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Resumo

O virus JC (CV) é um poliomavirus humano, membro da familia
Polyomaviridae cujo genoma é uma Unica molécula de DNA de cadeia dupla,
circular com tamanho aproximado de 5100 pb. Trata-se de um virus ubiquo na
populacdo humana uma vez que infeta criancas de forma assintomatica, podendo
persistir no tecido renal. Deste modo, observa-se que a maioria dos adultos excreta
JCV na urina, a partir da qual fragmentos de DNA viral do JCV podem ser facilmente
detetados pela técnica de polymerase chain reaction (PCR). Este virus é endémico
para a maioria das regides mundiais, sendo classificado em 8 gendtipos e varios
subtipos. Estas caracteristicas genotipicas do JCV sdo consideradas favoraveis para
a determinacdo das origens geograficas de cadaveres nao identificados. A
variabilidade genémica do JCV encontrada é associada a um determinado gendtipo
que por sua vez esta associado a uma area geografica.

O presente estudo visou a caracterizacao genotipica doJCV em 88 individuos
da populacao portuguesa, a partir de amostras biolégicas de urina. Foi realizada a
detecao do poliomavirus humano JCV pelas técnicas de Polymerase Chain Reaction
(PCR) e Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) com amplificacao do
fragmento correspondente ao Antigénio T e posterior amplificacdo da regidao VPI1
pela técnica de PCR semi-nested. Em seguida, foi realizada a sequéncia automatica
dos produtos amplificados e o alinhamento genético dos mesmos.

De acordo com os resultados, a presenca de DNA viral de JCV foi detetada
em sessenta e cinco amostras (73,9%) pela técnica de PCR semi-nested. Destes
casos, foram identificados através da sequenciacao automatica, os genétipos 1, 2,
3 e 4, sendo que os mais frequentes foram os genétipos 1 (60%) e 4 (24,6%),
seguidos dos gendétipos 2 (13,9%) e 3 (1,5%). Dentro dos subtipos detetados, o
mais frequente foi o subtipo 1B pelo que se encontra de acordo com a prevaléncia
genotipica da populacao europeia ocidental.

Os métodos de genotipagem aplicados no estudo revelaram-se uteis na
caracterizacao genotipica do JCV na populacdao portuguesa, realcando a potencial
utilizacao da variabilidade gendémica do JCV na inferéncia da origem geografica
individual. Deste modo, a identificacdo e a caracterizacdo molecular do JCV em
seres humanos pode apresentar um papel relevante no processo de identificacao
de um cadaver ou restos cadavéricos, tornando-se uma forte ferramenta cientifica

no ambito médico-legal.
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Abstract

The JC virus (JCV) is a human polyomavirus, a Polyomaviridae family
member, whose genome is a single molecule of circular double-stranded DNA
about 5100 bp in length. It is an ubiquitous virus in the human population since it
infects children asymptomatically, and then may persist in renal tissue. Most adults
excrete JCV in urine, thus the fragments of JCV DNA can be easily detected by
polymerase chain reaction (PCR). This virus is endemic to most world regions, being
classified into 8 genotypes and several subtypes. These JCV genotypic
characteristics are considered useful for the determination of the geographical
origins of unidentified bodies since the genomic variability is associated with a
particular genotype, which is associated with a geographical area.

The present study aimed the genotypic characterization of JCV from urine
biological samples of 88 subjects of the Portuguese population. The human JC
polyomavirus was detected by Polymerase Chain Reaction (PCR) and Restriction
Fragment Length Polymorphism (RFLP) with amplification of the T antigen encoding
fragment and subsequent amplification of the fragment which corresponds to the
VP1 region by semi-nested PCR. Then, was performed the automatic sequence of
the amplified products and the genetic alignment thereof.

According to the results, the presence of JCV viral DNA was detected in sixty-
five samples (73.9%) by semi-nested PCR. In these cases, we identify by automatic
sequencing the genotypes 1, 2, 3 and 4. The most prevalent genotypes were 1
(60%) and 4 (24.6%), followed by genotypes 2 (13.9 %) and 3 (1.5%). Within all
subtypes, the most frequently found was 1B and these results are in concordance
with expected genotype prevalence from a western European population.

