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RESUMO 

 

 

Barros FM. Detecção dos poliomavírus humanos BK, JC, de células  Merkel e TSV 
em fluídos orais de indivíduos HIV positivos [tese]. São Paulo: Universidade de São 
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2017. Versão Corrigida. 
 

 

Os poliomavírus compõem uma grande família de vírus que causam infecções 

primárias geralmente na infância, e se mantem em condições subclínicas. Em 

situações de imunossupressão podem causar algumas doenças. Os indivíduos com 

HIV/AIDS frequentemente apresentam deficiência imunológica e por isso podem 

exibir maior risco de doenças causadas pelos poliomavírus. A utilização da saliva no 

diagnóstico e acompanhamento de doenças infecciosas tem sido explorado na 

literatura. As vantagens de usar a saliva para rastreio se pautam especialmente na 

coleta não invasiva e segurança no manuseio. O presente estudo teve como 

objetivo, detectar e quantificar o DNA dos poliomavírus BKV, JCV, de células Merkel 

e TSV, em fluídos orais (saliva, lavado bucal e fluído gengival crevicular) e comparar 

com a detecção em soro e urina, meios usualmente utilizados para detecção. Foram 

coletadas 299 amostras de 42 indivíduos, 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 não 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. 

Não houve diferença de frequência de detecção viral entre os grupos estudados em 

relação às amostras coletadas, ou ainda em relação à idade ou sexo. Entretanto, 

nas amostras de fluídos orais houve maior prevalência de detecção para o BKV e 

para células Merkel. Concluímos que fluídos orais, especialmente saliva e lavado 

bucal, podem ser usados para o rastreamento do BK e JC; e que os indivíduos HIV 

positivos, sob tratamento antirretroviral não exibem frequências maior de 

poliomavírus, comparativamente a indivíduos controle. 

 

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

Poliomavírus Merkel. Portadores de HIV. Saliva. Fluído gengival crevicular. PCR 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

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

 

 

Cerca de 70 a 80% da população possue anticorpos contra os poliomavírus; 

os subtipos mais comuns são os Poliomavírus Humano JC (JCV) e o BK (BKV). A 

nomenclatura se origina do latim POLI (múltiplos) e OMA (câncer) (Hirsch; Steiger, 

2003). Em indivíduos imunocompetentes os vírus não causam doenças ou 

infecções; entretanto, em indivíduos imunocomprometidos, o JCV está associado a 

doença leucoencefalopatia multifocal progressiva (LEMP), doença fatal do sistema 

nervoso central. O BKV se associa à cistite hemorrágica em pacientes receptores de  

transplante de células troncos hematopoiéticas e também à nefropatia intersticial em 

transplantados renais. Recentemente, as pesquisas também associam o BKV a 

complicações neurológicas (Nali et al, 2012). O Poliomavírus TSV (Tricodisplasia 

Espinhosa associada a poliomavírus) promove lesões cutâneas, com manifestações 

clínicas como eritema facial e desenvolvimento de papilas foliculares e espinhas 

(van der Meijden et al., 2010). O Poliomavírus de células Merkel (MCV) está 

associado a neoplasias de pele. O MCV pode ser encontrado em pele de pacientes 

saudáveis e de 30 à 60% em pacientes imunocomprometidos (Showalter et al., 

2010; Garneski et al., 2009; Foulogne et al., 2010)  

Em pacientes HIV positivos e que estejam imunodeprimidos, poderá ocorrer 

reativação dos poliomavírus, desenvolvendo as doenças anteriormente descritas. 

Os fluídos orais contêm diversos biomarcadores, estes também encontrados 

no material biológico, como na urina e no sangue. Os fluídos orais estão sendo 

utilizado na detecção e dosagens de diversos exames laboratoriais como, 

anticorpos, hormônios, proteínas, bactérias, fungos, glicemia e inclusive DNA. Uma 

excelente alternativa no processo de diagnóstico de várias doenças, pois sua coleta 

não é invasiva, fácil manipulação e armazenamento, sendo viável também no campo 

da biologia molecular.   

O objetivo de nossa pesquisa foi avaliar a prevalência de JC vírus, BK vírus, 

TS vírus, células de Merkel vírus no soro, saliva, lavado bucal, fluído gengival 

crevicular e urina em pacientes HIV positivos sem sintomas neurológicos, para a 

avaliação levou-se em conta a idade do paciente, local, medicação utilizada, 

incidência dos vírus. A metodologia utilizada foi por rTPCR PCR real time. 



 

 



 29 

2 REVISÃO 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 São 

Paulo. Nos Estados Unidos, pesquisadores descobriram o fator etiológico da 

doença. No ano seguinte, ocorre a primeira conferência sobre AIDS em Denver, 

quando 33 países tinham relatos da doença, 3.000 casos diagnosticados e 1.283 

casos de morte (Brasil, 2017a). 

Na AIDS ou síndrome da imunodeficiência adquirida, o individuo é infectado 

por um retrovírus que afeta a sua resposta imunológica, o tornando suscetível a 

infecções oportunistas. O contágio ocorre por via parenteral, ou seja, contato 

sanguíneo ou fluídos, tais como, transfusão, transmissão vertical (mãe para filho), 

entre outros (Departamento de Vigilância, Prevenção e Controle das IST, do 

HIV/Aids  e das hepatites virais – Ministério da Saúde). 

Atualmente as terapias antirretrovirais são muito eficientes e podem levar o 

paciente a ter a mesma expectativa de vida de um não infectado com o vírus HIV 

(Departamento de Vigilância, Prevenção e Controle das IST, do HIV/Aids  e das 

hepatites virais – Ministério da Saúde).  

 

2.1.1 Terapia antirretroviral 

 

 

Atualmente existem 22 medicamentos para a terapia antirretroviral, em 38 

apresentações farmacêuticas (Departamento de Vigilância, Prevenção e Controle 

das IST, do HIV/Aids  e das hepatites virais – Ministério da Saúde).  

A terapia antirretroviral inibe a replicação viral, retarda a progressão da 

imunodeficiência e restaura a imunidade do indivíduo, aumentando o tempo e 
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qualidade de vida do portador do HIV ou do paciente com Aids. O controle da terapia 

é realizada através da contagem dos linfócitos T CD4+; é expresso por número de 

células por milímetro cúbico (células/mm3), através deste valor também 

categorizamos a doença: categoria 1, considerado imunossupressor, os valores de 

CD4 estão entre zero e 199 células/mm3, categoria 2, seus valores encontram-se 

entre 200 e 499 células/ mm3, estes pacientes são considerados moderados, se os 

valores de CD4 encontram-se acima de 500 células/mm3, estes pacientes são 

considerados imunocompetentes, categoria 3. Parâmetros virológicos chamados 

também de carga viral, são dosados e de suma importância. A carga viral avalia 

também o grau de comprometimento do sistema imune e a recuperação da resposta 

imunológica, informando se o tratamento antirretroviral está sendo eficiente. Carga 

viral indetectável e contagem de linfócito T CD4+ acima de 350 células/mm3, o 

paciente é normocompetente e a escolha da medicação está coerente, indicando a 

supressão viral. Para o Ministério da Saúde e a OMS o pacientes que apresentarem 

a carga viral indetectável e o valor de linfócito CD4+ acima de 500 células/mm3, a 

expectativa de vida deste indivíduo é semelhante à população em geral (Brasil, 

2017b). 

Os fármacos estão divididos em quatro classes, inibidores de fusão (IF), 

inibidores de transcriptase reversa análogos de nucleosídeos (ITRN), inibidores de 

transcriptase reversa não análogo de nucleosídeos (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 infecções de HIV na região. 

O país responde por 49% das novas infecções enquanto o México responde por 

13%. As estimativas, no ano de 2016 apontavam 830.000 pessoas vivendo com HIV, 

48.000 novas infecções pelo HIV e 14.000 mortes relacionadas à AIDS (UNAIDS, 

2017).  

O Ministério da Saúde acredita que 87% da população vivendo com HIV já foi 

diagnosticada, e deste número 64% estão em tratamento antirretroviral, e cerca de 



 31 

90% apresentam carga viral indetectável. O Ministério da saúde tem uma meta de 

90-90-90 até 2020, ou seja, 90% da população com diagnóstico, 90% em tratamento 

e 90% com carga viral indetectável  (UNAIDS, 2017; Brasil, 2017c). 

A epidemia entre os jovens continua sendo uma preocupação ao Ministério da 

Saúde. 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 

que dobrou (de 15,9 para 33,1 casos por 100 mil habitantes) (UNAIDS, 2017; Brasil 

2017c). 

 

 

2.2 Poliomavírus Humano 

 

 

2.2.1 Descrição do poliomavírus ou descobrindo o poliomavírus 

 

 

 Os poliomavírus são pequenos vírus não envelopados com dupla-fita de DNA 

e foram descobertos acidentalmente por volta de 1950, seu nome provém de POLI 

de múltiplos, OMA do câncer segundo Hirsch e Steiger (2003). A família 

Polyomaviridae é formada por vírus que infectam diferentes espécies animais, 

dentre elas o homem (Arthur et al., 1989; Randhawwa et al., 2002). A família 

composta por 25 membros está dividida em três grupos, Wukipolyomavirus, 

Avipolyomavirus e Orthopolyomavirus (Johne et al., 2011). Os grupos 

Orthopolyomavirus e Wukipolyomavirus infectam mamíferos e o grupo 

Avipolyomavirus infectam aves. Os vírus BK, JC, TSV e células Merkel são 

integrantes da família Polyomaviridae, do grupo Orthopolyomavirus (Johne et al., 

2011)  (Figura 2.1). 
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Figura 2.1 - Relação filogenética entre os poliomavírus com base na sequência genômica (Johne et 
al., 2011) 

 

 

 

 

Os primeiros poliomavírus humanos, o vírus BK (BKV) e o vírus 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 os 

vírus foram isolados (Gardner et al., 1971; Padget et al., 1971). (Figura 2.1) O 

sequenciamento do DNA dos dois vírus foram realizados por Frisque e 

colaboradores em 1982 (Frisque et al., 1984), e depois de 2 décadas, foram 

descobertos mais três novos membros, o poliomavírus KI (KI), poliomavírus WU 

(WU) e o poliomavírus de células Merkel (MCV); os dois primeiros, isolados em 

secreções respiratórias de pacientes com infecção do trato respiratório (Allander et 
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al., 2007) e MCV, identificado em carcinoma de células de Merkel (Feng et al., 2008; 

Jiang 2009).  

O Poliomavírus de células Merkel foi (MCV ou MCPyV) apresentado em 2008 

por Feng e colaboradores, associando um agente etiológico no desenvolvimento do 

Carcinoma de Células de Merkel, portanto, sua principal característica. Para este 

estudo, foram utilizados tecidos congelados possibilitando uma melhor extração do 

DNA que foi detectado em 80% das amostras avaliadas. A principal característica do 

Poliomavírus de células de Merkel (MCV) é causar um carcinoma raro de pele 

(Vahabpour  et al., 2016). Entretanto, é 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 poliomavírus TSV (Trichodysplasia spinulosa-associated polyomavirus), 

está associado a uma doença cutânea rara, com manifestações clínicas 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 poliomavírus 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 coração (20%), seguidos de pacientes com 

leucemia linfocítica aguda (12%), leucemia linfocítica crônica (8%), transplantados 

de pulmão (8%), linfoma não Hodgkin (4%) (Kazem et al., 2013). 

O último poliomavírus descrito na literatura é o poliomavírus humano tipo 9; 

pouco se sabe sobre este vírus e o seu grau de patogenicidade (Moens et al., 2011). 

Entretanto, este vírus foi encontrado em amostras de sangue e urina de pacientes 

imunocomprometidos, mas ainda não foi associada a nenhuma doença (Moens et 

al., 2011; Scuda et al., 2011). 

