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Resumo

Resumo

Os virus John Cunningham (JC) e BK s3o poliomavirus geneticamente similares,
que se encontram presentes em grande parte da populagdo, embora latentes em diversos
tecidos. Em situagdes de imunodepressao, como € o caso dos transplantados renais,
estes virus podem reativar e causar inumeras complicagdes no paciente, especialmente
a nivel dos rins. Uma dessas complicagdes ¢ a Nefropatia Cronica do Enxerto
Associada a Poliomavirus (NAPV), que consiste num grave comprometimento em
transplantes renais, j& que podera provocar uma reacao imunoldgica exacerbada e

subsequente rejeicao e perda da funcionalidade do rim transplantado.

Uma vez que um dos focos destes virus sdo os rins, “ponte” entre o sistema
circulatorio e o urinario, os virus JC e BK podem ser detetados e quantificados em
amostras de sangue e urina. Como o risco que estes virus representam para os
transplantes se correlaciona com a sua carga viral, ¢ de grande importancia o
conhecimento do valor a partir do qual o risco de comprometimento a nivel do 6rgao

transplantado ¢ iminente, assim como a sua dete¢ao precoce.

Outro fator a ter em conta € que estes virus possuem variantes genéticas, com
diferentes impactos a nivel imunologico, pelo que € pertinente o conhecimento destas

diferencas e a possibilidade de diferentes abordagens aquando de infe¢ado por elas.

Desde a descoberta destes virus, os métodos de detecao e quantificagdo tém sido
alvo de grande desenvolvimento, em que se destacam a genotipagem, o PCR e o qPCR.
tornando possivel determinar quais as variantes que infetam os pacientes, monitorizar
a replicacdo viral e criar medidas de prevengdo e combate as possiveis complicagdes

que comprometem o sucesso dos transplantes.

Palavras-chave: Virus JC; virus BK; transplantes renais; NAPV; quantificagao
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Abstract

Abstract

John Cunningham (JC) and BK virus are genetically similar polyomaviruses, which
are present in most population, although in a latent state in many tissues. In situations of
immunodepression, like it is the case for kidney transplants, these viruses can reactivate
and cause many complications to the patient, especially at kidney level. One of these
complications is Polyomavirus- Associated Nephropathy (PVAN), which is a serious
compromise in kidney transplants, since it may lead to a exacerbated immune reaction

and subsequent rejection and loss of function of the transplanted kidney.

Given that one of the focuses of this virus are the kidneys, “bridge” between the
circulatory system and the urinary system, JC and BK virus can be detected and quantified
in blood and urine samples. Since the risk that these viruses present for the transplants
has correlation with his viral load, it is of great importance to know the value at which
the risk of commitment in the transplanted organ is imminent, as well as its early

detection.

Another factor to have in mind is that these viruses possess genetic variations, with
different immunological behaviors, so is important the knowledge of this differences and

the possibility of different approaches when infection occurs.

Since the discovery of these viruses, the methods of detection and quantification have
been subject of great development, with emphasis on genotyping, PCR and qPCR. This
makes it possible to determine which variants are infecting the patients, monitor the viral
replication and create prevention and combating strategies against possible complications

that put at risk the success of transplants.

Keywords: JC virus; BK virus; kidney transplants; PVAN; quantification
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Introducdo

1. Introducio

Os Poliomavirus sdo uma familia de virus que infetam uma variedade de espécies
animais, incluindo os humanos. Geralmente as infe¢des por estes virus mantém-se
latentes, sem causar manifestacdes clinicas, passando despercebidos em muitos
individuos. No entanto, quando a imunidade estd comprometida, estes virus podem ser
reativados, causando uma variedade de condi¢des nocivas (Buck et al., 2016; Imlay &

Limaye, 2022; Prezioso, Van Ghelue, Moens, et al., 2021).

Os virus JC (John Cunningham) e BK, atualmente referidos como BKPyV e JCPyV,
sdo os principais envolvidos nos casos de reativagdes virais pds transplante renal

(Borriello et al., 2022)

O BKPyV estd habitualmente associado ao desenvolvimento de nefropatias, isto &,
comprometimento grave da funcionalidade dos rins, a NAPV. Apoés reativacdo viral, a
perda de funcionalidade do rim, ou mesmo completa rejeicdo do mesmo, sdo perigos
iminentes, o que pde em risco a qualidade de, e a vida do paciente (Ajit & Daniel, 2022;

Comoli et al., 2006; Vigil et al., 2016).

Com JCPyV surge como comorbilidade principal a Leucoencefalopatia Multifocal
Progressiva (LMP), j& que este virus tem tropismo para a massa branca do cérebro.
Consequentemente esta leva a desmielinizagdo nestas regides, desencadeando diversos
problemas associados a cognicdo e motricidade nos pacientes afetados, levando a morte

(Koralnik, 2023; Pinto & Dobson, 2014).

A reativacdo associada a transplantes deve-se sobretudo a uma das fases do seu
processo, a imunossupressdo. Esta consiste em diminuir a capacidade do sistema
imunitario do paciente, seja antes, durante ou apods o transplante através de terapéutica
farmacoldgica. Este processo ¢ efetuado pois, dado que o rim transplantado consiste numa
estrutura estranha ao corpo do paciente, consequentemente o sistema imunitario do
mesmo reagird contra esta ameaca. Assim, o sistema imunitario desencadeara respostas
que levam a rejei¢do do o6rgao e, com isso, eventual perda de funcionalidade do mesmo.
Como tal, esta situagdo poderia por em risco a qualidade de vida, ou até mesmo causar a
morte do paciente. Desta forma, utiliza-se a terap€utica imunossupressora para retardar a
resposta imune e permitir que o rim transplantado ndo seja rejeitado e exerga a sua fungao
corretamente (Allison, 2016; Hardinger, 2021; Oh & Connor, 2015). No entanto, da
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mesma forma que esta supressao do sistema imunitario confere o beneficio de assegurar
que o transplante seja bem-sucedido, também deixa o organismo suscetivel a infe¢des e
reativagdes, como acontece no caso destes poliomavirus (Chandraker, 2023; McDonald,

2022).

Dado os riscos associados, a eficaz e precoce dete¢ao dos virus JC e BK ¢ da méxima
importancia, de forma a permitir prevenir ou potencialmente combater as infe¢des

emergentes associadas aos transplantes renais (Chandraker, 2023; Hardinger, 2021).

Como os principais 6rgaos afetados sao os rins, ¢ de esperar que estes virus se
manifestem em fluidos bioldgicos que contatem com estes 6rgaos, nomeadamente sangue
e urina. Para determinar se a reativa¢do ocorreu, sdo analisadas amostras destes dois
fluidos, seja por pesquisa de material genético, que serd devidamente amplificado e
quantificado (Hirsch & Randhawa, 2019), seja por presenga de células decoy, células
peculiares que denunciam a ocorréncia de infe¢do e replicagdo viral nelas (Bromberg et
al., 2009; De Assis & Da Gloria Da Costa Carvalho, 2017). Estudo direto de células dos
rins e tibulos renais, através de biopsias sdo também um meio de determinar a presenca

de replicagdo viral (Whittier & Korbet, 2023; Wiegley et al., 2021).

Dado que JCPyV também possui uma forte presenga a nivel do cérebro, em caso de
detecdo de valores elevados deste virus nas outras amostras, estudo de amostras de
Liquido Cefalo-Raquidiano (LCR) s@o uma possibilidade (Bromberg et al., 2009; Hirsch
& Randhawa, 2019).

Devido a carga viral ser um indicativo de reativagdo do virus, também ¢ importante
determinar eficazmente a carga viral. Por esta razdo, ¢ imperativo a existéncia de estudos
focados em determinar qual o valor limite a partir do qual a carga viral representa um
risco de comprometimento renal, e que os dados estejam disponiveis para consulta pelos

profissionais que deles necessitam.

