 0 grupo controle.

Gallottini et al. (2017) realizaram um estudo para detectar e quantificar JCV e

BKV em fluidos orais em 4 grupos diferentes: grupo 1, composto por individuos com
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insuficiéncia renal crénica, grupo 2, individuos receptores de transplante renal, grupo
3, individuos portadores de HIV e o grupo 4, individuos saudaveis. Total de amostras
analisadas foram 483, compostas por FGC, saliva, lavado bucal, soro e urina. Os
resultados obtidos, no grupo 1, 100% dos individuos foram positivos pelo menos em
uma das amostras, e 14% foram positivos para JCV. No grupo 2, 91,7%, positivas
para BKV e 51%, para JCV. No grupo 3, 55% foram positivos para BKV e 59%,
positivos para JCV. No grupo 4, encontraram 80% de positividade para BKV e 45%
para JCV. E ainda concluiram que os fluidos ndo sédo substituto para os exames de

sangue.

Os fluidos orais estdo se tornando um excelente alternativa para diagostico
de vérias doencas, além de ser uma coleta ndo invasiva, facil manipulagdo, facil
armazenagem, contem multiplos bio marcadores, sendo viavel também no campo
biomolecular. E para nés cirurgides dentistas sendo possivel aplicar em nossa rotina

da clinica.



87

7 CONCLUSOES

Nossos resultados permitiram nos concluir que:

1) A excrecao dos poliomas virus foi semelhante nos dois grupos estudados,

pessoas HIV positivas e controle, nos diversos tipos de amostras analisadas;

2) Os fluidos orais (saliva, lavado bucal e fluido gengival crevicular) se
mostraram eficientes na deteccdo do DNA dos poliomavirus humanos BK e

de células Merkel;

3) Os fluidos orais apresentaram maior positividade, ou seja, maior
frequéncia de BKV e de células Merkel comparando-se com soro e urina.

Contudo, para JCV, as amostras de urina foram mais eficientes;

4) A positividade das amostras ndo teve relacdo com o nivel de linfécitos T

CD4+ nos individuos do grupo de estudo;

5) Nao houve correspondéncia ou associagcdo na presenca e na quantificacao
dos poliomavirus humanos JC, BK, TSV e de células Merkel, detectados nas

diferentes amostras.
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APENDICE A - Deteccéo e quantificagdo do poliomavirus humano JC em amostras de soro, saliva,
lavado bucal, fluido gengival crevicular e urina dos individuos da pesquisa

JCV
GRUPO | PAC FLUIDO GENGIVAL CREVICULAR
SORO | SALIVA | LAVADO URINA
SITIO1 | SITIOZ | SITIO3 | SITIO4
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
4 NEG POS NEG X X NEG NEG POS
5 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
6 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
7 NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS POS
8 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
10 NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG POS
11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
©F 12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
13 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
14 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
15 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
16 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
17 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
18 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
19 NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
20 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
21 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
22 NEG NEG NEG NEG NEG X NEG NEG
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
cC 2 NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG X
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3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
4 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
5 NEG NEG NEG NEG POS NEG POS NEG
6 NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG X

7 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
8 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
10 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS
13 NEG NEG NEG X X X X NEG
14 NEG NEG NEG X X X X NEG
15 NEG NEG NEG X X X X NEG
16 NEG NEG NEG X X X X NEG
17 NEG NEG NEG X X X X POS
18 NEG NEG NEG X X X X NEG
19 NEG NEG NEG X X X X POS
20 NEG NEG NEG X X X X POS

Legenda: GE = grupo de estudo; GC = grupo control; POS = positivo; NEG = negativo; x = ndo

coletado
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APENDICE B - Deteccéo e quantificacido do poliomavirus humano BK em amostras de soro, saliva,
lavado bucal, fluido gengival crevicular e urina dos individuos da pesquisa

BKV
GRUPO | PAC FLUIDO GENGIVAL CREVICULAR
SORO | SALIVA | LAVADO URINA
SITIO1 | SITIO2 | SITIO3 | SITIO4
1 POS NEG POS NEG POS POS NEG NEG
2 NEG NEG NEG POS POS POS POS POS
3 POS POS POS POS NEG NEG POS NEG
4 NEG POS POS X X POS POS NEG
5 NEG POS POS POS POS POS NEG NEG
6 NEG NEG POS POS POS NEG NEG NEG
7 POS NEG NEG POS POS POS POS NEG
8 NEG NEG POS POS POS POS POS NEG
9 NEG NEG NEG POS NEG POS NEG NEG
10 NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG POS
11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
©F 12 NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG
13 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
14 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
15 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
16 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
17 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
18 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
19 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
20 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
21 NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG
22 NEG NEG NEG NEG NEG X NEG NEG
1 NEG POS POS NEG NEG NEG NEG POS
ec 2 NEG POS POS NEG NEG NEG NEG X
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3 NEG NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG
4 NEG POS POS POS NEG POS POS NEG
5 NEG POS NEG POS POS POS POS POS
6 NEG POS NEG POS POS POS NEG X