 

 

2.2.2 Estrutura Viral 

 

 

Os poliomavírus são pequenos vírus icosaédricos (~45nm), não envelopados, 

com genoma composto por dupla fita de DNA circular (~5170pb)  (Figura 2.2). 
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A primeira região é chamada de “precoce”, onde se localizam genes que 

codificam proteínas não estruturais, denominadas de antígeno T grande (Ag-T) e o 

antígeno t pequeno (Ag-t) (Randhawa et al., 2002). O antígeno t-pequeno ainda não 

tem a função totalmente conhecida, entretanto, parece que auxilia a progressão do 

ciclo celular e ajuda na indução da fase S celular junto com o Ag-T (Mullane et al., 

1998; Pallas et al., 1990) (Figura 2.3 e 2.4). 

Outra região, mais externa, denominada região “tardia”, codifica as proteínas 

estruturais como VP1, VP2, VP3 e a agnoproteína, cuja função ainda não está 

totalmente elucidada. A proteína VP1 do capsídeo viral está exposta na face externa 

do vírus, codificada por um gene homônimo e sintetizada na região tardia do vírus 

(Nishimoto et al., 2006; Luo et al., 2008). Esta proteína contém epítopos de indução 

e reconhecimento de anticorpos (Hilton; Tong, 2008). A proteína VP1 distingue os 

subtipos dos genótipos dos poliomavírus JC e BK. As proteínas VP2 e VP3 fazem 

parte da cápside viral e formam complexos com a proteína VP1, permitindo a 

conclusão da montagem viral (Chang et al., 1992; Barouch; Harrison, 1994). A 

agnoproteína, ou proteína tardia, tem a função reguladora na transcrição viral, na 

transdução e na formação e maturação de novos vírus; ela também interage com o 

AgT influenciando a replicação viral e transcrição do DNA (Rhadhawa et al., 2002) 

(Figura 2.3 e 2.4).  

Possuem, ainda, uma região de controle não codificante (NCCR); esta região 

do vírus regula a replicação do DNA e ocorre a transcrição do RNA (Olsen et al., 

2006), e a sua montagem é realizada no núcleo celular (Chang et al., 1992). (Figuras 

2.3 e 2.4) Na cepa arquetípica, que é a circulante na população geral (indivíduos 

sadios), essa região (NCCR) é altamente conservada (Moens, 1995). Em cepas 

patogênicas, encontrada em indivíduos imunocomprometidos, a região regulatória 

rearranjada apresenta pequenas variações de nucleotídeos, cuja função também 

está associada à transcrição viral (Randhawa, 2002).  
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Figura 2.2 - Morfologia da cápside do JCV (Ahsan N; Shah KV, 2006) 

 

 

 

No poliomavírus TSV, o genoma é formado por 5232pb; a sua transcrição é 

regulada pela região de controle não codificante NCCR (Kazem et al., 2013; van der 

Meijden et al., 2010). Com tudo, ainda pouco se sabe sobre os padrões de 

transcrição deste poliomavírus (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 poliomavírus de célula Merkel (Feng et al., 2011) 
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2.2.3 Epidemiologia molecular dos poliomavírus e distribuição dos genótipos e 

subtipos 

 

 

Com base no sequenciamento genômico da região da proteína VP1 dos 

poliomavírus, é possível identificar o genótipo e subtipos para os poliomavírus JC e 

BK; com isso, identificar a sua origem. Estão distribuídos na população dos 

continentes, sugerindo a origem da ancestralidade desta população (Figura 2.5). 

O vírus JC  possui diferentes genótipos já identificados/classificados. O 

genótipo 1, tem três subtipos; é encontrado principalmente em indivíduos com 

origem Europeia, mas também encontrado nos Estados Unidos (Frisque, 1983; 

Agostini et al., 1998; Agostini et al., 2001). 

Os genótipos 2 e 7 são comumente encontrados na Ásia; o genótipo 2 é 

predominantemente da região nordeste da Ásia; e o genótipo 7 mais frequente na 

região sul da China e sudeste asiático (Agostini et al., 2001; Jobes et al., 1998; Guo 

et al., 1998; Sugimoto et al., 1997). 

O genótipo 3 é proveniente da Ásia oriental (Agostini et al., 1997) e o genótipo 

4 da região do Mediterrâneo (Agostini et al., 2001). 

O genótipo 5 é formada a partir de uma combinação de uma parte da 

sequência genótipos 2 e, outra, do 6 (Agostini et al.,. 1996; Jobes et al., 1998; 

Hatwell; Sharp, 2000). 

O genótipo 6 está presente na região oeste e central da África (Hatwell e 

Sharp, 2000; Guo et al., 1996). 

E o genótipo 8 está presente na população da Papua Nova Guiné e 

Micronésia (Jobes et al., 2001). 
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Figura 2.5 - Distribuição mundial dos genótipos mais frequente de JC 

 

 

 

 

 Também foi realizado o sequenciamento da proteína VP1, para a 

identificação do  BK, e foram encontrados 4 genótipos e diversos subtipos. O 

genótipo está distribuído em relação à distribuição geográfica da população. Através 

desta detecção há uma grande acurácia da determinação geográfica do indivíduo 

(Figura 2.6). 

O genótipo 1 está dividido em subtipos. O subtipo 1A, o mais comum, é 

encontrado no continente africano; o subtipo 1-B1, encontrado no sudeste asiático; o 

subtipo 1-B2, encontrado na Europa e oeste da Ásia; e o subtipo 1C, no Japão 

(Krumbholz et al., 2008; Luo et al., 2008; Takasaka et al., 2004; Zheng et al., 2007; 

Zhong et al., 2009b).  

O genótipo 4 é dividido em 6 subtipos: a1, a2, b1, b2, c1 e c2.  Todos com 

maior prevalência na Ásia e Europa (Nishimoto et al., 2007; Zhong et al., 2009a). 

Os genótipos 2 e 3 são os mais raros, e ainda não foram identificados até o 

presente momento, a origem desse genótipo (Nishimoto et al., 2006; Ikegaya et al., 

2007; Yogo et al., 2007).  

No Brasil, foram publicados dois trabalhos que realizaram a identificação da 

genotipagem para o BK em nossa população. Em São Paulo, o genótipo 1 foi 

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

genótipo 2 (Zalona et al., 2011). 

 

 

Figura 2.6 - Distribuição mundial dos genótipos mais frequentes de BK 

 

 

 

 

2.2.4 Replicação do vírus ou propagação no hospedeiro  

 

 

Sabe-se que a proteína VP1 tem um papel fundamental na infecção da célula 

pelo poliomavírus. Os receptores com resíduos de ácido siálico também têm um 

papel importante. No poliomavírus JC, o vírus, para penetrar na célula, depende de 

uma glicoproteína para se ligar à membrana (Seganti et al., 1981), ocorrendo 

endocitose; após 12 a 16 horas, o JCV irá integrar o retículo endoplasmático, 

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

No caso do BKV, os receptores de membrana são os gangliosídeos (Sinibaldi 

et al., 1990), entrando, assim, no citoplasma celular e transportado para o núcleo 

celular. Nesta fase, se inicia a transcrição de RNA mensageiro, envolvido todas as 

partes das estruturas do vírus, como VP1, VP2, VP3, AgT, agnoproteína, entre 

outras estruturas e, assim, a replicação viral. A replicação viral do DNA dos 
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poliomavírus não está bem elucidada. O ciclo replicativo tem duração de 

aproximadamente de 40 horas e as proteínas virais maduras são liberadas 

(Trowbridge; Frisque, 1995; Prins, Frisque., 2001; Shishido-Hara et al., 2000) 

(Figuras 2.7 e 2.8). 

Figura 2.7 - Representação esquemática do ciclo viral do JCV 

 

O vírus JC se liga ao receptor de hidratos de carbono na superfície da célula ou no receptor de 
serotonina em células humanas da glia. O vírus é incorporado por poções revestidos por clatrina, 
formando endossomo. O vírus seguirá até o retículo endoplasmático, causando alterações 
conformacionais. Na sequência, ele será transportado para o citoplasma e, consequentemente, 
atingindo o núcleo da célula (Ferenczy et al., 2012).  
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Figura 2.8 - Representação esquemática do ciclo viral do BKV 

 

1 - O vírus BKV se ligando à célula. 2 - É formado endossomo. 3 - O vírus é transportado para o 
núcleo da célula. 4 - Exposição do genoma viral. 5 - Expressão dos genes precoces. 6 - Síntese das 
proteínas. 7 e 8 - Duplicação do DNA viral. 9- Síntese de proteínas tardias. 10 - Formação de novos 
vírus. 11 - Liberação dos vírus para o citoplasma. 12 - Vírus sendo conduzido para o meio 
extracelular. 13- Disseminação do vírus (Cole et al., 2001). 

 

 

O poliomavírus de célula Merkel se desenvolve da mesma maneira que os 

demais; de forma resumida Feng et al., (2011) descreveram que as atividades se 

iniciam no AgT; na região tardia ocorre a codificação das proteínas da capsídeo 

viral; nas VP1, VP2 ocorre a replicação viral (Feng et al., 2011). 

Após a infecção primária, os poliomavírus se disseminam pelo corpo através 

da corrente sanguínea (Dörries et al., 1994), atingindo sítios com potenciais de 

replicação (Hirsch et al., 2003). 
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2.2.5 Transmissão e Sorocoversão 

 

 

 Os poliomavírus são vírus ubíquos que infectam o hospedeiro sem causar 

uma doença primária e sem manifestações clínicas. Após a infecção primária, 

geralmente persistem sem causar sintomas clínicos e ficam latentes (Kazem et al., 

2013). Os humanos são hospedeiros naturais para o poliomavírus 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 o JCV são vírus 

não patogênicos para indivíduos imunocompetentes, ou saudáveis, e sua ativação 

está associada à imunodeficiência (Hirsch e Steiger, 2003; Machado et al., 2011). 

Segundo estudos soroepidemiológicos, aproximadamente 85% da população adulta 

já foi infectada com os poliomavírus (Knowles et al., 2001; Kean et al., 2009). As 

infecções primárias podem ocorrer com frequência na infância. Em crianças 

imunocomprometidas, a infecção pelo BKV pode se manifestar clinicamente como 

uma cistite ou nefrite (Mylonakis et al., 2001; Krumbholz et al., 2008). 

O modo de transmissão por BKV e JCV ainda não está bem definido, assim 

como o mecanismo do vírus para entrar no estado de latência ou manter baixos 

níveis de expressão gênica ou replicação, não estão totalmente estabelecidos (Ling 

et al., 2003; Vanchiere et al., 2009; Robaina et al., 2013a). Existe ainda, uma 

especulação alternativa que não pode ser descartada, como por exemplo, 

transmissão por unino-oral, transplacentária, transfusão de sangue, sêmen e órgão 

transplantado (Bofill-Mas et al., 2001; Bofill-Mas et al., 2000; Hirsch; Steiger, 2003). 

A soroprevalência 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 estágio da vida o TSPyV 

infecta a pele e causa a doença 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 Disseminação e persistência do vírus  (transmissão e propagação) 

 

 

 As infecções primarias por BKV e JCV geralmente são subclínicas no início 

da vida (Pal et al., 2006; Goudsmit et al., 1981; Goudsmit et al., 1982; Jiang et al., 

2009). Produzem uma viremia transitória seguida pela da instalação da infecção; 

algumas podem causar casos de latência clínica, quando o nível da replicação viral 

é baixa (Pal et al., 2006; Fioriti et al., 2005; Goudsmit et al., 1982) ou realmente 

instalar as doenças relacionadas ao vírus. Cerca de 60% dos casos, podem ser 

acompanhados por doenças nos sistemas respiratório ou do trato urinário (Fioriti et 

al., 2005; Goudsmit et al., 1982). Em estudo prospectivo, foram avaliadas 66 

crianças saudáveis apresentando problemas respiratórios; 11 delas foram 

soropositivas para o BKV. Sete ou 63,6% apresentavam doença respiratória 

moderada, e apenas quatro ou 36,4% eram assintomáticas (Goudsmit et al., 1982). 