Com o aumento da esperanga média de vida e o constante desenvolvimento
cientifico, ¢ esperado um aumento do numero de transplantes de orgaos sélidos e
consequente eventuais complicagdes. E de extrema importancia a atualizagdo cientifica
por forma a oferecer a estes doentes os melhores cuidados e a alcangar as maiores taxas

de sucesso.
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Introducdo

E objetivo desta revisdo da literatura reunir a informagio mais recente no que
concerne a reativagao viral dos poliomavirus, em doentes transplantados renais, e focando
as metodologias laboratoriais de monitorizagdo destas infe¢cdes que contribuem para o
sucesso do enxerto. Por esta razdo considero que uma revisao da literatura sobre este
assunto ¢ extremamente pertinente para a elaboracao da minha tese de obten¢do de Grau

de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.
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Virus

2. Virus

¢

Virus, do latim “veneno”, s3o formas patogénicas cuja replicacdo ¢ feita
obrigatoriamente por parasitismo intracelular, ja que ndo possuem metabolismo proprio.
Estes aproveitam-se assim dessa capacidade possuida pelas células hospedeiras para obter
as proteinas e outras moléculas que necessitam para sua sobrevivéncia. Todos os
organismos sao infetados por virus, sendo uma parte integrante do ecossistema (Pellet et

al., 2020).

Virus sao compostos por genoma de ADN (acido desoxirribonucleico) ou ARN
(acido ribonucleico), envolvido numa camada de base proteica, denominada capside.
Existem ainda virus que possuem uma camada lipidica a envolver a capside, denominados
virus com involucro, sendo esta derivada das células hospedeiras em que ocorreu a
replicagdo. Estas estruturas formam o chamado virido, que tem potencial de infecao.

(Pellet et al., 2020).

No entanto, como qualquer organismo, nenhum virus ¢ exatamente igual a outro,
surgindo a necessidade de os classificar e agrupar conforme as caracteristicas que t€ém em
comum e que os distinguem dos demais. Por esta razdo taxonomia foi criada. Aplicado a
virus, esta classificacao ¢ feita com base em dois esquemas: Classificacao de Baltimore e
ICTV (International Committee on Taxonomy of Virus) (Pellet et al., 2020; Simmonds &
Aiewsakun, 2018).

A Classificagao de Baltimore, proposta pelo virologista David Baltimore em 1971,
baseia-se nas diferencas a nivel genético. Estas sdo: possui ADN ou ARN, se a cadeia ¢
simples (ss, single stranded) ou dupla (ds, double stranded), no caso de ARN de cadeia
simples, se a polaridade € positiva ou negativa, como a replicacdo ¢ efetuada e sobre a
producdo de ARN mensageiro (mMRNA). Com base nestas carateristicas criaram-se 7

grupos distintos, numerados de I a VII (Baltimore, 1971).

O ICTV divide os virus baseando-se nas suas carateristicas, que incluem: se tem
genoma de ARN ou ADN e a forma que este assume, o tamanho e forma da capside, se o
virus tem involucro, as formas de replicagdo, resisténcia a condigcdes adversas e
comportamento durante infe¢dao. Desta forma € possivel agrupar os virus em Espécie, que
entdo serao agrupadas em Géneros, seguido de Sub-Familias, Familias e por fim Ordens
(Pellet et al., 2020; Relich & Loeftelholz, 2023).
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Desde 2022, existem 65 ordens virais reconhecidas pelo ICTV, totalizando em

10 434 espécies (Moens et al., 2017; Relich & Loeffelholz, 2023).
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3. Poliomavirus

Os Poliomavirus pertencem a familia Polyomaviridae, durante muitos anos referida
como parte do subgrupo Papovavirus. Consiste numa familia de virus com grande
variedade de hospedeiros, estendendo-se de aves a mamiferos, em que se inclui a espécie
humana, tendo-se ja identificado, até 2021, 15 espécies que infetam os humanos (Buck et

al., 2016; Imlay & Limaye, 2022; Prezioso, Van Ghelue, Moens, et al., 2021).

O poliomavirus murino (MPyV) foi a primeira espécie isolada de poliomavirus, por
Ludwig Gross, em 1953, em ratos recém-nascidos, em que notou que os tubulos renais
dos animais adquiriam adenocarcinomas, descoberta que viria a dar o nome ao grupo

(Dalianis & Hirsch, 2013).

O nome destes virus deve-se a sua capacidade de gerar tumores, sendo composto
pelas palavras gregas para “muito” (“poly”) e “tumor” (“oma’) (Dalianis & Hirsch, 2013;

De Gascun & Carr, 2013; Schowalter et al., 2010).

3.1. Estrutura viral

Os membros desta familia possuem como carateristicas comuns as que podem ser
observadas na Fig.1: ndo possuirem invélucro, possuirem capside de simetria icosaédrica
(T=7) com diametro entre 40 e 45 nm e ADN circular de dupla cadeia, cujo genoma ¢
composto por aproximadamente 5000 pares de bases (Dalianis & Hirsch, 2013; De
Gascun & Carr, 2013; Decaprio & Garcea, 2013; Imlay & Limaye, 2022; Pinto &
Dobson, 2014).

T=7d

Figura 1 - Estrutura tipica de poliomavirus (adaptado de Viral Zone)
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Neste genoma estdo constituidas 3 regides funcionais: Non-Coding Control Region
(NCCR), early coding region e late coding region, representadas na Fig.2. Na early
coding region sao codificados os antigénios Large Tumor (LT) e Small Tumor (ST),
sendo 0s seus genes virais 0s primeiros a serem expressos, at¢ mesmo antes da replicagao
do ADN. LT promove a sintese de ADN, tendo uma importancia significativa no ciclo de
replicagdo viral, e ST ¢é responsavel por despoletar a replicagdo celular, atribuindo
consequentemente o risco oncogénico atribuido aos poliomavirus (Dalianis & Hirsch,
2013; De Gascun & Carr, 2013; Decaprio & Garcea, 2013; Imlay & Limaye, 2022; Pinto
& Dobson, 2014).

Na late coding region sdo codificados, ap6s replicagdo do ADN, os genes das 3
proteinas principais que formam a capside: VP1, VP2 e VP3, sendo a VPI a de maior
presencga (major) e por isso a principal aquando da infe¢do (Dalianis & Hirsch, 2013; De
Gascun & Carr, 2013; Decaprio & Garcea, 2013; Imlay & Limaye, 2022; Pinto &
Dobson, 2014). Nesta regido também ¢ codificada a agnoproteina, que possui uma
variedade de fungdes essenciais a infegdo viral, em que se incluem transcri¢do viral,
reparagao de ADN, constitui¢ao da capside, libertacao dos virus das células hospedeiras
e inibi¢do da reparacdo do ADN do hospedeiro (De Gascun & Carr, 2013; Randhawa &
Brennan, 2006).

Entre estas duas regides localiza-se a NCCR, onde se encontram fatores de
transcricdo, tanto para genes da early coding region como da late coding region (Dalianis
& Hirsch, 2013; De Gascun & Carr, 2013; Decaprio & Garcea, 2013; Imlay & Limaye,
2022; Pinto & Dobson, 2014).

18
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Figura 2 - Regides do genoma dos poliomavirus (Decaprio & Garcea, 2013)

3.2. Infecio e Replicagao

A replicacdo dos poliomavirus ocorre por um ciclo de eventos especificos. Conhecer
o ciclo de replicagdo, um tdo importante processo no comego de infe¢do dos seus
hospedeiros, ¢ bastante pertinente. Com esta informagdo, além de se ficar a conhecer
melhor estes virus, permite potencialmente formular estratégias para retardar ou mesmo
evitar que o ciclo seja iniciado, juntamente com o risco que acarretam para 0s Seus

hospedeiros.

O ciclo inicia-se com a ligacdo dos virus a superficie da célula hospedeira. A
superficie da maioria das células ¢ composta por gangliosidios, longas cadeias de
glicolipidos ligados por hidratos de carbono, que funcionam como recetores de
membrana. E a estes gangliosidios que os virus se irdo ligar, através das proteinas VP1.
O método pode variar em alguns poliomavirus, mas o mais comum de acontecer apds
ligacdo € o virido executar endocitose (entrada na célula) através de estruturas lipidicas
que invaginam a membrana das células (Bhattacharjee & Chattaraj, 2016; Moens et al.,

2021).