7 NEG NEG NEG POS NEG NEG POS NEG
8 NEG POS POS NEG POS NEG NEG POS
9 POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
10 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11 NEG NEG POS NEG NEG NEG POS NEG
12 NEG POS NEG NEG NEG POS NEG NEG
13 NEG NEG POS X X X X POS
14 POS POS POS X X X X POS
15 NEG POS NEG X X X X NEG
16 POS NEG POS X X X X NEG
17 NEG NEG NEG X X X X NEG
18 NEG POS NEG X X X X NEG
19 NEG NEG NEG X X X X NEG
20 NEG NEG NEG X X X X NEG

Legenda: GE = grupo de estudo; GC = grupo control; POS = positivo; NEG = negativo; x = ndo

coletado
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APENDICE C - Detecgéo e quantificacdo do poliomavirus humano de células Merkel em amostras de
soro, saliva, lavado bucal, fluido gengival crevicular e urina dos individuos da

pesquisa
MERKEL
GRUPO | PAC FLUIDO GENGIVAL CREVICULAR
SORO | SALIVA | LAVADO URINA
SITIO1 | SITIO2 | SITIO3 | SITIO4
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
4 NEG NEG NEG X X NEG NEG POS
5 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
6 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
7 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
8 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
10 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
CE 12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
13 NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG
14 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
15 NEG NEG NEG NEG NEG POS NEG NEG
16 NEG POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG
17 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
18 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
19 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
20 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
21 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
22 NEG NEG NEG NEG NEG X NEG NEG
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
eC 2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG X
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3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
4 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
5 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
6 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG X

7 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
8 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
10 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
13 NEG NEG NEG X X X X NEG
14 NEG NEG NEG X X X X NEG
15 NEG NEG NEG X X X X NEG
16 NEG NEG NEG X X X X NEG
17 NEG NEG NEG X X X X NEG
18 NEG NEG NEG X X X X NEG
19 NEG NEG NEG X X X X NEG
20 NEG NEG NEG X X X X NEG

Legenda: GE = grupo de estudo; GC = grupo control; POS = positivo; NEG = negativo; x = néo

coletado
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APENDICE D - Deteccéo e quantificacdo do poliomavirus humano TS em amostras de soro, saliva,
lavado bucal, fluido gengival crevicular e urina dos individuos da pesquisa

TSV
GRUPO | PAC FLUIDO GENGIVAL CREVICULAR
SORO | SALIVA | LAVADO URINA
SITIO1 | SITIO2 | SITIO3 | SITIO4
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
4 NEG NEG NEG X X NEG NEG NEG
5 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
6 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
7 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
8 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
10 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
GE 12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
13 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
14 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
15 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
16 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
17 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
18 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
19 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
20 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
21 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
22 NEG NEG NEG NEG NEG X NEG NEG
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
ec 2 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG X
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3 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
4 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
5 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
6 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG X

7 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
8 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
9 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
10 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
11 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
12 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
13 NEG NEG NEG X X X X NEG
14 NEG NEG NEG X X X X NEG
15 NEG NEG NEG X X X X NEG
16 NEG NEG NEG X X X X NEG
17 NEG NEG NEG X X X X NEG
18 NEG NEG NEG X X X X NEG
19 NEG NEG NEG X X X X NEG
20 NEG NEG NEG X X X X NEG

Legenda: GE = grupo de estudo; GC = grupo control; POS = positivo; NEG = negativo; x = ndo

coletado
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ANEXO A — Termo de consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Detecgao dos poliomavirus humano JC e BK em fluidos orais de individuos imunossuprimidos”

Este termo tem a finalidade de esclarecer ao participante sobre o projeto de pesquisa “Detecgéo dos
poliomavirus humano BK e JC em fluidos orais de individuos imunossuprimidos” a ser desenvolvido pelas alunas
de pos graduacao Talita de Castro Alves, Fabiana Mesquita Barros, e Marilia Andrade Figueirado, sob orientagdo
das Profas. Dra. Marina Helena Cury Gallottini e Karem Lopez Ortega.