Um local de persistência do vírus BKV e JCV são em células renais e do trato 

urinário (Chesters et al., 1983; Heritage et al., 1981; Jiang et al., 2009), também são 

encontrados na circulação sanguínea (Dörries et al., 2003; Dörries et al., 1994; 

Monaco et al., 1996; Tornatore et al., 1992; Jiang et al.,  2009) e na urina (Dörries, 

2001; Knowles et al., 2001; Jiang et al., 2009; Zhong et al., 2007), apenas 3% em 

urinas de mulheres grávidas durante o segundo e terceiro trimestre de gestação 

(Arthur et al., 1989; Chang et al., 1996b; Coleman et al., 1980; Markowitz et al., 

1991; Jiang et al., 2009). Foram identificadas sequências de BKV com alta 

frequência em tecidos e fluídos urogenitais, tais como cérvix, vulva, próstata e 

sêmen, e em uma baixa frequência em tecidos cerebrais (Dörries,2006; Monini et 

al.,1996; Elsner; Dörries, 1992; Martini et al., 2004; Monini et al., 1996; Monini et al., 

1995; Pietropaolo et al., 2003; Jiang et al., 2009). O vírus JC é frequentemente 

encontrado em infecções do encéfalo; não esta claro se, em tecido cerebral normal, 

o vírus está presente (Dörries, 2001). Muitos pesquisadores descrevem que há a 

presença do JCV (Caldarelli-Stefano et al., 1999; Elsner; Dörries, 1992; Mori et al., 

1992) ou ausência 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 vários tecidos e células como, 

fígado, baço, pulmão, linfonodo e epitélio colorretal (Caldarelli-Stefano et al., 1999; 

Dörries, 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 

vários tipos de neoplasias (Flaegstad et al., 1999), mas não há prova concreta de 

que estes poliomavírus estejam diretamente associados à carcinogênese ou 

atuando como ativador para algum tipo de câncer humano (Fioriti et al., 2005). Eash 

et al. (2006) concluíram que ocorre um aumento na incidência da detecção do 

poliomavírus na urina (viruria) e no sangue (viremia), em pacientes receptores de 

células tronco hematopoiéticas, rim e coração e em indivíduos infectados pelo HIV. 

Zhong et al. (2007) realizaram um estudo para conhecer a incidência de BKV na 

urina e comparar e confirmar os resultados descritos na literatura de JCV. Foram 

utilizados 50 indivíduos distribuídos em 9 grupos, divididos por idade. Concluíram 

que a taxa de virúria de BK foi relativamente baixa em indivíduos com idade menor 

que 30 anos, mas houve um aumento gradual em indivíduos com idade maior de 30 

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

 

 

2.2.7 Reativação do vírus  

 

 

Os poliomavírus humanos causam doenças em indivíduos 

imunocomprometidos, permitindo a reativação no estado subclínico conduzindo a 

uma infecção, resultando em uma virúria ou viremia, levando a doenças graves ou 

fatais. A reativação viral pode se desencadear em diferentes momentos, em especial 

na imunossupressão, desenvolvendo a replicação viral sem o controle do sistema 

inume. A infecção primária é diagnosticada pela detecção de genes virais em um 

indivíduo soronegativo. A infecção secundária é definida com a replicação do vírus 

em um indivíduo previamente positivo. A reativação ou reinfecção é considerada, 

quando a replicação do latente ou de um novo subtipo for detectada, 

respectivamente. Já a doença pelo BKV é considerada quando a replicação viral 

causa a disfunção do órgão (presença da replicação do BKV no tecido alterado) 

(Hirsch; Steiger, 2003). A reativação do BKV, em um transplantado renal ou de 

medula óssea, resulta em uma cistite hemorrágica e nefropatia por poliomavírus 

(Chang et al., 1996a; Muñoz  et al., 2005; Sundsfjord et al., 1999). Exemplificando, 

JCV é reativado quando o paciente está imunossuprimido com HIV, a reativação 
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ocorre no cérebro levando o paciente a uma leucoencefalopatia multifocal 

progressiva (Berger; Concha, 1995; Brooks; Walker, 1984). Em contrapartida, a 

virulência de JCV não se correlaciona com o grau de imunossupressão (Dörries, 

2001). 

 

 

2.2.8 Doenças relacionadas com cada poliomavírus e seu mecanismo  

 

 

Doenças relacionadas ao BKV, podem causar nefropatia em pacientes com 

transplante renal; de 1 a 10% estenose uretral em transplante renal; 3% cistite 

hemorrágica, 10 a 25% em pacientes transplantados de medula óssea. Podem 

raramente causar pneumonia, retinite, doença hepática e meningoencefalite (Pinto; 

Dobson, 2014). 

 O vírus JC está relacionado a leucoencefalopatia multifocal progressiva 

(LEMP) em pacientes imunocomprometidos. Foram encontrados pacientes com 

diagnóstico de LEMP, em 80% em imunossuprimidos graves com AIDS, malignidade 

hematológicas 13%, receptores de transplante de órgãos sólidos e medula óssea 

5% e doenças inflamatórias crônicas 2% (Pinto e Dobson, 2014). O LEMP está 

envolvido na desmielinização progressiva da substância branca do cérebro levando 

a uma deterioração cognitiva, a distúrbios da marcha e coordenação, paresia dos 

membros e convulsões (Pinto; Dobson, 2014). Há estudos que encontraram o DNA 

do antígeno T grande (Ag-T) do vírus JC, presentes em 28 a 30% dos carcinomas 

colorretais, sugerindo que o vírus 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 indivíduos 

saudáveis, e também a replicação nas células das glândulas salivares em cultivo 

celular; através do método de PCR real time quantitativo. Concluíram que as células 

salivares humanas podem estar infectadas e serem um local de latência, além dos 

rins e trato urogenital, possibilitando assim uma via de transmissão  oral. 

Robaina et al., em 2013a, avaliaram a presença de poliomavírus na saliva de 

crianças infectadas pelo HIV e observaram a presença do DNA dos poliomavírus 
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BK, JC, WU, KI nas amostras de saliva, tanto nas portadoras de HIV quanto no 

grupo controle, com frequência de infecção significantemente maior no grupo de 

crianças portadoras de HIV. 

Existem alguns trabalhos que demostram a presença de BKV e JCV na 

saliva, mas nenhum trabalho até o momento demostrou sua presença em fluído 

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 

doença rara, mas geralmente fatal, que ocorre quase exclusivamente em pacientes 

com imunossupressão grave, em indivíduos portadores de HIV, com doenças 

hematológicas malignas, neoplasias de órgão sólidos, transplantados de órgão ou 

indivíduos que fazem tratamentos com imunossupressores. Os sintomas desta 

doença (LEMP) são deficiências motoras, alteração de consciência, 

comprometimento da marcha e distúrbios visuais (Delbue et al., 2013). 

A alta frequência de JCV excretado na urina sugere que os rins sejam um 

local de latência deste vírus. Mas outros reservatórios estão sendo investigados. A 

hibridização in situ já demonstrou a presença de JCV em linfócitos B, medula óssea 

e outros tecidos retículo-endoteliais, como pulmão, linfonodos e tonsilas. A presença 

do DNA do JCV no tecido tonsilar e a frequência deste vírus nas vias respiratórias, 

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 reativação e eliminação dos poliomavírus 

em 30 indivíduos saudáveis por mais de 14 meses; evidenciando que a eliminação 

do JCV na urina foi dependente da idade nos indivíduos saudáveis e ocorrendo com 

maior frequência nos indivíduos com mais de 40 anos. O estudo também demostrou 

que a eliminação do JCV na urina foi mais frequente na primavera e outono, 

mostrando que a variação sazonal da reatividade do vírus pode influenciar no 

resultado das coletas. No ano de 2007, Zhong et al., confirmaram parte deste 

estudo, e demostraram que a taxa de virúria de BK foi relativamente baixa em 

indivíduos com idade menor de 30 anos, mas obteve um aumento gradual em 

indivíduos com idade maior de 30 anos. 

O Poliomavírus de células Merkel, único poliomavírus que está envolvido no  

desenvolvimento de câncer (Feng et al., 2008),  está associado a um câncer 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 câncer. Por este 

motivo, a incidência do câncer triplicou nos últimos 20 anos (Vahabpour et al., 2017). 

O TSV está relacionado a lesões cutâneas em pacientes 

imunocomprometidos, a Tricodisplasia espinhosa. Este vírus não faz parte da 

microbiota normal da pele (Kazem et al., 2013). A lesão é caracterizada por eritema 

com desenvolvimento de papilas foliculares distribuída 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 progressão da 

doença as sobrancelhas, orelhas e o nariz podem se desconfigurar e causar 

alteração da aparência 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 

poliomavírus acometendo alguns órgãos no ser humano. 
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Figura 2.9 - Representação dos órgãos afetados pelos poliomavírus JCV, BKV e de células Merkel 
(Burger-Calderon; Webster-Cyriaque, 2015). 
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2.3 Fluídos Orais e Diagnósticos 

 

 

Na tentativa de diagnóstico laboratorial ou clínico, o monitoramento de alguns 

pacientes tem sido o método menos invasivo, quando comparado às biópsias e 

punção venosa com resultados confiáveis. Novas abordagens se empregam em 

pacientes com doenças sistêmicas, como a utilização de fluídos orais (saliva, lavado 

bucal e o fluído gengival crevicular (FGC)) (Malamud, 2011). Pesquisadores 

defendem que o seu armazenamento e manuseio são mais seguros.  

A saliva contém múltiplos biomarcadores, a tornando útil em qualquer 

experimento, principalmente no campo molecular, auxiliando no diagnóstico de 

doenças orais e sistêmicas (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, diagnóstico para detecção de anticorpos anti-HIV pelo fluído 

oral foi confirmado (Parisi et al., 2009; White et al., 2009).   

Segundo Malamud, podem ser encontrados na saliva: hormônios, anticorpos, 

fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas , ácidos nucleicos, proteínas e drogas. 

Na saliva é possível diagnosticar doenças orais por fungos, carcinoma epidermoide, 

doenças causadas por vírus (HPV, EBV, CMV, Herpes simples 1, Herpes Zooster) e 

doenças causadas por bactéria (gengivite, periodontite). 

Priyanka et al., (2012) diz que a saliva é um “espelho do corpo”, pois é um 

indicador de saúde, não apenas da cavidade oral, mas de todo o corpo. A saliva tem 

componentes moleculares hormonais, imunológicos, toxicológicos e resíduos 

medicamentosos. Além disso, a saliva contém quantidades suficientes de 

biomarcadores de doenças, RNA e DNA, tornando a saliva um fluído de potencial 

valor e excelente alternativa no processo de diagnóstico de várias doenças, e a sua 

coleta é minimamente invasiva.  A saliva é utilizada informalmente há mais de 2.000 

anos. A viscosidade e odor eram utilizados como diagnóstico para algumas doenças, 

dentre elas a diabetes mellitus, a insuficiência renal e insuficiência hepática.  
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 A saliva não estimulada é mais adequada e mais utilizada para diagnóstico, já 

que não há alteração do pH ou diluição da concentração das suas proteínas, 

causadas pelos métodos de estímulo (Priyanka et al., 2012). A saliva é mais fácil de 

se manusear, pois não coagula, apresenta um menor potencial para transmissão de 

doenças 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 tão específicos e sensíveis quanto os resultados obtidos 

por meio de amostras de sangue e urina, para a detecção de anticorpos anti-HIV, 

antivírus da hepatite e do sarampo, hormônios, 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 realização do bochecho/lavado bucal é necessária a utilização de um 

antisséptico bucal. Heath e colaboradores (2001) pesquisaram diferentes marcas 

comerciais de enxaguatório bucal/antisséptico bucal com relação à efetividade em 

exames diagnósticos e consideraram o Listerine ® eficaz para a quantificação de 

DNA através do PCR em amostras de lavado bucal, amplificação, sequenciamento e 

armazenamento do material. 