Dentro da célula, o virido ir4 entrar no reticulo endoplasmatico, uma capacidade
ainda ndo descoberta em mais nenhum virus. Aqui, devido a enzimas isomerase-

dissulfito, a capside desintegra-se, altura que o acido nucleico ¢ libertado no citoplasma.
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No citoplasma, ocorre a perda da proteina VPI, pensa-se que ¢ devido a baixa
concentragdo de calcio no citoplasma. O material genético viral fica entdo liberto e entra

no nucleo da célula hospedeira (Bhattacharjee & Chattaraj, 2016; Moens et al., 2021).

No nucleo, usando os mecanismos naturais de replicacao da célula, esta sera forcada
a fazer a transcricdo dos componentes virais. Os primeiros sao os antigénios LT e ST, da
early coding region, que, com o seu papel em despoletar replicagdo celular, irdo ser
essenciais para que a replicagdo de ADN viral ocorra no ntcleo por parte da NCCR.
Tendo esta ocorrido, segue-se a producado das proteinas da capside, VP1, VP2 e VP3, da
late coding region, formando por fim os novos virides. Esta transcricdo de ambas as
regides, ocorre de uma unica cadeia de mARN (ARN mensageiro), diretamente do ADN

de dupla cadeia do virus original (Bhattacharjee & Chattaraj, 2016; Moens et al., 2021).

Por fim, os virides libertam-se da célula por lise, estando prontos para repetir o

processo (Bhattacharjee & Chattaraj, 2016; Moens et al., 2021).

As células lisadas, entdo chamadas células decoy, tendo sido for¢adas a uma
replicagdo descontrolada, apresentam ntcleos aumentados, semelhante ao que se veria
em carcinomas, sendo bastante carateristico de poliomavirus ¢ um indicativo da sua
infecdo (De Assis & Da Gloria Da Costa Carvalho, 2017; Gai et al., 2005; Geetha et al.,
2012; Tummidi et al., 2020).

3.3. Classificacao

Baseado nas carateristicas ja faladas, os poliomavirus sao classificados, segundo o
sistema de classificacdo de Baltimore, no grupo I, j& que possuem ADN de dupla cadeia
e a sua producdo de ARN mensageiro ser diretamente deste ADN, sem necessidade de

conversdo em ARN num processo intermédio, como seria o caso do grupo VII.

Segundo o ICTV, cuja a ultima revisdo foi feita por Moens et al em 2021, existem 6
géneros de poliomavirus de prefixos: alpha-, beta-, gamma-, delta-, epsilon- e zeta-

(Moens et al., 2021).
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3.4. Poliomavirus Humanos

Os representantes da familia dos poliomavirus humanos (HPyV), virus John
Cunningham (JCyV) e virus BK (BKyV), foram descobertos na década de 70 a partir de
amostras de doentes e receberam os seus nomes das iniciais dos nomes destes doentes
(Assetta & Atwood, 2017; Dalianis & Hirsch, 2013; Decaprio & Garcea, 2013; Imlay &
Limaye, 2022; Pinto & Dobson, 2014; Prezioso, Van Ghelue, Moens, et al., 2021).

Apenas em 2007 foram descobertos novos poliomavirus humanos e, ao longo de
aproximadamente uma década, foram reconhecidos os restantes 13 virus deste grupo, que

se conhecem até a data (Prezioso, Van Ghelue, Moens, et al., 2021).

Os 2 primeiros virus descobertos em 2007, que receberam o nome do local onde
ocorreu a descoberta, foram: KIPyV (Karolinska Institute), isolado de aspiracdes
nasofaringeas guardadas de 2004 (Allander et al.,, 2007), e WUPyV (Washington
University), isolado de lavagem broncoalveolar de uma crianca australiana com sintomas
de pneumonia (Gaynor et al., 2007). Ambos aparentam ter correlagdo com doengas

respiratorias, mas ainda nao foi definitivamente comprovado.

Seguiu-se, em 2008, a descoberta do Poliomavirus das Células Merkel (MCPyV) em
tumores das células da pele que lhe deram nome, sendo o virus a possivel causa deste raro

mas agressivo tipo de cancro (Feng et al., 2008; Schowalter et al., 2010).

Em 2010, mais 3 virus foram descobertos e identificados como poliomavirus
humanos, todos encontrados na pele: HPyV6, HPyV7 e TSPyV. HPyV6 e HPyV7 fazem
parte da flora normal da pele, assim como MCPyV, ndo tendo sido identificada qualquer
correlagdo com algum tipo de doenga de pele (Schowalter et al., 2010). No entanto, mais
tarde descobriu-se que estariam associados a dermatoses pruriginosas e com disqueratose,
uma condicdo muito rara de pele, em individuos imunocomprometidos (Nguyen et al.,
2017). HPyV6 também pode estar envolvida na Doenga de Kimura, uma doenca
inflamatéria rara que causa hiperplasia angiolinfoide acompanhada de eosinofilia
(Hashida et al., 2020; Rascovan et al., 2016). Outro virus encontrado ¢ o poliomavirus
associado a Trichodysplasia Spinulosa (TSPyV) ou HPyV8, que esta associado a doenca
que lhe da o nome, uma doenga de pele rara, tipica de individuos imunocomprometidos,
caraterizada pelo aparecimento de papulas foliculares, engrossamento da pele e perda de

cabelo nas sobrancelhas, pestanas e escalpe (van der Meijden et al., 2010).
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Em 2011 outro virus da flora da pele foi isolado: HPyV9, também sem associacdes

conhecidas com algum tipo de patologia (Scuda et al., 2011; Trusch et al., 2012).

Em 2012, sdo identificados trés novos virus, no entanto, sem evidéncias definitivas
de causarem doencas: MWPyV, STLPyV e HPyV12. Isolado em fezes de uma crianga
em Malawi, na Africa Oriental, o virus MWPyV foi descoberto pela primeira vez e
nomeado, tendo por base o local onde ocorreu a descoberta (Siebrasse et al., 2012).
Consecutivamente, no mesmo ano, um estudo paralelo e independente isolou 0 mesmo
virus na verruga de um paciente com imunodeficiéncia congénita, nomeando-o HPyV10
e atribuindo esta segunda designacao (Buck et al., 2012). Mais tarde, o poliomavirus Saint
Louis (STLPyV) foi isolado, também numa amostra de fezes de uma crianca de Malawi.
Ao ser comparada com amostras, também fecais, provenientes de Gambia, na Africa
Ocidental, e de Saint Louis, nos EUA (este ultimo local deu o nome ao virus), descobriu-
se tratar-se do mesmo virus e verificou-se ter grande similaridade com HPyV10 (Lim et
al., 2013). Seguiu-se a descoberta de HPyV12, isolado de tecido hepatico (Korup et al.,
2013). Este virus apresenta uma proximidade com um poliomavirus que infeta

musaranhos, indicando uma possivel infe¢ao cruzada (Gedvilaite et al., 2017).

Em 2013, em New Jersey, nos EUA, o poliomavirus New Jersey 2013 (NJPyV-2013)
ou HPyV 13, foi isolado de uma biopsia muscular de uma paciente adulta que recebeu um
transplante de pancreas e estava a sofrer de cegueira, fraqueza associada a miopatia (falha
nas filhas musculares), dermatose e vasculite (destruicdo de vasos sanguineos). A

correlacdo com estes ou outros sintomas nao foi identificada (Mishra et al., 2014).

Em 2017, na Internation Agency for Research on Cancer (IARC), em Lyon, Francga,
¢ identificado, em amostras de pele, o poliomavirus Lyon IARC (LIPyV). Este virus
possui grande similaridade com um poliomavirus que causa tumores cerebrais em
guaxinins, captando assim a aten¢do da IARC, contudo, ndo foram descobertas evidéncias

de causar esta ou outras patologias (Gheit et al., 2017). f

Por fim, mais recentemente, em 2019, em Quebec, no Canadd, o poliomavirus
Quebec (QPyV), foi isolado a partir de fezes de uma paciente hospitalizada, com 85 anos
(Ondov et al., 2019). Este virus possui uma grande similaridade com HPyV6 e HPyV7,
mas ndo ha relatos que a infe¢do cause qualquer sintomatologia (Ondov et al., 2019;

Prezioso, Van Ghelue, Pietropaolo, et al., 2021).
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Na classificacdo, segundo o ICTV, os poliomavirus foram agrupados entre os
géneros Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus e Deltapolyomavirus. No género
Alphapolyomavirus encontram-se MCPyV, TSPyV, HPyV9, HPyV12, NJPyV e LIPyV.
Os pertencentes ao género Betapolyomavirus sio BKPyV, JCPyV, KIPyV ¢ WUPyV.
Agrupados no género Deltapolyomavirus estio HPyV6, HPyV7, MWPyV e STLPyV

(Moens et al., 2017). O QPyV nio se encontra mencionado qual o género.