Esse estudo visa detectar a possivel presenca dos poliomavirus humano na saliva e fluido crevicular,
comparativamente a urina e sangue, em pessoas normorreativas e também com diversas formas de
imunossupresséo, tais como insuficiéncia renal crénica, pessoas HIV positivas, hepatopatas (cirrose) e pessoas
transplantadas.

Os individuos que concordarem em participar da pesquisa responderdo a um questionario sobre a sua
histéria médica atual e passada, medica¢cbes em uso e dados demogréficos (sexo, idade, raca). Sera também
realizado um exame de boca simples para a deteccdo de doenca periodontal (gengiva), carie e eventuais lesdes
na boca.

Em todos os individuos desta pesquisa, sera realizada uma limpeza dos dentes (profilaxia) e seréo
coletadas amostras de sua saliva, bochecho com Listerine®, uma amostra do fluido de sua gengiva e uma
amostra de urina e de sangue para avaliar a presenca dos virus da familia polioma.

Esta pesquisa lhe trara o beneficio de saber se vocé tem ou ndo alguma doenca de boca e, se ela existir,
vocé podera tratd-la no CAPE. Além disso, poderemos detectar a presenca do virus polioma e, neste caso,
encaminha-lo para avaliagdo especializada. Sendo que individuos sem imunossupresséo ndo apresentam risco
de desenvolverem doenca relacionada com a presenga desse virus.

Os riscos e desconfortos do exame clinico, preenchimento do questionario e coleta de saliva e urina
serdo minimos, ja que fazem parte dos cuidados de todos os pacientes. Com relagdo a coleta de sangue, ha
risco de formagéo de hematoma no local da coleta. A coleta do fluido gengival crevicular podera trazer minimo
desconforto no momento em que é realizado.

A identificacdo do paciente sera preservada de forma que seu nome e dados pessoais ndo aparecerdo
nas publicagbes subsequentes a pesquisa nem serdo citados em cursos, palestras ou aulas expositivas.

O paciente nao recebera e ndo efetuard nenhum pagamento pela sua participacdo na pesquisa, nem
para a realizacéo dos exames laboratoriais.

Os exames a serem realizados serdo:

e Coleta de saliva: através da eliminacdo de toda a sua saliva por 5 minutos em um recipiente e através de
um bochecho com Listerine®, que também sera colocado em um recipiente préprio e estéril;
e Fluido da gengiva: sera coletado com a ajuda de um pequeno papel absorvente colocado pelo dentista em
sua gengiva;
e Sangue: Um tubo de sangue sera coletado através da punc¢éo na regiao da dobra do cotovelo.
e Urina: a coleta de urina serd realizada pelo préprio paciente, em tubo coletor fornecido pelo pesquisador.
Todas as amostras seré@o analisadas para detectar a presenca do poliomavirus.

Existem outros virus de interesse que podem estar presentes nas amostras coletadas e por isso elas
podem ser usadas em outros estudos, desta forma:
() NAO AUTORIZO a utilizacdo de dados ou do material biolégico (saliva, fluido gengival, urina e sangue) em
outra pesquisa. Neste caso, serdo descartados em lixo biologico.
() SIM AUTORIZO a utilizagdo de dados ou material biologico (saliva, fluido gengival e sangue) em outra
pesquisa.

Para utilizar os dados ou material biolégico (saliva, fluido gengival e sangue) em outra pesquisa vocé
quer ser consultado?
() NAO quero ser consultado da utilizacdo dos meus dados ou material biolégico (saliva, fluido gengival e
sangue) em outra pesquisa, desde que a nova pesquisa seja aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa.
() SIM quero ser consultado da utilizagdo dos meus dados ou material bioldgico (saliva, fluido gengival e
sangue) em outra pesquisa.

Vocé podera ter todas as informacgdes que quiser sobre esta pesquisa ou pesquisas futuras que
envolvam suas amostras. Fica claro que vocé terd o direito de ndo aceitar participar da pesquisa ou de
interromper a realizacdo de seu exame a qualquer momento sem prejuizo de qualquer beneficio que esteja
recebendo.

A qualquer momento durante o andamento do estudo as pesquisadoras Fabiana Mesquita Barros, Talita
de Castro Alves e Marilia Andrade Figueiredo estardo disponiveis para dividas e esclarecimentos pelo telefone
(11) 3091-7838.