 O fluído gengival crevicular (FGC) está presente no sulco gengival, é um 

biofluído intersticial ou um transudato inflamatório. No FGC são encontrados 

anticorpos séricos, principalmente a globulina G, citocinas, além de vários produtos 

inflamatórios, produzidos através do tecido periodontal inflamado ou da circulação 

sistêmica. Encontramos ainda no FGC, células do descamado epitelial, neutrófilos, 

linfócitos, monócitos, patógenos, eletrólitos e componentes orgânicos semelhantes 

ao plasma (potássio, cálcio, 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 

eficiência, células prejudiciais, moléculas, patógenos e ainda ter uma função 

antibacteriana, capaz de neutralizar os patógenos. Pollock et al., 1984, demostraram 

que o antígeno de superfície para hepatite B (anti-HBsAg) foi quantificado através do 

FGC em indivíduos com hepatite B. Klemenc et al., 2005, encontraram acentuada 
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prevalência de EBV e HHV-6 no FGC de indivíduos com periodontite, demostrando 

uma relação entre herpes vírus e a periodontite agressiva. Johnson et al., 2011, 

afirmaram que a coleta do FGC requer treinamento do indivíduo que irá coletar a 

amostra, pois o volume coletado é pequeno e influenciará no resultado de 

diagnóstico. Até o presente momento, poucos trabalhos demostraram a detecção 

dos poliomavírus  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 presença dos poliomavírus em FGC (Castro et al., 

2017). 
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3 PROPOSIÇÃO  

 

 

 Detectar e quantificar poliomavírus humano BK, JC, TS e de células Merkel 

através da biologia molecular, identificando o DNA em fluídos orais (saliva, lavado 

bucal, fluído gengival crevicular) comparando com a detecção deste no soro e na 

urina de indivíduos HIV positivos e controles imunocompetentes.  

 Comparar a positividade e frequência destes poliomavírus em todos os locais 

de coleta. 

 Comparar a positividade dos poliomavírus nos dois grupos estudados, 

indivíduos HIV positivos e indivíduos normocompetentes. 

 Comparar a correlação da positividade dos poliomavírus em relação aos 

valores de linfócitos CD4+. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Casuística do experimento 

 

 

Pacientes portadores de HIV (n=22) atendidos no Centro de Atendimento a 

Pacientes Especiais da Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo 

(CAPE/FOUSP) e voluntários saudáveis (n= 20) foram incluídos na pesquisa, após 

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 Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (CEP- FOUSP), número 

CAAAE 15042613.6.0000.0075, número 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 indivíduos que aceitaram participar da pesquisa, antes do início das coletas dos 

materiais biológicos. 

O projeto de pesquisa obteve o apoio financeiro do CNPq Edital Universal 

número 455173/2014-1. 

 

a) Critério de inclusão para os indivíduos  HIV positivos 

 Todos os pacientes maiores de 18 anos e portadores que aceitam participar 

da pesquisa e que estão com seus exames de sangue atualizados, os exames 

solicitados foram a carga viral para HIV e os valores/contagem/quantificação de 

linfócitos T CD4+, resultados inferiores de 4 meses. 

 

b) Critério de exclusão para os indivíduos HIV positivos 

 Os pacientes que não concordaram em participar da pesquisa, menores de 

18 anos ou aqueles cujos os exames de sangue estavam muito antigos ou 

desatualizados, superiores à 4 meses ou os que não conseguiram colher todos as 



 

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

crevicular e urina). 

 

c) Critério de inclusão para indivíduo 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 venopunção periférica, profissional habilitado (biomédica), foram 

coletados 5 ml de sangue periférico dos participantes, em tubos sem anticoagulante 

(Vacuette) e acondicionados sob refrigeração a 4ºC. 

Após meia hora da coleta, as amostras de sangue periférico dos tubos sem 

anticoagulante foram centrifugadas a 3.000 rotações por minuto (1.597 xg) por 15 

minutos, a temperatura ambiente, usando centrífuga de bancada (Coleman, 

Centrifuge model 80-2, Santo André, Brasil). O soro livre de células foi removido e 

aliquotado em tubo cônico de plástico de 1,5 ml (Eppendorf), as alíquotas foram 

armazenadas em freezer –20o C. 

 

 

4.2.2 Coleta das amostras de saliva: 

 

 

Amostras de saliva não estimuladas foram coletadas de todos os 

participantes da pesquisa. Para isso, foram orientados a enxaguarem a boca com 

água filtrada e a preencher um tubo cônico plástico de polipropileno de 50 ml (Falcon 
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– BD Bioscience, EUA) com 10 ml da saliva acumulada no assoalho bucal. O tubo 

plástico foi mantido em recipiente de isopor contendo gelo triturado. Em seguida, a 

saliva foi transferida para tubos cônicos plásticos de 1,5 ml (Eppendorf) e 

armazenados em freezer -20ºC. 

 

 

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 depositá-lo (o líquido bochechado) em um tubo cônico 

de plástico de polipropileno de 50 ml (Falcon – BD Bioscience, EUA). Em seguida, 

parte do lavado bucal foi transferido para tubos cônicos plástico de 1,5 ml 

(Eppendorf) e armazenados em freezer -20ºC. 

 

 

4.2.4 Coleta das amostras de fluído gengival crevicular: 

 

 

Foi realizada a remoção da placa supragengival dos quatro (4) dentes 

selecionados para a coleta do fluído; cada dente pertencia a um quadrante bucal. A 

coleta da placa foi realizada com cureta manual e observou-se a ocorrência de 

sangramento; se houvesse sangramento este dente seria descartado e selecionado 

outro. Os dentes foram isolados com rolo de algodão e um sugador de saliva para 

evitar risco de contaminação salivar. Os dentes foram delicadamente secos com jato 

de ar por 10 segundos. E foi selecionado apenas um sítio em cada dentes. 

Utilizou-se um cone de papel filtro, muito usado na secagem de canais 

radiculares na endodontia, introduzido no sítio selecionado no sulco gengival onde 

permaneceu por 30 segundos; realizaram-se duas coletas com duas unidades de 

cone de papel filtro, devido à quantidade reduzida de fluído para a realização da 

análise por PCR; entre as coletas foi respeitado o intervalo de 5 minutos. No 

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



 

cone de papel foi descartado e eleito outro sítio ou, se necessário, outro dente.  Num 

paciente que apresentava ausência de todos os dentes superiores, não, portanto, 

feita coletada nesta região. O mesmo caso ocorreu com outro paciente, por ausência 

de dente no quadrante 3. 

Após cada coleta, o cone de papel filtro foi colocado em tubo de eppendorf 

contendo 1 ml de Trizol® (TRIzol Reagent®) a 4ºC e, ao final da coleta, foram 

imediatamente congelados em freezer a -20ºC. O Trizol® é um reagente pronto para 

uso e tem a capacidade de isolar DNA, RNA e proteínas 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 única 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 região e a desprezarem o primeiro jato da 

urina para não contaminar a amostra. Em seguida, foi transferida uma alíquota da 

urina para tubos cônicos plástico de 1,5 ml (Eppendorf) e armazenados em freezer -

20ºC. 

 

 

4.2.6 Realização do PCR real time: 

 

 

 Em todas as amostras coletadas, como soro, saliva, lavado bucal, fluído 

gengival crevicular e urina, foram realizadas pesquisas de detecção e quantificação 

do poliomavírus humano dos subtipos BK, JC, TS e de células Merkel através do 

método de PCR em tempo real. Os procedimentos laboratoriais foram realizados no 

laboratório de virologia do Instituto de Medicina Tropical de São Paulo da 

Universidade de São Paulo (IMTSP-USP). 
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 A extração do DNA foi feita com o kit de extração QIAamp DNA QIAGEN. O 

protocolo escolhido para a reação de PCR em tempo real foi descrito por Pal et al., 

2006 e padronizado por Fink et al., 2006, que utiliza primers e sondas específicas 

para o gene que codifica o AG-T dos poliomavírus BK e JC, originando um 

fragmento de 80pb (Tabela 4.1). 

 As sondas para BK e JC, de ambas as reações foram marcadas com FAM (6-

carboxyfluorescein) como reporter na porção terminal 5’ e com TAMRA (6-

carboxytetramethylrhodamine) como quencher na porção 3’. 

 A reação final foi preparada com 12,5 µl de “TaqMan Universal PCR Master 

Mix (2X)” (Amplied Biosystems®), 0,5 µl de cada primer (10µM), 0,5 µl da sonda (5 

µM) e 6 µl de água DEPC. Os parâmetros da reação foram de 2 minutos a 50ºC, 10 

minutos a 95ºC, seguidos de 45 ciclos (15 segundos a 95ºC e 1 minuto a 60ºC), 

submetidos em equipamento ABI 7300 (Applied Systems®). 

 

 

Tabela 4.1 - Oligonucleotídeos e sondas responsáveis pela amplificação dos fragmentos no sistema 
de PCR tempo real para JCV e BKV 

 

 Sequência 

Forward 5’-GAAACTGAAGACTCTGGACATGGA-3’ 

Reverse 5’-GGCTGAAGTATCTGAGACTTGGG-3’ 

Sonda JCV AGGATCCCAACACTCTACCCCACCTAAAAAGA 

Sonda BKV CAAGCACTGAATCCCAATCACAATGCTC 

 

O protocolo  empregado apresenta alta sensibilidade analítica dos testes, com 

limite de detecção de 100 cópias/ml do vírus BK e 600 cópias/ml do vírus JC. Além 

disso, os testes também apresentam especificidade de 100% na identificação do 

DNA desses vírus. 

A extração do DNA foi realizada com o kit de extração QIAamp DNA QIAGEN 

(quiagen, Hiden, Alemanha). O protocolo escolhido para a reação de PCR em tempo 

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



 

antígeno T grande (AgT) que utiliza primers e sondas especificas para o 

poliomavírus TSV originando um fragmento de 83pb (Tabela 4.2). 

 Na sonda para TSV, a reações foram marcadas com FAM (6-

carboxyfluorescein) como repórter na porção terminal 5’ e com BHQ-1 (Black Hole 

Quencher®) como quencher na porção 3’. 

 A reação final foi preparada com 12,5 µl de “TaqMan Universal PCR Master 

Mix (2X)” (Amplied Biosystems®, Foster City, CA, EUA), 0,5 µl de cada primer 

(10µM), 0,5 µl da sonda (5 µM) e 6 µl de água DEPC. Os parâmetros da reação 

foram de 2 minutos a 50ºC, 10 minutos a 95ºC, seguidos de 45 ciclos (15 segundos 

a 95ºC e 1 minuto a 60ºC), submetidos em equipamento ABI 7300 (Applied 

Systems®). O protocolo empregado apresenta alta sensibilidade analítica dos testes, 

com limite de detecção de 500 cópias/ml do vírus TS. Além disso, os testes também 

apresentam especificidade de 100% na identificação do DNA desse vírus. 