Como se pode ver, JCPyV e BKPyV foram os primeiros poliomavirus descobertos
como capazes de infetar humanos (HPyV) e, durante mais de 30 anos, foram as espécies
sobre o qual se tinha maior conhecimento. Sao inclusivé as mais prevalentes ainda hoje,
tendo-se constatado que cerca de 80% da populacdo atual em que se efetuaram analises
possui anticorpos que denunciam a sua presen¢a. Tal gera interesse no seu estudo dado
que, embora se mantenham num estado latente na maioria da populagdo saudavel, em
situacdes que o sistema imune seja comprometido, como ocorre em transplantes, estes
virus poderao reativar, representando um risco elevado para a rejeicao do o6rgdo (Assetta
& Atwood, 2017; Borriello et al., 2022; Costigliolo et al., 2020; Decaprio & Garcea,
2013; Dehcheshmeh et al., 2020; Divers et al., 2022; Imlay & Limaye, 2022; Pinto &
Dobson, 2014; Safaei, 2021).

Ao longo dos anos, desde a sua descoberta, com 0 aumento da compreensao destes
virus, assim como a evolugdo inerente das técnicas de dete¢cdo em amostras de sangue e
urina, tornou-se possivel detetar e assim melhor prevenir situagdes de reativagdo em
transplantados renais, reduzindo o risco de rejeicdo do 6rgdo e desenvolvimento de

condi¢des como a NAPV.
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4. Virus BKPyV

O virus BKPyV foi isolado pela primeira vez em 1971 por parte de Sylvia Gardner,
Anne Field e Dulcie Coleman, na urina de um paciente que tinha recebido um transplante
renal, que acabou com a rejei¢do do mesmo. Devido a ser o primeiro poliomavirus

humano isolado, tem também a designacdo de HPyV1 (Gardner et al., 1971).

4.1. Infecao

A infecdo por BKPyV pensa-se ocorrer maioritariamente durante a infancia, com
50% das criangas entre 3 e 4 anos com anticorpos para este virus e 90% da populagio
adulta tendo ja sido exposta. A sua transmissdo pode ocorrer por diversas vias pessoa-
pessoa, acreditando-se que a via respiratdria ¢ a mais frequente, j4 que os sintomas de
infegdo primarios, quando nao assintomatica, estdo associados a sintomas do trato
respiratorio superior, podendo-se encontrar ADN viral vestigial em tecidos da amigdala.
Outros meios de infecdo propostos sdo a via oral-fecal e placentaria, através transfusoes
de sangue ou transplantes e contato com urina infetada (De Gascun & Carr, 2013; Jiang

et al., 2009; Pinto & Dobson, 2014).

E proposto que, apos infegdo do trato respiratorio, o virus conseguird entrar na
corrente sanguinea através das amigdalas e infetar as células mononucleadas, como os
linfocitos e os mondcitos. Desta forma consegue entdo alcangar os rins, onde se infiltrara
nas células do epitélio de transi¢do do trato urinario e nos tibulos renais, permanecendo

de forma latente (Vigil et al., 2016).

O seu ciclo de replicacdo ¢ igual ao ja referido dos poliomavirus, mas com a diferenca
que na entrada das células € utilizado um recetor formado por uma glicoproteina N-Linked

a-2,6 (Bhattacharjee & Chattaraj, 2016; Dugan et al., 2005; Pinto & Dobson, 2014).

Andlises de urina evidenciaram que entre 80% dos pacientes transplantados renais
possuem presenca deste poliomavirus (Pinto & Dobson, 2014), indicando a sua
reativacdo. Quando reativado, multiplica-se nas células epiteliais do tibulo renal,
eventualmente levando a lise celular e excrecdo na urina. As células infetadas apresentam
nucleos irregulares distintos e podem ser encontradas na urina. Estas células sdo
chamadas células “decoy”, e resultam da reativacao viral (De Assis & Da Gléria Da Costa

Carvalho, 2017; Gai et al., 2005; Geetha et al., 2012; Tummidi et al., 2020).
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4.2. Manifestacoes clinicas

As consequéncias mais comuns sdo infe¢des do trato urinario, com a maioria dos
casos a evoluir para cistite hemorragica ¢ NAPV. Outros sintomas observados, mas
menos comuns, sao retinites, doencas hepaticas, meningoencefalite ¢ os pulmonares
associados a infe¢dao primaria, sendo os mais frequentes pneumonites (Ajit & Daniel,

2022; Pinto & Dobson, 2014).

NAPYV ¢ uma condicdo, por vezes assintomatica, que ocorre em 5-10% dos pacientes
transplantados. Os sintomas, quando ocorrem, sdo caraterizados por um ou mais dos
seguintes: baixo volume urindrio, excesso de creatina na urina, inflamacao e lesdo dos
tabulos urinarios, com possivel libertagdo das respetivas células, e urina com presenga
hematuria e piuria. Esta condi¢do tem uma taxa de 50-80% de induzir rejei¢do do 6rgao
transplantado, uma estatistica alarmante para pacientes em necessidade de transplantes

(Ajit & Daniel, 2022; Comoli et al., 2006; Vigil et al., 2016).

4.3. Variabilidade genética

O genoma completo de BKPyV foi sequenciado e publicado em 1979 por Isabelle
Seif, George Khoury e Ravi Dhar.(Seif et al., 1979), podendo-se notar que possui uma
similaridade genética de aproximadamente 75% para com o virus JCPyV. Posteriormente
também foi descoberto que possuem um ciclo de replicacdo semelhante (Frisque et al.,

1984; Pinto & Dobson, 2014).

Como descoberto em 1993 por Jin et al, (Jin et al., 1993) existem 4 variantes
principais de genotipos deste virus, identificadas como I, II, III e IV, a diferenca entre
elas encontra-se no gene que codifica para a proteina VP1, localizado entre os nucledtidos

1744 a 1812.

A variante | tem uma prevaléncia de aproximadamente 80% e a variante IV de
aproximadamente 15%, as restantes variantes tém a menor prevaléncia, de
aproximadamente 5%. As variantes I e IV dividem-se ainda em subtipos, com a variante
I possuindo Ia, Ib-1, Ib-2 e Ic e a variante IV possuindo [Va-1, IVa-2, [Vb-1, IVb-2, [Vc-
1 e IVc-2 (Krumbholz et al., 2008; Morel et al., 2017).
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Alguns estudos parecem demonstrar que cada subtipo ¢ tipico de uma regiao
geografica especifica, permitindo formular uma hipotese da origem da infegao pelo virus
quando identificada a sua presenca. la ¢ mais comum em Africa, Ib-1 no sudeste asiatico,

Ib-2 na Europa e Ic no nordeste asiatico (Ikegaya et al., 2006, 2007; Morel et al., 2017).

Os subtipos IV nao foram associados a regides especificas, parecendo no seu todo
ser mais prevalentes no este asiatico, excluindo o Japdo. O subtipo IVc-2 € a excegdo,
surgindo principalmente na Europa e Nordeste Asiatico (Chen et al., 2006; Ikegaya et al.,

2007; Nishimoto et al., 2007).