Se houver dividas sobre a ética da pesquisa entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia (Av. Lineu Prestes 2227, 05508-000 S&o Paulo, telefone 30917960 ou pelo e-mail
cepfo@usp.br). O paciente recebera uma cépia deste termo de consentimento.


mailto:cepfo@usp.br
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Eu, , portador do RG -
li e/ou ouvi as informagBes deste termo e compreendi para que serve o
estudo e qual o procedimento a qual serei submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios
do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagdo a qualquer momento, sem justificar
minha decisdo e que isso ndo afetara 0 meu tratamento. Sei que meu nome néo sera divulgado, que néo terei
despesas e que ndo receberei dinheiro por participar deste estudo e que devo entrar em contato com a Talita de
Castro Alves, Fabiana Mesquita Barros e Marilia Andrade Figueiredo caso tenha alguma duvida. Eu concordo
voluntariamente em participar do estudo “Deteccdo dos poliomavirus humano BK e JC em fluidos orais de
individuos imunossuprimidos”.

Assinatura do participante Assinatura do pesquisador

Séao Paulo, de de

ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP DADOS DO PROJETO DE
PESQUISA Titulo da Pesquisa: DETECCAO DOS POLIOMAVIRUS HUMANO JC
E BK EM SALIVA, FLUIDO GENGIVAL CREVICULAR E SANGUE DE PACIENTES
COM INSUFICIENCIA RENAL Pesquisador: Marina Helena Cury Gallottini

Area Tematica: Versdo: 4 CAAE: 15042613.6.0000.0075
Instituicdo Proponente: Universidade de Séao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER Numero do Parecer: 500.250
Data da Relatoria: 18/12/2013

Apresentacao do Projeto:

A insuficiéncia renal € caracterizada pela perda da capacidade de filtracdo dos
nefrons. De acordo com seu estagio, o tratamento € baseado na introducdo de
terapias de substituicdo renal, como a hemodidlise e a didlise peritoneal, além do
transplante renal. Estes tratamentos levam a alterac6es imunoldgicas nos pacientes
submetidos a eles, permitindo a reativacdo de virus que encontram-se latentes e
sem manifestacdes clinicas

consideraveis em individuos imunocompetentes. Uns destes, sdo os virus da familia
dos Poliomavirus humano, mais especificamente, os virus BKV e JCV, que sao
associados ao desenvolvimento de nefrite em pacientes transplantados renais,
podendo culminar com a perda do 6rgdo transplantado. Seu principal local de
laténcia sdo os rins, e por isso, sua deteccdo pode ser feita através de amostras de
sangue e urina. Além disso, estudos mostram que as glandulas salivares também
servem como local de depdsito destes virus, podendo a saliva ser tanto uma via de
contaminag¢do como de diagnostico para presenca destes virus.

Objetivo da Pesquisa:

Detectar a presenca e quantificar os poliomavirus humanos (BK e JC) na saliva e
fluido gengival crevicular de pessoas com insuficiéncia renal crdnica, em terapia
dialitica, comparando com os valores encontrados no sangue e urina dos mesmos
individuos everificar se h& relacdo entre doencga periodontal e presencga e quantidade
deste virus na saliva e no fluido crevicular.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:
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Os riscos ou desconfortos do exame clinico e coleta de saliva serdo minimos, ja que
0 questionario e o exame bucal sdo parte dos cuidados a serem tomados com estes
pacientes. Com relacdo a coleta de sangue, ha risco da formacdo de hematoma no
local da coleta, associado ou nao a dor local. O poliomavirus humano nos subtipos

BK e JC estéo associados a casos de insucesso de transplante renal. Desta forma, a
deteccédo deste virus na saliva permitira ndo s6 a determinacdo de um teste menos
invasivo para deteccao destes virus, bem como o encaminhamento destes pacientes
para avaliacdo especializada previamente ao transplante renal.

Maria Gabriela Haye Biazevic (Coordenador) Comentarios e Consideracdes
sobre a Pesquisa:

A pesquisa € importante pois objetiva viabilizar a utilizacdo da saliva como meio de
diagndstico da presenca do poliomavirus humanos (BK e JC). Este fluido tem coleta
mais. simples e mais confortavel para o paciente. Os riscos, apesar de presentes,
sdo justificados e aceitaveis.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoria:

Foram apresentados TCLE, onde foram incluidos o endereco e o CEP, a carta de
autorizacdo da co-participante, em que serdo realizadas as andlises e anexado
parecer consubstanciado da CONEP.

Recomendacdes:
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP
relatorios parciais anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatorio final ao
termino do trabalho. Qualquer modificacdo do projeto original deve ser apresentada
a este CEP, de forma objetiva e com justificativas, para nova apreciacgao.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

N&o

Consideracgdes Finais a critério do CEP:

SAO PAULO, 18 de Dezembro de 2013