 

 

Tabela 4.2 - Oligonucleotídeos e sonda responsáveis pela amplificação dos fragmentos no sistema de 
PCR tempo real para TSV 

 

 Sequência 

Forward 5’-TGGTGGATTCATGGCAGAAGAG-3’ 

Reverse 5’-GCTGGTGGGAAAGCTTCAATC-3’ 

Sonda TSV FAM TCTGGGTCCTGCATGGTGTCAAA BHQ-1 

 

 

 Para a detecção do Merkel usou-se a metodologia de SYBR Green (Tabela 

4.3). A solução final para realização do PCR foi preparada com 25 µl, sendo 20 µl do 

mix e 5 µl da amostra. A solução foi preparada a partir de 10x de solução tampão 

(50 mMde KCl com 10 mM solução de Tris) (Invitrogen), acrescido de 200µM de 

desoxirribonucleotídeo fosfatado (Invitrogen). Na placa foi colocado primeiro 0,5 µM 

acrescido de 1,5 mM cloreto de magnésio (MgCl2) e 1 U de amostra de Taq 

polymerase (Invitrogen). O parâmetro utilizado para reação de amplificação do 

Merkel foi a região Antígeno T grande (LT). Os parâmetros da reação foram de 30 

segundos a 94ºC, 50 segundos a 60ºC, seguidos de 45 ciclos (1 minuto a 75ºC e 7 
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minutos a 72ºC), submetidos em equipamento Applied 7500 real time (Applied 

Systems®); resultou num fragmento de 146pb para amostras positivas. O protocolo 

empregado apresenta alta sensibilidade analítica dos testes, com limite de detecção 

de 500 cópias/ml do vírus Merkel. 

 

 

Tabela 4.3 - Oligonucleotídeos e sonda responsáveis pela amplificação dos fragmentos no sistema de 
PCR tempo real para células de Merkel 

 

 Sequência 

Forward 5’-CCACAGCCAGAGCTCTTCCT-3’ 

Reverse 5’-TGGTGGTCTCCTCTCTGCTACTG-3’ 

 

 

4.2.7 Análise Estatística 

 

Os participantes da pesquisa foram identificados por um número em ordem 

de atendimento e separados por grupos (GE e GC). Todos os dados dos pacientes 

foram registrados em uma base de dados própria, feita através do Excel.  A análise 

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 nível de significância 

estabelecido foi de 0,05 ou 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

 

No total foram coletadas 299 amostras de 42 indivíduos, sendo 22 portadores 

de HIV e 20 pacientes controle. Todas as coletas dos participantes da pesquisa 

foram realizadas na Clínica do Centro de Atendimento a Pacientes Especiais da 

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

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

a mais próxima possível do exame da carga viral e dosagem dos linfócitos T CD4+ 

(Tabela 5.1). 

 

 

Tabela 5.1 – Informações coletadas durante a anamnese 

 

Pac Sexo Idade Valor do CD4+ Categoria do CD4+ 

1 MASC 47 396 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 FEM 45 577 3 

18 MASC 63 554 3 

19 FEM 56 1347 3 

20 MASC 37 906 3 

21 MASC 56 318 2 

22 FEM 55 316 2 

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

3
 

 
 

 

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

do sexo feminino e 10 masculino, com a média de idade de 49 anos (a máxima de 

63 anos e a mínima de 37 anos). O grupo controle foi formado por 20 indivíduos 

imunocompetentes, 14 do sexo feminino e 6 masculino, a média de idade foi de 48 

anos (máxima de 62 anos e a mínima de 22 anos). Os grupos foram pareados por 

idade, não apresentaram diferença estatisticamente significante entre si (p>0.05). Os 

dados estão representados nas tabelas a seguir, divididos por faixa etária e sexo 

(Tabelas 5.2 e 5.3). 

 

 

Tabela 5.2 - Distribuição dos indivíduos do grupo de estudo (pacientes HIV positivo), por sexo e faixa 
etária  

 

 

 

  

Faixa Etária Número de pacientes Homens Mulheres 

21 – 30 0 0 0 

31 – 40 2 2 0 

41 – 50 10 2 8 

51 – 60 9 5 4 

61 - 70 1 1 0 
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Tabela 5.3 - Distribuição dos indivíduos do grupo controle, por sexo e faixa etária 
 

 

 

Dos 22 indivíduos do grupo de estudo, 14 (63,6%) indivíduos estavam 

excretando JCV, pelo ao menos em uma amostra coletada; em relação ao BKV 12 

(54,5%) indivíduos o excretavam; 4 (18,2%) indivíduos excretavam Merkel e nenhum 

dos nosso pacientes excretaram TSV. Encontramos em nossos resultados 7 (31,8%) 

indivíduos do grupo de estudo excretando ao mesmo tempo JCV e BKV, 1 (4,5%) 

paciente excretando JCV e Merkel e 1 (4,5%) indivíduo excretando os três 

poliomavírus ao mesmo tempo: JCV, BKV e células de Merkel. E apenas 1 (4,5%) 

indivíduo deste grupo não excretava nenhum destes poliomavírus. 

 O perfil de excreção de JCV nos 22 pacientes no momento da coleta foi de 

ausência 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 fluído gengival 

crevicular, apenas 3 (25%) dos indivíduos estavam excretando o vírus JC, seis 

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

 
 
 
 
 
 

  

Faixa Etária Número 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 
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Tabela 5.4 - Resultados das amostras por indivíduos do GE para poliomavírus JC 
 

    JCV       

GE Soro Saliva Lavado FGC Urina 

1 - - - - + 

2 - - - - - 

3 - - - - + 

4 - + - - + 

5 - - - - - 

6 - - - - - 

7 - - - + + 

8 - - - - - 

9 - - - - + 

10 - - - + + 

11 - - - - + 

12 - - - - - 

13 - - - - - 

14 - - - - + 

15 - - - - - 

16 - - - - - 

17 - - - - + 

18 - - - - + 

19 - - + - - 

20 - - - - + 

21 - - - - + 

22 - - - - - 

Legenda: + = positivo, - = negativo       
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  Na comparação das amostras do grupo de estudo e do grupo controle, a 

positividade do JCV nos locais de coletas está representada na tabela 5.5 (Apêndice 

A). A  uma prevalência maior na excreção do JCV na urina, em ambos os grupos.  

 

 

Tabela 5.5 - Número e porcentagem de indivíduos positivos para JCV em cada grupo nas diferentes 
amostras 

 

Grupo 

(n total) 

JCV 

Soro Saliva Lavado FGC Urina 

GE (22) 0 (0%) 1 (4,5%) 1 (4,5%) 2 (99,1%) 12 (99,1%) 

GC (20) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (25%) * 6 (33,3%) ** 

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

 

 

O vírus 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%) indivíduos. No lavado bucal, estava presente em 6 (27,3%) indivíduos. No 

fluído gengival crevicular, em 11 pacientes (50%) e 2 (9,1%) indivíduos excretavam 

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

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

(45%) indivíduos pelo lavado bucal. No fluído gengival crevicular, 7 (58,3%) 

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

 

 

 

 

 

  



 68 

Tabela 5.6 - Resultados das amostras por indivíduos do GE para o poliomavírus BK 

 

    BKV       

GE Soro Saliva Lavado FGC Urina 

1 + - + + - 

2 - - - + + 

3 + + + + - 

4 - + + + - 

5 - + + + - 

6 - - + + - 

7 + - - + - 

8 - - + + - 

9 - - - + - 

10 - + - - + 

11 - - - - - 

12 - - - + - 

13 - - - - - 

14 - - - - - 

15 - - - - - 

16 - - - - - 

17 - - - - - 

18 - - - - - 

19 - - - - - 

20 - - - - - 

21 - - - + - 

22 - - - - - 

Legenda: + = positivo, - = negativo       
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Comparando as amostras do grupo de estudo e grupo controle, a positividade 

do BKV nos locais de coletas está representada na tabela 5.7 (Apêndice B). A 

excreção do BKPyV pelo fluído gengival crevicular teve uma expressão significativa, 

em ambos os grupos. Observamos ainda, um número significativo para o lavado, em 

ambos os grupos, e uma excreção intensa no grupo controle na saliva. 

 

 

Tabela 5.7 - Número e porcentagem de indivíduos positivos para BKV em cada grupo nas diferentes 
amostras 

 

Grupo 

(n total) 

BKV 

Soro Saliva Lavado FGC Urina 

GE (22) 3 (13,6%) 4 (18,2%) 6 (27,3%) 11 (50%) 2 (9,1%) 

GC (20) 3 (15%) 10 (50%) 9 (45%) 7 (58,3%) * 5 (27,8%) ** 

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

 

Para o poliomavírus de células Merkel, encontramos 1 (9,1%) indivíduo do 

grupo de estudo que excretava o vírus pela saliva (4,5%); 2 (9,1%) indivíduos, pelo 

FGC. E apenas 1 (4,5%) indivíduo, pela urina no momento da coleta (Tabela 5.8). 

Contudo, no grupo controle nenhum indivíduo excretou MCPyV nas amostras 

coletadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 70 

Tabela 5.8 - Resultados das amostras por indivíduos no GE para poliomavírus de células Merkel 

 

    MERKEL       

GE Soro Saliva Lavado FGC Urina 

1 - - - - - 

2 - - - - - 

3 - - - - - 

4 - - - - + 

5 - - - - - 

6 - - - - - 

7 - - - - - 

8 - - - - - 

9 - - - - - 

10 - - - - - 

11 - - - - - 

12 - - - - - 

13 - - - + - 

14 - - - - - 

15 - - - + - 

16 - + - - - 

17 - - - - - 

18 - - - - - 

19 - - - - - 

20 - - - - - 

21 - - - - - 

22 - - - - - 

Legenda: + = positivo, - = negativo       
 

 



 71 

Na comparação das amostras do grupo do estudo e do grupo controle,  a 

positividade do poliomavírus de células Merkel nos locais de coletas está 

representada na tabela 5.9 (Apêndice C). Encontramos pouca excreção do MCPyV 

em nossos grupo, tendo uma maior prevalência no fluído gengival crevicular. 

 

 

Tabela 5.9 - Número e porcentagem de indivíduos positivos para poliomavírus de células de Merkel em 
cada grupo nas diferentes amostras 

 

Grupo 

(n total) 

MERKEL 

Soro Saliva Lavado FGC Urina 

GE (22) 0 (0%) 1 (4,5%) 0 (0%) 2 (9,1%) 1 (4,5%) 

GC (20) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) * 0 (0%) ** 

Legenda: FGC fluído 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 

não excretam TSV através dos locais de coleta de material biológico (soro, saliva, 

lavado, FGC e urina), no momento da coleta (Tabela 5.10). 
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Tabela 5.10 - Resultados das amostras por indivíduos do Ge para o poliomavírus TS 

 

    TSV       

GE Soro Saliva Lavado FGC Urina 

1 - - - - - 

2 - - - - - 

3 - - - - - 

4 - - - - - 

5 - - - - - 

6 - - - - - 

7 - - - - - 

8 - - - - - 

9 - - - - - 

10 - - - - - 

11 - - - - - 

12 - - - - - 

13 - - - - - 

14 - - - - - 

15 - - - - - 

16 - - - - - 

17 - - - - - 

18 - - - - - 

19 - - - - - 

20 - - - - - 

21 - - - - - 

22 - - - - - 

Legenda: + = positivo, - = negativo       
 

 



 73 

Não houve positividade do poliomavírus de TSV nas amostras do grupo de 

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

 

 

Tabela 5.11 - Número e porcentagem de indivíduos positivos para TSV em cada grupo nas diferentes 
amostras 

 

Grupo 

(n total) 

TSV 

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 fluído gengival crevicular; (*) total de 12 amostras FGC coletadas; (**) total de 18 
amostras de urina coletadas 

 
 
 

Encontramos resultados (ou prevalência) semelhantes entre os locais de 

coleta em relação à positividade de JCV e BKV. Porém, para JCV a frequência de 

positividade foi maior no FGC e urina, nos dois grupos (estudo e controle); enquanto 

para o BKV a distribuição foi mais homogênia, no grupo de estudo encontramos 

mais excreção nas amostras do FGC e para o grupo controle, uma maior excreção 

nas salivas.  