Outra carateristica a salientar sobre os subtipos sdo as diferentes interagdes que
demonstram aquando da infe¢do. Um estudo feito em 2013 por Diana Pastrana e restante
equipa indica que, devido aos polimorfismos da VP1 que caraterizam as variantes, os
locais de ligagdo dos anticorpos sdo diferentes. Os polimorfismos causam diferengas na
capside, onde se encontram os locais de ligacdo, pelo que, devido a estas diferengas,
anticorpos que seriam capazes de se ligar a superficie de certos subtipos do virus e causar
a sua neutralizacdo, ja ndo serdo efetivos. Por esta razdo, as variantes demonstram
capacidade de evitar a neutralizacdo, a menos que anticorpos especificos sejam
envolvidos. Da mesma forma a sua capacidade de entrada nas células e inicio de
replicacdo indica variar entre os subtipos, como demonstrado neste estudo (Pastrana et

al., 2013).

Tal situag@o parece ser confirmada com o estudo de Rafael Varella e al. em 2018, em
que foi demonstrado que o subtipo Ib apresenta menos carga viral na urina que Ia,
podendo dever-se as diferencas, ndo s6 na capacidade de infecdo das células e
consequente multiplicagdo, como na sua capacidade variavel de evasdo a neutralizagdao

(Varella et al., 2018).
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5. Virus JCPyV

O virus JCPyV foi isolado pela primeira vez, em 1971 por Billie Padgett, Duard
Walker, Gabrielle ZuRhein e Robert Eckroade, no tecido cerebral de um paciente com
Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LMP), apds este morrer. O paciente
chamava-se John Cunningham, cujas iniciais deram o nome ao virus (Pietropaolo et al.,
2018). Devido a ter sido o segundo poliomavirus humano a ser descoberto, recebe

também a designacao HPyV2.

5.1. Infecao

Tal como no BKPyV, a infecdo ocorre assintomaticamente na infancia, com cerca de
50% dos individuos em idades entre 10 e 15 anos possuindo anticorpos que indicam a sua
presenga (Pinto & Dobson, 2014), atingindo a percentagem de 86% em adultos (Koralnik,
2023).

A sua transmissao aparenta ocorrer da mesma forma que o virus BKPyV, com mais
incidéncia sobre o trato gastrointestinal, onde pode estabelecer laténcia. A partir daqui
consegue também alcancar os rins e 6rgaos do sistema linfatico, e neles adquirir laténcia,
sofrendo reativagdo apds imunossupressdao do seu hospedeiro (Assetta & Atwood, 2017;

Imlay & Limaye, 2022; Pinto & Dobson, 2014).

O seu ciclo de replicagdo ¢ igual ao j& referido dos poliomavirus, com a
particularidade de que necessita de interagir com o recetor SHT2A. Este ¢ um recetor de
serotonina presente na superficie das células, maioritariamente no sistema nervoso. E
através desta ligagdo que o virus consegue executar endocitose, sendo esta caracteristica
que o faz capaz de infetar o sistema nervoso central (SNC) (Bhattacharjee & Chattaraj,

2016).

5.2. Manifestacoes clinicas

O JCPyV esta associado, assim como o BKPyV, a complicac¢des renais, no entanto a
percentagem de causar NAPV encontra-se aproximadamente em 1-5% (Costa, 2012;

Pinto & Dobson, 2014).
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Quando reativado, ird principalmente causar doengas de foco no SNC, com a LMP a
ser a mais frequente (Assetta & Atwood, 2017; Divers et al., 2022; Imlay & Limaye,
2022; Pinto & Dobson, 2014). Esta doenca causa a desmielinizacdo de varias regides
cerebrais, principalmente na massa branca subcortical e no cortex, levando a um comego
de perda de coordenacdao, hemiparesia, afasia, disartria, hemianopsia, alteragao da

personalidade e morte (Koralnik, 2023; Pinto & Dobson, 2014).

O virus tem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefélica, que ¢ o que lhe
permite alcancar as zonas cerebrais mencionadas. Por esta razdo, pode também ser

encontrado em amostras de liquido cefalorraquidiano e tecido cerebral (Koralnik, 2023).

Foi descoberto que a seroprevaléncia de JCV ocorre mais tarde € com um aumento
inferior ao de BKV. A presen¢a na urina, indicador de reativagdo, aparenta ser mais
comum que em BKYV, assim como em maior concentracdo, quando ocorre
assintomaticamente. No entanto, em situacdes de imunocomprometimento, apresenta
menor aumento da carga viral urinaria, indicando que sofre uma reativagdo menos severa
nestas condicdes. Estas estatisticas sdo coincidentes com a menor frequéncia de
nefropatia associada a JCPyV (Dalianis & Hirsch, 2013; Dehcheshmeh et al., 2020;
Wiegley et al., 2021).

Também foi descoberto que causa diversos tipos de cancro a nivel gastrointestinal e
cerebral (Dehcheshmeh et al., 2020; Maginnis & Atwood, 2009; Pietropaolo et al., 2018;
Pinto & Dobson, 2014).

5.3. Variabilidade genética

O genoma completo deste poliomavirus foi sequenciado por Richard Frisque, Gary
Bream e Maria Cannella em 1984, em que se notou uma similaridade de 75% com
BKPyV. O genoma ¢ composto de 5130 pares de nucledtidos (Frisque et al., 1984; Pinto
& Dobson, 2014).

JCPyV possui 7 variantes principais, das quais existem cerca de 14 subtipos,
baseados em diferencas de 0,56 a 1% na regido codificante da proteina VP1 (Agostini et
al., 2001; Shackelton et al., 2006; Zanotta et al., 2013).

O tipo I tem maior frequéncia na Europa, II e VII sdo mais frequentes na Asia, III é
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mais encontrado no este africado e VI no oeste e Africa Central, e IV é mais prevalente
nos EUA e na Europa (Agostini et al., 2001; Dehcheshmeh et al., 2020; Shackelton et al.,
2006; Zanotta et al., 2013).

Quanto aos subtipos I e IV, num estudo, Ia apresentou mais prevaléncia em Polacos
e Hungaros, enquanto Ib foi descoberto como a Unica variante localizada nos grupos
provindos dos Bascos e de Espanha, enquanto os provindos da Alemanha apresentaram
igual prevaléncia de Ia e Ib. O tipo 4 ndo foi encontrado nos grupos hungaros (Agostini

et al., 2001; Shackelton et al., 2006; Zanotta et al., 2013).

A informacado relativa as diferencas significativas entre estes tipos, assim como as

carateristicas especificas dos seus subtipos, € escassa.
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6. Transplantes renais

Para melhor compreensdao do JCPyV e do BKPyV, além do estudo das suas
carateristicas e processo de infecdo, ¢ fundamental também conhecer as circunstancias

em que se destacam, nomeadamente em situagao de transplante.

Transplantes sdo procedimentos em que a colheita de células, tecidos ou 6rgdos de
um individuo ¢ efetuada e implantada no mesmo ou outro individuo. Estes procedimentos
podem ser muito importantes para preservar a qualidade de vida de um paciente, ou
mesmo garantir a sua sobrevivéncia, nomeadamente quando o funcionamento do 6rgao
original ¢ insuficiente ou existe algum tipo de anomalia que o torna nocivo para o paciente

(Chandraker, 2023).

O primeiro transplante bem-sucedido, um rim, foi efetuado em 1954 e desde ai cada

vez mais individuos tém necessidade desde procedimento (Nordham & Ninokawa, 2022).

Transplantes renais oferecem mais beneficios, em termos de qualidade de vida e taxa
de sobrevivéncia, para um paciente em faléncia renal do que a dialise, consequentemente
¢ a abordagem preferida tanto em adultos, como em criangas (Bromberg et al., 2009;

Chandraker, 2023; McDonald, 2022).

H4 diversos fatores que afetam o sucesso de transplantes renais, sendo os mais
frequentes: a etnia e idade do paciente e do doador, compatibilidade entre o paciente e o
doador, se o 6rgdo deriva de um doador vivo ou morto, doengas prévias e adesdo ao
regime alimentar e farmacoldgico exigente (Chandraker, 2023; McDonald, 2022; Vella,

2023).

No entanto, o fator imediato mais preocupante dos transplantes, ¢ a sua rejeicao.
Devido a introducdo de um 6rgdo ndo pertencente ao paciente, composto de células e
proteinas diferentes, ¢ esperado que o sistema imunitario assuma como uma possivel
ameaca, desencadeando uma resposta imune que leva, na maioria dos casos, a sua
destruicao. Se esta resposta imune progride, seguem-se falhas no funcionamento do 6rgao

transplantado, com possivel morte do paciente (Calne, 2005; Oh & Connor, 2015).