Correlacinando as amostras de urina com as de saliva, lavado bucal e fluído 

gengival crevicular através dos valores encontrados de JCV, estão demostradas nas  

tabelas  a seguir (Tabela 5.12, 5.13 e 5.14).  

 
 

Tabela 5.12 - Associação entre urina e saliva com relação a detecção do JCV no GE 
 

 

Saliva 
p-valor 

(Exato de Fisher”s) 
Ausência 

de JCV 

Presença 

de JCV 

Urina 
Ausência de JCV 10 (100%) 0 (0%) 

0,54 
Presença de JCV 11 (92%) 1 (8,3%) 
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Tabela 5.13 - Associação entre urina e lavado bucal com a relação a detecção do JCV no GE 
 

 

Lavado 
p-valor 

(Exato de Fisher”s) 
Ausência 

de JCV 

Presença 

de JCV 

Urina 
Ausência de JCV 9 (90%) 1 (10%) 

0,45 
Presença de JCV 12 (100%) 1 (4,5%) 

 

 

Tabela 5.14 - Associação entre urina e FGC (fluído gengival crevicular) com relação a detecção do 
JCV no GE 

 

 

FGC 
p-valor 

(Exato de Fisher”s) 
Ausência 

de JCV 

Presença 

de JCV 

Urina 
Ausência de JCV 10 (100%) 0 (0%) 

0,29 
Presença de JCV 10 (100%) 2 (16,7%) 

 

 

Correlacinando as amostras de urina com as de saliva, lavado bucal e fluído 

gengival crevicular através dos valores encontrados de BKV, estão demostradas nas  

tabelas  a seguir (Tabela 5.15, 5.16 e 5.17).  

 

 

Tabela 5.15 - Associação entre urina e a saliva com relação a detecção do BKV no GE 
 

 

Saliva 
p-valor 

(Exato de Fisher”s) 
Ausência 

de BKV 

Presença 

de BKV 

Urina 
Ausência de BKV 17 (85%) 3 (15%) 

0,34 
Presença de BKV 1 (50%) 1 (50%) 
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Tabela 5.16 - Associação entre urina e lavado bucal com a relação a detecção do BKV no GE 

 

 

Lavado Bucal 
p-valor 

(Exato de Fisher”s) 
Ausência 

de BKV 

Presença 

de BKV 

Urina 
Ausência de BKV 14 (70%) 6 (30%) 

0,52 
Presença de BKV 2 (100%) 0 (0%) 

 

 

Tabela 5.17 - Associação entre urina e FGC (fluído gengival crevicular) com relação a detecção do 
BKV no GE 

 

 

FGC 
p-valor 

(Exato de Fisher”s) 
Ausência 

de BKV 

Presença 

de BKV 

Urina 
Ausência de BKV 10 (50%) 10 (50%) 

0,76 
Presença de BKV 1 (50%) 1 (50%) 

 

 

 Associando as amostras de soro, amostra comumente coletada nos dias de 

hoje para diagnóstico de poliomavírus, com as de saliva, lavado bucal e fluído 

gengival crevicular através dos valores encontrados de BKV, estão demostradas nas  

tabelas  a seguir (Tabela 5.18, 5.19 e 5.20).  

 

 

       Tabela 5.18 - Associação entre soro e saliva com relação a detecção do BKV no GE 
 

 

Saliva 
p-valor 

(Exato de Fisher”s) 
Ausência 

de BKV 

Presença 

de BKV 

Soro 
Ausência de BKV 16 (88,9%) 3 (75%) 

0,47 
Presença de BKV 2 (11,1%) 1 (25%) 
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Tabela 5.19 - Associação entre soro e lavado bucal com relação a detecção do BKV no GE 
 

 

Lavado 
p-valor 

(Exato de Fisher”s) 
Ausência 

de BKV 

Presença 

de BKV 

Soro 
Ausência de BKV 15 (93,8%) 4 (66,7%) 

0,17 
Presença de BKV 1 (6,3%) 2 (33,3%) 

 

 

 

Tabela 5.20 - Associação entre soro e FGC (fluído gengival crevicular) com relação a detecção do 
BKV no GE 

 

 

FGC 
p-valor 

(Exato de Fisher’s) 
Ausência 

de BKV 

Presença 

de BKV 

Soro 
Ausência de BKV 11 (100%) 8 (72,7%) 

0,47 
Presença de BKV 0 (0%) 3 (13,6%) 

 

 

 

 

As análises relacionadas a idade e ao sexo, não apresentaram diferenças 

estatisticamente significantes (p > 0,05).  

 Realizamos análises para correlacionar a positividade dos poliomavírus nas 

amostras coletadas em relação aos valores de linfócitos CD4+, e não encontramos 

relação entre elas estatisticamente significantes (Tabela 5.21, 5.22 e 5.23). 
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Tabela 5.21 – Positividade do CD4+ em relação as amostras coletadas para o poliomavírus JC 

  

(N) Média 

Desvio 

padrão 
p 

Saliva 
Sim 1 725,00 - 

0,935 
Não 21 696,43 73,73 

Lavado 
Sim 1 1347,00 - 

0,41 
Não 21 666,81 66,23 

FGC 
Sim 2 66,00 66,00 

0,67 
Não 20 75,65 75,65 

Urina 
Sim 12 615,92 65,48 

0,24 
Não 10 795,90 130,86 

 

Tabela 5.22 – Positividade do CD4+ em relação as amostras coletadas para o poliomavírus BK 

  
(N) Média 

Desvio 

padrão 
p 

Soro 
Sim 3 624,67 78,65 

0,664 
Não 19 709,67 158,05 

Saliva 

Sim 4 736,75 114,64 

0,747 
Não 18 689,06 83,21 

Lavado 
Sim 6 639,88 113,76 

0,185 
Não 16 852,00 84,14 

FGC 
Sim 11 739,91 103,92 

0,561 
Não 11 655,55 98,01 

Urina 
Sim 11 679,00 261,00 

0,950 
Não 11 699,55 75,16 
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Tabela 5.23 – Positividade do CD4+ em relação as amostras coletadas para o poliomavírus de 

células Merkel 

  
(N) Média 

Desvio 

padrão 
p 

Saliva 
Sim 1 373,00 - 

0,327 
Não 21 713,14 71,95 

FGC 
Sim 2 850,00 350,00 

0,716 
Não 20 682,50 72,33 

Urina 
Sim 1 725,00 - 

0,935 
Não 21 696,43 73,73 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 Os poliomavírus BK, JC, célula de Merkel e TSV não são patogênicos para 

indivíduos normocompetentes, mas podem causar doenças clinicamente 

significativas em indivíduos imunocomprometidos. O BKV está presente em 

pacientes nefropáticos associados a transplantados de órgão, principalmente 

transplantado renal (Hirsch et al., 2005). O JCV está presente em pacientes com 

leucoencefalopatia multifocal progressiva em portadores de HIV (Berger; Houff, 

2006).  

O BKV infecta aproximadamente 90% da população geral (Hirsch e Steiger, 

2003). Este poliomavírus geralmente está relacionado com doenças no trato urinário, 

como a cistite hemorrágica em transplantados de medula óssea e nefrite intersticial 

em transplantados renais. Houve um crescimento significativo na incidência de BKV 

e complicações após os anos 90; isso ocorreu devido ao aumento no número de 

transplantes renais realizados e a utilização de novos drogas imunossupressoras, 

principalmente Tacrolimus e Micofenolato Mofetil. As complicações decorrentes do 

BKV ocorreram por uma nefropatia associada a disfunção do órgão transplantado ou 

pela perda prematura do mesmo (Hirsch, 2002; Drachenberg et al.; 2007; Kumar, 

2010). 

O Poliomavírus de células Merkel é o único poliomavírus que está envolvido 

no  desenvolvimento de câncer (Feng et al., 2008). Ele está associado ao um câncer 

de pele raro, porém agressivo, chamado de carcinoma de células de Merkel, 

pacientes HIV positivos têm 13,4% risco maior de desenvolvimento deste tipo de 

câncer e por este motivo, a incidência do câncer triplicou nos últimos 20 anos 

(Vahabpour et al., 2017). 

O poliomavírus TSV está relacionado a lesões cutâneas em pacientes 

imunocomprometidos, causando espículas na pele chamadas de Tricodisplasia 

espinhosa. Este vírus não faz parte da microbiota normal da pele (Kazem et al., 

2013). A lesão é caracterizada por eritema com desenvolvimento de papilas 

foliculares espinhosas distribuídas 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 progressão da doença as 
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sobrancelhas, orelhas e o nariz podem se desconfigurar e causar alteração da 

aparência facial do paciente (Kazem et al., 2013). 

As amostras estudadas para as excreções dos vírus apresentaram-se maior 

positividade no grupo de estudo, mas não foram estatisticamente significante. A 

hipótese inicial é que encontraríamos os poliomavírus nos fluídos orais com uma 

maior frequência. Em nosso estudo o BKV foi detectado mais no fluído gengival 

crevicular (FGC) e lavado bucal. O poliomavírus de célula Merkel também teve uma 

maior frequência no FGC, enquanto as amostras mais positivas para JCV foram na 

urina.  

Encontramos excreção do poliomavírus pela urina. Quatorze pacientes 

excretavam poliomavírus, 12 o JCV; 2, o BKV. Behzad-Behbahani et al. (2004) 

pesquisaram e encontraram em seu grupo portador de HIV a excreção de 21% de 

JCV na urina e de BKV, 24%. Na população 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 poliomavírus, sendo 22,5% de BKV e 26,7% de JCV. Para o 

nosso grupo de estudo encontramos a excreção 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 indivíduos 

que em um mês estavam excretando e em outro mês não estavam excretando. 

Assim, a sua positividade aumentou para 53,5%. Reafirmamos que os resultados às 

vezes não se assemelham, pois dependem do momento da coleta, dependem do 

indivíduo estar ou não replicando o vírus e, consequentemente, estar excretando os 

poliomavírus.  

 Matos et al. (2010) dosaram JCV na urina (234 amostras) e no soro (78 

amostras), e concluíram que na urina há mais prevalência que no soro; não 

encontraram diferenças significativas em relação a sexo, idade, CD4+ entre os 

grupos estudados, que foram pacientes saudáveis e pacientes HIV positivos. Em 

nosso estudo encontramos uma maior frequência de excreção 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. Não encontramos diferenças significantes em relação a idade, sexo e CD4+. 
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No estudo de Wierland et al. (2014), coletaram swabs de pele (região 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 

não parece ser de microbiota normal na pele dos humanos. A reexposição e a 

reativação do TSV não ocorrem com frequência, a pele não é o principal local de 

reativação e persistência do vírus. Acreditam também que o grupo estudado tem 

falhas, por ter colhido apenas uma amostra (swab) e um só local foi investigado.  E 

concluiram que o TSPyV está mais presente na pele dos pacientes homens 

portadores de HIV, comparado com o grupo controle. 

Em nossos resultados não encontramos positividade de TSV para ambos os 

grupos analisados. E os resultados não coincidem com os relatos da literatura. 

Alguns trabalhos encontraram 5% de positividade TSV, em pacientes 

assintomáticos, independente do estado imunológico (van der Meijden et al., 2010; 

Scuda et al., 2011; Kazem et al., 2013). Os locais de coleta mas comumente 

utilizados são esfregaço de pele, biopsia cutânea, sobrancelhas arrancadas, soro e 

urina (Kazem et al., 2012). 