Para evitar a rejei¢ao pelo sistema imune, que comprometera o seu funcionamento, e

consequentemente a saide do paciente, os pacientes sujeitos a estes procedimentos tém

33



Reativagées das infe¢ées por virus JC e BK em doentes transplantados renais

de realizar terapéutica imunossupressora. Desta forma ¢ possivel retardar a resposta
imune ¢ o orgdo introduzido integrar o corpo e fazer a sua agdo corretamente.
Subsequentemente faz-se a reducao gradual da terapéutica imunossupressora ao verificar-

se a integragao do novo orgao (Allison, 2016; Calne, 2005; Hardinger, 2021).

No entanto, com a imunossupressao podem surgir novos desafios, como doencas
cardiovasculares, desenvolvimento de cancro e infe¢cdes ou reativagdes virais.
Relativamente a este ultimo, como o sistema imune se encontra enfraquecido, mais
dificilmente o organismo consegue combater infecdes. Desta forma surge o risco de
desenvolvimento de infe¢des oportunistas, sendo exemplo a reativagao dos poliomavirus
como referido anteriormente, o que representa outro fator pertinente para o sucesso ou
ndo do transplante (Chandraker, 2023; Fishman, 2022; Hardinger, 2021; McDonald,
2022).

Por esta razdo, ¢ essencial uma monitorizacdo regular e atenta do paciente para
determinar o estado de integracao do 6rgao, para assim se decidir reduzir em seguranga a
terapéutica imunossupressora. O quanto se reduz, e quando, ¢ fundamental na
minimizag¢do do risco de reativa¢do dos poliomavirus, sem comprometer a nio rejei¢ao

do rim transplantado (Bromberg et al., 2009; Chandraker, 2023; Hardinger, 2021).

Da mesma forma, ¢ essencial um planecamento correto da terapéutica
imunossupressora adequada. Isto €, quais as combinagdes mais apropriadas de medicagao

para obter o sucesso desejado (Bromberg et al., 2009).

Desde o primeiro transplante, muitas foram as melhorias efetuadas no procedimento
de transplantacdo, no controlo da medicacao imunossupressora adequada e na gestao pos
transplante dos pacientes, permitindo o seu sucesso, tanto em adultos, como em criangas.
Desta forma a qualidade de vida dos pacientes ¢ melhorada e a taxa de mortalidade
reduzida (Calne, 2005; Chandraker, 2023; McDonald, 2022; Nordham & Ninokawa,
2022; Vella, 2023).
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6.1. Estatisticas: EUA vs Europa

Nos EUA, como consta na WHO-ONT Global Observatory on Donation and
Transplantation, ¢ se pode ver no grafico da Fig.3, os numeros de transplantes renais
efetuados aumentaram de 13 621 transplantes, em 2000, para 24 273 transplantes, em
2019, o aumento nao sendo, no entanto, linear nem acentuado. De 2019 para 2020 ocorreu
uma descida, para 23 644 transplantes renais, que talvez se possa dever a Pandemia
COVID-19, embora descidas semelhantes ja tivessem ocorrido anteriormente. Nos anos
subsequentes voltou a aumentar, com 25 490 transplantes em 2021 e finalmente atingindo

26 310 transplantes em 2022.

Transplantes renais por ano nos EUA
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Figura 3 - Tranplantes renais no EUA entre 2000 e 2022. Adaptado de GODT
(https://www .transplant-observatory.org/data-charts-and-tables/chart/)

Por sua vez na Europa, também referido na WHO-ONT Global Observatory on
Donation and Transplantation, e como se pode ver no grafico da Fig.4, entre 2000 e 2019,
com exce¢do de 2002 e 2008, houve um aumento consistente de transplantes renais
efetuados, de 7 754 para 28 189. Em 2020, houve uma diminuicdo acentuada de
transplantes, para 22 006, que se pode dever a imersdo da pandemia COVID-19. No
entanto voltou a sofrer um aumento até 2021, com 23 593 transplantes, e em 2022, em

que atingiu o valor de 25 361 transplantes.
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Figura 4 - Transplantes renais na FEuropa entre 2000 e 2022. Adaptado de GODT
(https://www .transplant-observatory.org/data-charts-and-tables/chart/)

Comparando os valores entre Europa e EUA, na Europa o aumento ao longo destes
22 anos ¢ mais acentuado, atingindo inclusive maior nimero de transplantes efetuados,
com 28 189 transplantes em 2019. Obteve, no entanto, valores menores em relacdo aos

EUA nos anos 2021 e 2022.

6.2. Orientacdes clinicas

Analisando as orientagdes clinicas (guidelines) americanas, da American Society of
Transplantation e da American Society of Transplant Surgeon (Bromberg et al., 2009;
Hirsch & Randhawa, 2019), e europeias, da European Association of Urology (Breda et
al.,, 2023) e Consensus on Manging Modifiable Risk in Transplantation Group
(Neuberger et al., 2017), a monitorizagdo de infe¢do por virus BK € relatada como
essencial, de forma a melhor efetuar um planeamento das precaugdes necessarias a nao
rejei¢do do rim transplantado. Nestas guidelines também se expressa um melhor sucesso
em fazer terapéutica de combinac¢dao imunossupressora antes ou aquando do transplante

(Bromberg et al., 2009; Neuberger et al., 2017).

E previsivel que, 3 meses apos transplante, 50% dos pacientes ird desenvolver
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virémia, com subsequente nefropatia associada numa média de 8 meses. Assim sendo,
nas guidelines americanas ha uma sugestdo para detecao da presenca de BKV em plasma,
por métodos de detecdo e quantificagdo de acidos nucleicos, em que se incluem o PCR e
gPCR. O regime sugerido de seguimento ¢ mensal, durante 3 meses apoOs transplante
renal, passando a ser trimestral até aos 12 meses, altura que a monitorizacao deixa de ser
requerida (Bromberg et al., 2009). Nas publicagdes mais recentes, ha sugestao do follow-
up inicial continuar mensal, mas estendido até aos 9 meses, subsequentemente passando
a ser trimestral até aos 2 anos apos o transplante. H4 também a sugestao de, em caso de

pacientes pediatricos, poder ser estendido ap6s os 2 anos (Hirsch & Randhawa, 2019).

Perante um aumento persistente de carga viral de BKPyV superior a 10 000
copias/mL ou que se mantenha superior a 1 000 copias/ml durante 3 meses, ¢ aconselhado
areducdo da terapéutica imunossupressora, ja que o risco de nefropatia ¢ de 93%. Perante
a possibilidade de ndo execugdo da testagem de acido nucleico, a citologia renal é o
método considerado para despiste de infecdo ou reativacado de BKPyV, com confirmagao

a partir de biopsia (Bromberg et al., 2009; Hirsch & Randhawa, 2019).

Nas guidelines europeias hé sugestio para detecdo durante os 2 primeiros anos apos
transplante, pelo menos a cada 3 meses. Os valores de carga viral de BKPyV em que ¢
sugerida a reducdao da terapéutica imunossupressora sao quando superiores a 10 000

copias/mL de forma persistente (Heemann et al., 2011).

Quanto a possibilidade de infe¢do por JCPyV, em ambas as guidelines americanas e
europeias, ndo ha indicacdo de prioridade da sua monitorizagdo, que parece dever-se a

menor incidéncia de complicagdes renais associadas a este virus.
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7. Métodos de detecao/quantificacao

Devido ao elevado risco que estes virus representam em situacdes em que a
imunidade ¢ comprometida, como ¢ o caso dos transplantes, surge a necessidade de
atempadamente se tomarem as necessarias precaugdes quanto a sua reativacao. Assim, ¢
essencial a existéncia de métodos de detecao destes virus, assim como determinar se se

encontram em concentragdes que possam pOor em risco os pacientes infetados.

Dado que os rins sao o principal local de laténcia destes virus, os métodos de detegao
sao aplicados nestes 0rgaos e nos seus meios de contato, nomeadamente sangue e urina
J& que, perante reativacao, estas amostras apresentam carga viral. No caso do JCPyV,
como tem uma incidéncia significativa no SNC, amostras de LCR ou de tecido cerebral

também podem ser usadas para monitorizagao.

Dado que o BKPyV tem mais incidéncia em complica¢des renais, existem mais
estudos a indicar os seus métodos de detecdo, quando aplicado a transplantes renais, do

que para o JCPyV.

Os métodos mais usados sdo: Citologia da urina, Biopsia, PCR, qPCR e

Genotipagem.

7.1. Citologia na urina

A citologia na urina consiste num teste nesta amostra bioldgica, a partir da qual se
faz uma preparacdo que sera visualizada ao microscopio com o objetivo de detetar a
presenca de células irregulares. Aplicado a dete¢do dos virus JC e BK, procuram-se
células epiteliais de forma irregular e niicleos maiores do que o normal, caracteristicas da
infecdo por estes virus (De Assis & Da Gléria Da Costa Carvalho, 2017; Singh et al.,
2006).

Estas células foram observadas pela primeira vez pelo especialista em citotecnologia
Andrew Ricci quando, nos anos 50, analisava urina de pacientes de alto risco de cancro
da bexiga. Devido as suas carateristicas, sao facilmente confundidas com células
cancerigenas. S6 em 1971 foi descoberto que tinham origem na infe¢do por poliomavirus

e foram denominadas células “decoy” (De Assis & Da Gloria Da Costa Carvalho, 2017).
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Embora este método seja facil de realizar e de baixo custo para monitorizagdo da
infecdo, ndo permite distinguir se a infe¢do viral € por JCPyV ou por BKPyV. Também
pode surgir por reativagdes passageiras, sem evolucao para situagdes graves, por isso nao
¢ conclusivo para determinagao inicial de uma infe¢cdo que ponha o paciente em risco.
Outra desvantagem deste método prende-se com o facto de estar sujeito a erros de
interpretagdo da citologia. Por esta razao surge a necessidade de métodos mais especificos
e sensiveis (Bromberg et al., 2009; Gai et al., 2005; Lamarche et al., 2016; Parmjeet
Randhawa et al., 2005; Tummidi et al., 2020; Vigil et al., 2016).

7.2. Biopsia

A biopsia ¢ um procedimento cirirgico em que se efetua a colheita de células ou
amostras de tecido para observagdo ao microscopio. E o método que confere uma
determinagdo mais eficaz da infe¢do pelos poliomavirus e permite uma monitorizagado das
condi¢des do rim, possibilitando perceber se o transplante foi bem-sucedido e detetar

potenciais anomalias (Vigil et al., 2016; Whittier & Korbet, 2023).

Biopsia de rim por meio percutaneo ¢ o método usado normalmente, isto €, inser¢ao
de uma agulha designada para esta funcao através da pele até chegar aos rins, recolhendo

assim uma amostra (Whittier & Korbet, 2023).

Segundo as recomendacdes da European Society of Urology, ¢ pratica essencial
efetuar biopsias, ndo s6 em regime pds-operatorio, monitorizando assim o estado do rim
transplantado e se hé progressao de infe¢ao, como em pré-operadrio, tanto ao rim doado
como ao paciente transplantado. Desta forma consegue-se um despiste mais fidedigno da
infecdo por BKPyV (Breda et al., 2023). As recomendacdes da American Society of
Transplantation e da American Society of Transplant Surgeon, ndo fazem referéncia a
biopsia pré-operatdria ao rim transplantado, mas expressam também a grande importancia

deste teste (Bromberg et al., 2009).

Jé& foi determinada efetividade de biopsia no despiste de NAPV causada por JCPyV
(Wiegley et al.,, 2021), mas, devido a menor prevaléncia desta condi¢cdo quando
comparada com NAPV causada por BKPyV, mais foco ¢ dado a esta Gltima em estudos

e guidelines disponiveis.
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Devido a tratar-se de um processo mais invasivo para o paciente do que os demais
disponiveis, a biopsia tende a ser usada apenas como confirmagdo destes,

maioritariamente quando ja se determinou um risco consideravel de reativagao.

7.3. PCR

Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia ou PCR (do inglés, “Polymerase Chain
Reaction”) ¢ uma técnica desenvolvida em 1983 por Kary Mullis, que permite amplificar
segmentos especificos de ADN de uma amostra, ainda que presentes em baixas

quantidades (Gibbs, 1990; Raby, 2023; Samreen & Nagi, 2020).

Este processo ¢ tornado possivel pela utilizagdo de um par de primers,
oligonucleotidos capazes de se ligar complementarmente ao ADN em zonas definidas,
ADN polimerase, uma enzima responsavel pela polimerizagdo das regides a serem
amplificadas, e continuas mudancas de temperatura num meio que consiga providenciar
as condicdes necessarias a amplificagdao (Bell, 1989; Gibbs, 1990; Lo & Chan, 2006;
Samreen & Nagi, 2020).

O PCR ¢ composto de 3 fases, que se vao repetindo até obtencdo da quantidade
desejada. A replicacao ocorre de forma exponencial, isto ¢, 8 medida que cada copia vai
sendo criada, esta ¢ usada também como modelo da replicagdo, obtendo-se cada vez mais

copias no mesmo espaco de tempo (Bell, 1989; Gibbs, 1990; Lo & Chan, 2006).

Posteriormente, de forma a determinar se o PCR foi bem-sucedido, seria tipicamente
efetuada eletroforese em gel de agarose, para separagdo dos produtos por tamanho,
juntamente de ADN ladder, um marcador de peso molecular com fragmentos de ADN de
tamanhos conhecidos, fazendo-se a comparagao (Bell, 1989; Gibbs, 1990; Lo & Chan,
2006).

Gragas a esta técnica ¢ possivel analisar mais detalhadamente segmentos do ADN a
estudar, cuja quantidade inicial ndo tornaria tal possivel, tendo diversas utilizagdes, tais
como: testes de paternidade, detecdo de genes especificos num individuo, identificagdo
forense de suspeitos e determinagdo de agentes patogénicos, em que se incluem estes

poliomavirus (Gibbs, 1990; Samreen & Nagi, 2020).

As vantagens deste método sdo a sua simplicidade e rapidez de execucao e a dete¢ao
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ocorre diretamente nas amostras, onde o risco de mutagdes ¢ minima. Quando feito em
culturas, este risco seria mais elevado. Além do ja referido, este método consegue
amplificar quantidades reduzidas de ADN, o que permite detetar os virus em fases
precoces de infegdo. Desta forma cria a oportunidade de uma intervencao atempada.
Outra vantagem encontra-se também que ¢ menos invasivo para o paciente, ja que as
amostras usadas s3o de origem sanguinea e urinaria (Bell, 1989; Gibbs, 1990; Raby,

2023).

No entanto tem a desvantagem de ser demorado e, dado que necessita de
posteriormente ser efetuada uma eletroforese, ha uma maior probabilidade de erros de
processo ou contaminagdes, afetando a veracidade do procedimento (Bell, 1989; Gibbs,

1990).

Em amostra de urina, ndo so ¢ detetdvel mil vezes mais carga viral do que em plasma
sanguineo, como, quando apresenta valor negativo, possui probabilidade aproximada de
100% de ser indicativo da auséncia de BKPyV (valor preditivo negativo). Por esta razdo,

testes urinarios tendem a ser preferidos (Bromberg et al., 2009; Pinto & Dobson, 2014).

E de salientar que este método, em pratica clinica, tem sido substituido pelo qPCR.

7.3.1. qPCR

PCR quantitativo em tempo real ou qPCR ¢ um procedimento semelhante ao PCR
convencional, mas em vez de se quantificar o produto da amplificagdo no final do
procedimento, ocorre uma monitorizacao ao longo do processo (Ding & Suthanthiran,

2003; Gibbs, 1990).

Para que tal ocorra, métodos de detecdo do ADN amplificado precisam de ser
implementados. Os métodos mais usados para esse efeito sdo sondas ou corantes que se
ligam de forma especifica a sequéncias de ADN e emitem fluorescéncia. A quantificacdo
¢ feita por comparagdo com uma curva padrao da relacdo entre fluorescéncia e quantidade

replicada.