Não encontramos estudos de poliomavírus de células Merkel na literatura 

utilizando coleta além de esfregaço ou swabs de pele, os nossos resultados foram 

bem inferiores do que imaginávamos, esperávamos uma maior positividade nos 

resultados, entretanto, a metologia empregada foi diferente dos trabalhos 

disponíveis na literatura. Encontramos na literatura algumas considerações onde o 

Merkel pode ser detectado ou encontrado na pele de 30 à 60% dos indivíduos 

saudáveis ou em pacientes imunocomprometidos, independentemente do estado 

imune destes pacientes (Schowalter et al., 2010; Garneski et al., 2009; Foulongne et 

al., 2010). 

Soroprevalência  de poliomavírus em seres humanos indicam que as 

infecções por poliomavírus humano (HPyV) da população geral são altamente 

prevalentes e comuns na idade precoce. Em adultos saudáveis e 

imunocompetentes, foram relatados a soroprevalência 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 detecção do anticorpo VP1 contra TSPyV, dois estudos utilizaram a 

método de sorologia mulpiples através da proteína de fusão Glutatina-S-tranferase 

(GST) e um estudo a detecção do anticorpo VP1 e VLP pelo método Elisa. Nos três 
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estudos encontraram a prevalência de 70% de positividade. Em relação a idade 

encontraram uma positividade de VP1 TSPyV 41% em crianças de 0-9 anos e 75% 

em adultos acima de 30 anos (Kazem et al.,  2013). Kazem acredita que a infecção 

pelo TSPyV é comum em idade mais jovem. 

Trabalhos como de Feng et al., 2008 investigaram a existência do vírus em 10 

amostras de carcinoma de células Merkel; em 8 havia o DNA do vírus (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-histoquímica analisaram 25 amostras de pele normal e que não 

possuia carcinoma de células Merkel: 4 amostras positivas (16%). Quando estudada 

em pacientes com carcinoma de células Merkel este número aumenta.   

Poucos estudos existem na literatura em relação à excreção dos poliomavírus 

de células Merkel e TSV,  dificultando a comparação com os nossos resultados. O 

nosso estudo foi realizado através da biologia molecular, DNA alvo de um gene que 

seja integro, que pode sofrer menos mutações, alvo AgT. O nosso perfil é de 

excreção, e por isso, não podemos comparar com sorologia que estuda o VP1, pois 

são coisas diferentes.  

 Nali et al., 2012 realizaram uma pesquisa para avaliar a excreção do BKV e 

JCV na urina, em pacientes HIV positivos com ausência de sintomas neurológicos, 

75 paciente entre 24 e 69 anos de idade. Destes 75 pacientes, 49 eram homens e 

26 mulheres. A prevalência de virúria foi de 89,3%, detectados 18,7% de BKV e 

14,7% para JCV, e 56,0% excretando simultaneamente os dois subtipos. Uma 

prevalência maior em homens, mas não foi estatisticamente significante; o mesmo 

ocorreu em relação à idade dos pacientes.   

Com base nestes estudos segundo Malumud (2011), a capacidade de avaliar 

com precisão os biomarcadores em amostras obtidas a partir da cavidade oral, 

depende da natureza bioquímica do marcador, da fonte, e do tipo de amostra e de 

que forma este marcador estaria na cavidade oral. O perfil genômico é método 

eficaz, podendo prever a suscetibilidade de uma doença (Malamud, 2011). 

Os testes com FGC são cada vez mais utilizados no diagnóstico de várias 

doenças orais e sistêmicas, como anticorpos para o HIV, ácido nucleico, vírus do 

herpes, sarcoma de Kaposi e herpesvírus humano (Johnson et al., 2011). 

Utilizar a saliva para a detecção e quantificação do BKV e JCV é eficiente, 

uma vez que pode indicar que as glândulas salivares são um dos locais de latência 
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desse vírus, concordando com as observações dos estudo de Jeffers et al., 2009. A 

coleta de saliva é um procedimento simples e não invasivo, por isso deve ser 

considerada importante ferramenta no diagnóstico e monitoramento do BKV nos 

indivíduos imunossuprimidos. A presença do BKV em altas concentrações na saliva, 

também sugere um alto potencial de transmissão por essa via. Jeffers et al., 2009, 

avaliaram saliva de pacientes HIV positivos imunossuprimidos e pacientes 

saudáveis, e concluíram que os níveis de DNA de BKV na saliva eram, 

significantemente maiores em pacientes infectado pelo HIV. E também demostraram 

a capacidade do BKV se replicar na glândula salivar e sugeriram que as glândulas 

salivares servem como reservatório para o BKV.  

Outro estudo significativo para a nossa pesquisa foi o de Robaina et al., 

2013a, que pesquisam em crianças HIV positivas e classificou em 3 grupos: CD4+ 

maior que 500 cel/m3 (n 38), CD4+ entre 200-499 cel/m3 (n 13), e CD4+ menor que 

200 cel/m3 (n 9). Encontraram um aumento do HPyV nas crianças com 

imunossupressão severa. Em relação ao BKPyV, JCPyV ou WUPyV as cargas 

foram semelhantes entre os grupos. E sugerem em seu estudo que a saliva pode ser 

uma via de transmissão do HPV e que a cavidade oral pode ser um local de 

replicação e persistência do vírus. Comparando com nosso estudo, o CD4+ não 

influenciou na excreção dos poliomavírus, os nossos participantes tinham uma 

média de CD4+ de 697 cel/m3; os consideramos pacientes normocompetentes, 

portanto não foi significante para nossos resultados homogêneos.  

Machado et al., 2011,  investigaram a excreção urinária de BKV e JCV entre 

crianças e adolescente HIV positivos e pacientes saudáveis e demostraram um 

virúria BKV significantemente maior em pacientes infectados pelo HIV. Nenhuma 

diferença foi observada para excreção de JCV, no entanto, nenhuma associação foi 

encontrada entre os valores de CD4+ e excreção do vírus. Os resultados 

encontrados em nosso estudo foi divergente; no nosso grupo, formado por adultos 

(média de 49,5 anos), e o que encontramos foi uma maior excreção de JCV em 12 

(54,5%) indivíduos e para BKV apenas 2 (9,1%) indivíduos estavam excretando pela 

urina. Entretanto, em nosso estudo, quando se comparam com os valores de CD4+, 

também não encontramos associação com a excreção dos poliomavírus aqui 

estudados. Podemos ainda comparar com os resultados do estudo de Behzad-

Behbahani et al. 2004, em que não encontraram uma correlação de excreção de 
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JCV na urina com o número de CD4+, mas para BKV parece influenciar, mas não foi 

estatisticamente significante. É provável que as doenças vinculadas ao BKV e JCV 

estejam associadas a uma deficiência imune específica, como a depleção de células 

T CD4+, que acontece em pacientes HIV positivos com LEMP e em pacientes 

transplantados renais (em decorrência dos imunossupressores utilizados) (Jiang et 

al., 2009). 

Poucos trabalhos utilizaram a saliva, e pouquíssimos compararam as 

amostras de saliva com amostras de outros fluídos (como sangue e urina). A 

comparação entre fluídos na literatura restringe-se mais em comparar amostra de 

sangue e urina. Em nosso estudo, utilizamos amostras de soro, saliva, lavado bucal, 

fluído gengival crevicular (FGC) e urina, para a identificação dos vírus. A saliva e 

lavado bucal podem parecer amostras similares, mas estudos anteriores 

demonstraram uma eficiência maior na detecção de papiloma vírus humano em 

lavado, a positividade foi de 87% no lavado ao ser comparado em outros estudos, 

em que os resultados positivos foram de 14 à 52% com outros materiais biológico, 

como por exemplo o swab oral ou esfregaço (Fatahzadeh et al., 2013). Essa 

eficiência 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 

presença de álcool na formulação do enxaguatório, que teria a capacidade de fixar 

melhor as células descamadas do epitélio. 

Robaina et al., 2013b, analisaram 291 amostras de salivas pacientes de 

saudáveis, voluntários; 71 amostras (24,3%) foram positivas pelo menos um dos 

vírus 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 detecção 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 poliomavírus podem ser 

encontrados positivos em pacientes saudáveis. Estes autores reafirmam que o JCV 

aumenta a soroprevalência com o aumento da idade, com picos em indivíduos com 
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70 anos, e a soroprevalência de BKV é maior em indivíduos com idade menor de 10 

anos e diminuem gradativamente após a quarta década de vida e para Merkel vírus 

a soroprevalência é durante a quinta década de vida. Como nosso grupo foi 

composto apenas por indivíduos adultos acima de 37 anos (média de 49,5 anos), 

encontramos uma excreção de BKV entre as idades de 37 a 60 anos. Portanto para 

excreção de JCV foi um pouco divergente dos resultados  de Robaina et al., (2013b), 

onde no nosso caso de positividade na saliva foi em um indivíduo acima de 50 anos. 

Todavia, não havendo estudos para comparação mas para a fim de relato, os 

indivíduos que excretaram o poliomavírus de células Merkel tinham entre 45 e 56 

anos.  

Um trabalho pioneiro da literatura, primeiro estudo a detectar e quantificar 

BKV e JCV no fluído gengival crevicular (FGC) foi por Castro et al. 2017, onde 

estudaram 46 indivíduos divididos em 3 grupos: grupo 1 com 14 pacientes com 

insuficiência renal crônica em hemodiálise, grupo 2 composto de pacientes com 

transplante renais e o grupo 3 com 20 pacientes saudáveis. Eles pesquisaram em 

vários locais de coleta, no fluído gengival crevicular, saliva, lavado bucal, sangue e 

urina. Concluíram que os fluídos orais são igualmente eficientes para detectar BKV e 

JCV em comparação com a urina e o sangue. Ainda, os fluídos podem ser 

substituídos pela urina para realizar os diagnósticos de BKV e JCV. Alta 

concentração de BKV e JCV na saliva sugere uma via de transmissão. (Castro et al., 

2017). 

Figueiredo et al. (2017), em segundo estudo, também pesquisaram o BKV e o 

JCV em fluídos orais (saliva e lavado bucal), além de soro e urina em pacientes em 

pré-transplantes de fígado. 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 não houve diferença estatisticamente significante. Portanto, os 

pacientes que estão na fila de espera de um transplante de fígado não apresentaram 

maior prevalência de BKPyV e JCPyV em comparação com o grupo controle. 

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

BKV em fluídos orais em 4 grupos diferentes: grupo 1, composto por indivíduos com 
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insuficiência renal crônica, grupo 2, indivíduos receptores de transplante renal, grupo 

3, indivíduos portadores de HIV e o grupo 4, indivíduos saudáveis. Total de amostras 

analisadas foram 483, compostas por FGC, saliva, lavado bucal, soro e urina. Os 

resultados obtidos, no grupo 1, 100% dos indivíduos 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 concluíram que os fluídos não são substituto para os exames de 

sangue. 