O gPCR, para além das vantagens ja enumeradas no PCR convencional, apresenta
outras, nomeadamente, ¢ menos dispendioso em tempo que este, ja que ndo requer o uso

da eletroforese apds amplificagdo, e permite ndo sé diagnosticar a presenga dos virus,
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como também a evolucdo da sua infecdo, um ponto importante na monitorizacdo de
doentes com risco potencial de NAPV, segundo as guidelines (Bromberg et al., 2009;

Heemann et al., 2011; Hirsch & Randhawa, 2019; Mbianda et al., 2015).

Foi ja determinado que o valor de carga viral de BKPyV a partir do qual o
comprometimento renal ¢ eminente ¢ de aproximadamente 10 000 copias/mL, estando ja
descrito nas guidelines relativas a transplantes renais (Bromberg et al., 2009; Dall &
Hariharan, 2008; Heemann et al., 2011; Hirsch & Randhawa, 2019). Sabendo este valor,
e tendo um método de monitorizagd da carga viral, como o qPCR, torna-se possivel
manter um controlo sobre a progressao da infecao de BKPyV e evitar comprometimento

renal.

Este valor ndo se encontra, no entanto, relatado para JCPyV, seja em guidelines ou
em estudos, que se pode dever a prevaléncia menor de comprometimento renal causada

por este virus.

7.4. Genotipagem

Genodtipagem consiste no estudo do gendtipo, sequéncias de ADN, que compdem um

organismo e que sao responsaveis pelas suas carateristicas.

Identificacdo genotipica dos virus ocupa um papel muito importante, ao permitir
melhor compreender o seu funcionamento, identificar variantes que possam ocorrer € a
sua localizacdo demografica e geografica. Estas variantes merecem atengdo pois, como
j& falado anteriormente, nem sempre os polimorfismos manifestam alteragdes nao
sindnimas no funcionamento dos virus, isto €, possuem funcionamento diferenciado das
demais, podendo necessitar de diferentes abordagens quando se depara com elas

(Kohlmann & Slavotinek, 2022).

Por exemplo, alguns polimorfismos atribuirem a capacidade de evitar neutraliza¢ao
por parte dos anticorpos que normalmente seriam efetivos contra outros subtipos, o que

gera a necessidade de anticorpos especificos (Mcllroy et al., 2020; Pastrana et al., 2013).

Através da informagdo de quais variantes possuem determinados polimorfismos, ¢
possivel melhorar o diagnostico dos virus em questdo, melhor conhecer como cada
variante reage durante as infecdes e a subsequente resposta imunitdria, essencial para

formular métodos de prevencdo e combate apropriados. Estas variantes e as suas

43



Reativagées das infe¢ées por virus JC e BK em doentes transplantados renais

carateristicas genéticas entdo descobertas ficardo disponiveis em plataformas de acesso
aos profissionais, como o NCBI ou ENSEMBL. A partir destas pode-se fazer uma
comparagdo direta com variantes mundialmente conhecidas, sem necessitar de amostras

referenciais, tornando o processo de identificacao mais eficiente.

O método mais utilizado ¢ a sequenciagao. Este método tem tido um extenso
desenvolvimento, especialmente em Next Generation Sequencing (NGS). NGS consiste
numa tecnologia que permite obter uma sequenciacdo completa através dos fragmentos
de ADN que o compdem, obtidos de forma paralela. Este método providencia uma

velocidade de sequenciagdo aumentada e custo diminuido (Hulick, 2022).

O que faz deste método uma mais-valia, é que proporciona uma informac¢ao mais

precisa da populagdo viral do paciente (Hulick, 2022).

NGS pode ser usado na detegdo e analise de mutagdes no controlo da transcri¢ao
viral, como foi primeiramente feito em 2020, assim como em analise metagendmica, isto
¢, caraterizar genomicamente uma comunidade (Liimatainen et al., 2020). Esta ultima ¢
particularmente pertinente no contexto de transplantes pois permite analisar os
poliomavirus e determinar a abundancia de infegdes pds-transplante (Carpenter et al.,

2019; Hulick, 2022).

r

Outro método usado ¢ Sanger sequencing. Este método de sequenciacao,
desenvolvido por Frederick Sanger em 1977, consiste em causar uma interrup¢do na
replicacdo do ADN em zonas especificas, levando a que fragmentos se formem. Estes
fragmentos sdo entdo usados para obter a sequéncia desejada, até aproximadamente 500
a 900 bases. Este método possui a desvantagem de, para se manter rentavel
economicamente € em tempo, ndo permitir obter informagdes sobre multiplos genes,
devido ao limite de pares de bases imposto. No entanto, dado que a classificacdo em
subtipos ndo requer uma sequéncia maior que 900 bases, este método ¢ eficaz para esta

funcao (Hulick, 2022).

Como atualmente, polimorfismos na regiao codificante da proteina VP1 do virus BK
jé& foram alvo de varios estudos, as variacdes que caraterizam os diferentes subtipos ja sao
conhecidos. Por esta razdo, genotipagem maioritariamente baseia-se em identificar os
polimorfismos desta regido. Estudos de forma a identificar polimorfimos nas regides que

codificam para o antigénio LT (Pastrana et al., 2013) e NCCR (Morel et al., 2017), com
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os quais classificar BKPyV, também sao realizados.

Também j& foram descobertas variagdes na NCCR do JCPyV, cujo estudo indica
que estdo relacionadas com maior tropismo para o cérebro e assim maior probabilidade

de causar LMP (L’Honneur et al., 2022).
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8. Conclusao

Os virus JC e BK encontram-se disseminados na populagdo, o que se pode perceber

pela sua elevada prevaléncia.

Apesar de se manterem latentes na maioria da populacao, com infe¢ao primaria a
ser, geralmente, assintomatica ou de sintomas respiratodrios ligeiros, quando o individuo
infetado se encontra numa situacdo de imunossupressdo, estes virus podem reativar,

causando complicagdes graves.

Entre as doengas conhecidas e associadas a reativacao destes poliomavirus, a mais
frequente ¢ Nefropatia Associada a Poliomavirus, caraterizada por complicacdes a
nivel dos rins. Esta condi¢do ¢ especialmente preocupante em individuos que
receberam um transplante renal, pois pode levar a destrui¢do do rim transplantado,
comprometendo a qualidade de vida ou mesmo sobrevivéncia do paciente. Tal situagao
ganha especial pertinéncia dado o aumento de transplantes renais, evidenciado nos

ultimos 20 anos.

J& que, como parte do processo de ndo rejei¢do do 6rgao transplantado, da-se uso
a terapéutica imunossupressora, ¢ desta forma criada a oportunidade para reativagao
dos virus. Por esta razdo existe uma associagdo e preocupacao associadas a transplantes
renais e reativagao destes virus, especialmente BKPyV, devido a ser o mais associado

a complicagdes renais, enquanto JCPyV afeta mais o SNC.

Sendo assim, um planeamento da terapéutica imunossupressora, de forma a evitar
rejeigdo do 6rgdo, mas que também mantenha sob controlo a reativagdo de BKPyV e
JCPyV, ¢ parte integrante do sucesso de transplantes renais. Relacionado a isto, ¢
também importante ter no¢do da carga viral a partir da qual os poliomavirus
representam um perigo de comprometimento renal, valor que se encontra
aproximadamente nas 10 000 copias/mL para BKPyV e ainda ndo determinado para
JCPyV. Tendo conhecimento deste valor, aquando da monitorizacdo da carga viral,
torna-se possivel ajustar a terapéutica imunossupressora e reduzir o risco de

complicacdes no 6rgdo transplantado.

Desde a década de 70, em que foram isolados pela primeira vez, varios

desenvolvimentos foram feitos para a compreensdo destes virus, bem como dos
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métodos para os detetar e monitorizar e das respetivas abordagens aquando dos
transplantes. Desta forma, ¢ providenciado mais oportunidade de sucesso para

pacientes com necessidade de transplantes renais.

Mas ainda ndo se conhece por completo o BKPyV e JCPyV, por isso ¢ de grande
importancia continuar o estudo dos mesmos, reduzindo assim mais um fator de risco para

o sucesso dos transplantes.
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