Os fluídos orais estão se tornando um excelente alternativa para diagóstico 

de várias doenças, além de ser uma coleta não invasiva, fácil manipulação, fácil 

armazenagem, contem múltiplos bio marcadores, sendo viável também no campo 

biomolecular. E para nós cirurgiões dentistas sendo possível aplicar em nossa rotina 

da clínica.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 Nossos resultados permitiram nos concluir que: 

 

 

1) A excreção dos poliomas vírus foi semelhante nos dois grupos estudados, 

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

 

2) Os fluídos orais (saliva, lavado bucal e fluído gengival crevicular) se 

mostraram eficientes na detecção do DNA dos poliomavírus humanos BK e 

de células Merkel;  

 

3) Os fluídos orais apresentaram maior positividade, ou seja, maior 

frequência 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 não teve relação com o nível de linfócitos T 

CD4+ nos indivíduos do grupo de estudo; 

 

5) Não houve correspondência ou associação na presença e na quantificação 

dos poliomavírus humanos JC, BK, TSV e de células Merkel, detectados nas 

diferentes amostras. 
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APÊNDICE A - Detecção e quantificação do poliomavírus humano JC em amostras de soro, saliva, 
lavado bucal, fluído gengival crevicular e urina dos indivíduos da pesquisa 

GRUPO PAC 

JCV 

SORO SALIVA LAVADO 

FLUÍDO GENGIVAL CREVICULAR 

URINA 

SITIO1 SITIO2 SITIO3 SITIO4 

GE 

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 

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 

GC 
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG POS 

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 = não 
coletado 
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APÊNDICE B - Detecção e quantificação do poliomavírus humano BK em amostras de soro, saliva, 
lavado bucal, fluído gengival crevicular e urina dos indivíduos da pesquisa 

GRUPO PAC 

BKV 

SORO SALIVA LAVADO 

FLUÍDO GENGIVAL CREVICULAR 

URINA 

SITIO1 SITIO2 SITIO3 SITIO4 

GE 

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 

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 

GC 
1 NEG POS POS NEG NEG NEG NEG POS 

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 = não 
coletado 
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APÊNDICE C - Detecção e quantificação do poliomavírus humano de células Merkel em amostras de 
soro, saliva, lavado bucal, fluído gengival crevicular e urina dos indivíduos da 
pesquisa 

GRUPO PAC 

MERKEL 

SORO SALIVA LAVADO 

FLUÍDO GENGIVAL CREVICULAR 

URINA 

SITIO1 SITIO2 SITIO3 SITIO4 

GE 

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 

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 

GC 
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 

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 = não 
coletado 
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APÊNDICE D - Detecção e quantificação do poliomavírus humano TS em amostras de soro, saliva, 
lavado bucal, fluído gengival crevicular e urina dos indivíduos da pesquisa 

GRUPO PAC 

TSV 

SORO SALIVA LAVADO 

FLUÍDO GENGIVAL CREVICULAR 

URINA 

SITIO1 SITIO2 SITIO3 SITIO4 

GE 

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 

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 

GC 
1 NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG 

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 = não 
coletado 
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ANEXO A – Termo de consentimento Livre e Esclarecido 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 

“Detecção dos poliomavírus humano JC e BK em fluidos orais de indivíduos imunossuprimidos” 

 
Este termo tem a finalidade de esclarecer ao participante sobre o projeto de pesquisa “Detecção dos 

poliomavírus humano BK e JC em fluidos orais de indivíduos imunossuprimidos” a ser desenvolvido pelas alunas  
de pós graduação Talita de Castro Alves, Fabiana Mesquita Barros, e Marília Andrade Figueirado, sob orientação 
das Profas. Dra. Marina Helena Cury Gallottini e Karem Lopez Ortega. 

Esse estudo visa detectar a possível presença dos poliomavírus humano na saliva e fluido crevicular, 
comparativamente a urina e sangue, em pessoas normorreativas e também com diversas formas de 
imunossupressão, tais como insuficiência renal crônica, pessoas HIV positivas, hepatopatas (cirrose) e pessoas 
transplantadas. 

Os indivíduos que concordarem em participar da pesquisa responderão a um questionário sobre a sua 
história médica atual e passada, medicações em uso e dados demográficos (sexo, idade, raça). Será também 
realizado um exame de boca simples para a detecção de doença periodontal (gengiva), cárie e eventuais lesões 
na boca.  

Em todos os indivíduos desta pesquisa, será realizada uma limpeza dos dentes (profilaxia) e serão 
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 presença dos vírus da família polioma. 
Esta pesquisa lhe trará o benefício de saber se você tem ou não alguma doença de boca e, se ela existir, 

você poderá tratá-la no CAPE. Além disso, poderemos detectar a presença do vírus polioma e, neste caso, 
encaminhá-lo para avaliação especializada. Sendo que indivíduos sem imunossupressão não apresentam risco 
de desenvolverem doença relacionada com a presença desse vírus. 

Os riscos e desconfortos do exame clínico, preenchimento do questionário e coleta de saliva e urina 
serão mínimos, já que fazem parte dos cuidados de todos os pacientes. Com relação à coleta de sangue, há 
risco de formação de hematoma no local da coleta. A coleta do fluido gengival crevicular poderá trazer mínimo 
desconforto no momento em que é realizado. 

A identificação do paciente será preservada de forma que seu nome e dados pessoais não aparecerão 
nas publicações subsequentes à pesquisa nem serão citados em cursos, palestras ou aulas expositivas.  

O paciente não receberá e não efetuará nenhum pagamento pela sua participação na pesquisa, nem 
para a realização dos exames laboratoriais. 

Os exames a serem realizados serão: 

 Coleta de saliva: através da eliminação de toda a sua saliva  por 5 minutos em um recipiente e através de 
um bochecho com Listerine

®
, que também será colocado em um recipiente próprio e estéril;  

 Fluido da gengiva: será coletado com a ajuda de um pequeno papel absorvente colocado pelo dentista em 
sua gengiva;  

 Sangue: Um tubo de sangue será coletado através da punção na região da dobra do cotovelo.  

 Urina: a coleta de urina será realizada pelo próprio paciente, em tubo coletor fornecido pelo pesquisador. 
 Todas as amostras serão analisadas para detectar a presença do poliomavírus. 

 
Existem outros vírus de interesse que podem estar presentes nas amostras coletadas e por isso elas 

podem ser usadas em outros estudos, desta forma: 
(   ) NÃO AUTORIZO a utilização de dados ou do material biológico (saliva, fluido gengival, urina e sangue) em 
outra pesquisa. Neste caso, serão descartados em lixo biológico. 
(    ) SIM AUTORIZO a utilização de dados ou material biológico (saliva, fluido gengival e sangue) em outra 
pesquisa. 
 Para utilizar os dados ou material biológico (saliva, fluido gengival e sangue) em outra pesquisa você 
quer ser consultado? 
(  ) NÃO quero ser consultado da utilização dos meus dados ou material biológico (saliva, fluido gengival e 
sangue) em outra pesquisa, desde que a nova pesquisa seja aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa. 
(   ) SIM quero ser consultado da utilização dos meus dados ou material biológico (saliva, fluido gengival e 
sangue) em outra pesquisa. 

 
Você poderá ter todas as informações que quiser sobre esta pesquisa ou pesquisas futuras que 

envolvam suas amostras. Fica claro que você terá o direito de não aceitar participar da pesquisa ou de 
interromper a realização de seu exame a qualquer momento sem prejuízo de qualquer benefício que esteja 
recebendo. 

A qualquer momento durante o andamento do estudo as pesquisadoras Fabiana Mesquita Barros, Talita 
de Castro Alves e Marília Andrade Figueiredo estarão disponíveis para dúvidas e esclarecimentos pelo telefone 
(11) 3091-7838. 
 Se houver dúvidas sobre a ética da pesquisa entre em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Odontologia (Av. Lineu Prestes 2227, 05508-000 São Paulo, telefone 30917960 ou pelo e-mail 
cepfo@usp.br). O paciente receberá uma cópia deste termo de consentimento. 

 

mailto:cepfo@usp.br
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Eu, _______________________________________________, portador do RG -
_____________________________ li e/ou ouvi as informações deste termo e compreendi para que serve o 
estudo e qual o procedimento a qual serei submetido. A explicação que recebi esclarece os riscos e benefícios 
do estudo. Eu entendi que sou livre para interromper minha participação a qualquer momento, sem justificar 
minha decisão e que isso não afetará o meu tratamento. Sei que meu nome não será divulgado, que não terei 
despesas e que não receberei dinheiro por participar deste estudo e que devo entrar em contato com a Talita de 
Castro Alves, Fabiana Mesquita Barros e Marília Andrade Figueiredo caso tenha alguma dúvida. Eu concordo 
voluntariamente em participar do estudo “Detecção dos poliomavírus humano BK e JC em fluidos orais de 
indivíduos imunossuprimidos”. 
 

_________________________    ______________________________ 
Assinatura do participante                      Assinatura do pesquisador 

 
São Paulo, _______ de _____________________ de _________. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANEXO B – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa  
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP  DADOS DO PROJETO DE 

PESQUISA Título da Pesquisa: DETECÇÃO DOS POLIOMAVÍRUS HUMANO JC 

E BK EM SALIVA, FLUIDO GENGIVAL CREVICULAR E SANGUE DE PACIENTES 

COM INSUFICIÊNCIA RENAL Pesquisador: Marina Helena Cury Gallottini  

Área Temática: Versão: 4 CAAE: 15042613.6.0000.0075  

Instituição Proponente: Universidade de São Paulo  

Patrocinador Principal: Financiamento Próprio 

DADOS DO PARECER Número do Parecer: 500.250  

Data da Relatoria: 18/12/2013  

Apresentação do Projeto:  

A insuficiência renal é caracterizada pela perda da capacidade de filtração dos 

nefrons. De acordo com seu estágio, o tratamento é baseado na introdução de 

terapias de substituição renal, como a hemodiálise e a diálise peritoneal, além do 

transplante renal. Estes tratamentos levam a alterações imunológicas nos pacientes 

submetidos à eles, permitindo a reativação de vírus que encontram-se latentes e 

sem manifestações clínicas  

consideráveis em indivíduos imunocompetentes. Uns destes, são os vírus da família 

dos Poliomavírus humano, mais especificamente, os vírus BKV e JCV, que são 

associados ao desenvolvimento de nefrite em pacientes transplantados renais, 

podendo culminar com a perda do órgão transplantado. Seu principal local de 

latência são os rins, e por isso, sua detecção pode ser feita através de amostras de 

sangue e urina. Além disso, estudos mostram que as glândulas salivares também 

servem como local de depósito destes vírus, podendo a saliva ser tanto uma via de 

contaminação como de diagnóstico para presença destes vírus.  

Objetivo da Pesquisa:  

Detectar a presença e quantificar os poliomavírus humanos (BK e JC) na saliva e 

fluido gengival crevicular de pessoas com insuficiência renal crônica, em terapia 

dialítica, comparando com os valores encontrados no sangue e urina dos mesmos 

indivíduos everificar se há relação entre doença periodontal e presença e quantidade 

deste vírus na saliva e no fluido crevicular.  

Avaliação dos Riscos e Benefícios:  
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Os riscos ou desconfortos do exame clínico e coleta de saliva serão mínimos, já que 

o questionário e o exame bucal são parte dos cuidados a serem tomados com estes 

pacientes. Com relação à coleta de sangue, há risco da formação de hematoma no 

local da coleta, associado ou não à dor local. O poliomavírus humano nos subtipos  

BK e JC estão associados à casos de insucesso de transplante renal. Desta forma, a 

detecção deste vírus na saliva permitirá não só a determinação de um teste menos 

invasivo para detecção destes vírus, bem como o encaminhamento destes pacientes 

para avaliação especializada previamente ao transplante renal.  

Maria Gabriela Haye Biazevic (Coordenador) Comentários e Considerações 

sobre a Pesquisa:  

A pesquisa é importante pois objetiva viabilizar a utilização da saliva como meio de 

diagnóstico da presença do poliomavírus humanos (BK e JC). Este fluido tem coleta 

mais. simples e mais confortável para o paciente. Os riscos, apesar de presentes, 

são justificados e aceitáveis.  

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:  

Foram apresentados TCLE, onde foram incluídos o endereço e o CEP, a carta de 

autorização da co-participante, em que serão realizadas as análises e anexado 

parecer consubstanciado da CONEP.  

Recomendações:  

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:  

Tendo em vista a legislação vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP 

relatórios parciais anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatório final ao 

termino do trabalho. Qualquer modificação do projeto original deve ser apresentada 

a este CEP, de forma objetiva e com justificativas, para nova apreciação.  

Situação do Parecer:  

Aprovado  

Necessita Apreciação da CONEP:  

Não  

Considerações Finais a critério do CEP:  

SAO PAULO, 18 de Dezembro de 2013  

 

 