The genotyping methods used in the study have shown to be useful in JCV
genotypic characterization in the Portuguese population, emphasizing the
potential use of genomic variation in the determination of the individual
geographical origin. Thus, the identification and molecular characterization of JCV
in humans can present a relevant role in the identification of a cadaver or cadaveric

remains, making it a strong scientific tool in forensic sciences.
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1. Introducao

1.1. Os Poliomavirus

Recentemente, tem sido relatada a presenca de poliomavirus humanos como
meio de estabelecimento da origem geografica dos individuos [1, 2]. O virus JC
(JCV), um membro da familia Polyomaviridae, em consequéncia da sua
variabilidade genética, revelou-se com elevado potencial para ser utilizado como
marcador molecular para se inferir a origem geografica individual [1, 2]. O JVC é
um poliomavirus humano cujo genoma é uma unica molécula de DNA de cadeia
dupla, circular com cerca de 5100 pb de comprimento [3].

O JCV ap6s infecao inicial, pode persistir no rim, mas, podendo também ser
gradualmente excretado pela urina [4]. A sua localizacdo no rim podera ser
bastante util sob o ponto de vista das ciéncias forenses, uma vez que este 6rgao
esta entre os ultimos dos tecidos moles a entrar em degrada¢ao, mesmo em
situacoes extremas em que o corpo se encontra em estado avancado de putrefacao.

Apesar dos recentes avanc¢os na investigacdo cientifica, o aumento do
nimero de cadaveres nao identificados tem sido cada vez mais um problema
mundial [2]. Deste modo, a identificacdo e a caracterizacao molecular do JCV em
seres humanos pode apresentar um papel relevante e util no processo de
identificacaio de um cadaver ou restos cadavéricos [2]. Este processo de
identificacao passa por analisar a variabilidade genémica do JCV, encontrando-se
de acordo com a literatura diferentes gendtipos do JCV associados a diferentes
regioes geograficas mundiais [4].

Desta forma, a Virologia torna-se um pilar essencial como meio auxiliar no

campo médico-legal potenciando o sucesso da investigacdo forense.
1.1.1. Contextualizacao Historica

A identificacao dos poliomavirus ocorreu em 1953, quando Ludwig Bruto,
casualmente, isolou o primeiro poliomavirus como agente contaminante de
culturas células de ratinhos com virus de leucemia murina [5]. Trabalhos
desenvolvidos por Gross e colaboradores em 1953, permitiram verificar que o virus
uma vez inoculado em ratinhos, ndo s6 causava o aparecimento de leucemia bem

como de adenocarcinomas na glandula paroétida [6].
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1. Introducao

Cumulativamente, a inoculacdo em ratinhos de extratos de tumores
infetados com o virus, induzia a formacdo de varios tipos de tumores diferentes
[7]. Este virus foi denominado como poliomavirus em consequéncia da sua
capacidade de provocar varios tumores em ratinhos (em grego poli significa varios
e oma refere-se a cancro) [8].

Os poliomavirus pertencem a familia Polyomaviridae e caracterizam-se pela

sua forma icosaédrica sem inv-lucro e um pequeno genoma circular de DNA de

cadeia dupla de aproximadamente 5000 pares de base (pb) [3]. A familia
Polyomaviridae tem a capacidade de infetar dois grupos de hospedeiros: um que

inclui aves e outro que inclui os mamiferos [9, 10].
Atualmente conhecem-se dez espécies de poliomavirus humano: o virus BK

(BKV), o virus JC (JCV), o virus Kl (KIV), o virus WU (WUV), o virus das células de
Merkel (MCV), o poliomavirus humano 6 (HPyV6), o poliomavirus humano 7
(HPyV7), o poliomavirus associado a tricodisplasia espinulosa (TSPV), o

poliomavirus humano 9 (HPyV9) e o poliomavirus humano 10 (HPyV10) [3, 11-17].
Designado pelas iniciais do nome do doente, em que foi isolado pela

primeira vez, o virus JC (JCV - John Cunningham virus) é um dos poliomavirus
atualmente reconhecido como causador de doenca em humanos, nomeadamente
a Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LEMP) [18-20].

A descoberta dos poliomavirus humanos restantes é recente, tendo na sua
maior parte alcancada a partir de 2007. Depois do JCV e do BKYV, foi descoberto o
poliomavirus KIV. Seguiu-se o WUV, o MCV, o HPyV6 e HPyV7, o TSV, o HPyV9 e por
ultimo o HPyV10 [11-16] . Até ao momento, s6 o BKV, o JCV, o MCV e o TSV

demonstraram estar associados a patologia em seres humanos [12, 16, 21, 22].

1.1.2. Classificacao

Os virus pertencentes a familia Polyomaviridae sao divididos em tr°s

géneros: o Wukipolyomavirus e o Orthopolyomavirus que tém a capacidade de

infetar mamiferos e o Avipoliomavirus capaz de infetar aves (Figura 1) [9].

Detecdo e Caracterizacdo Genotipica do JC virus: Implicacdes Médico-Legais na Determinacdo Geografica Individual
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1. Introducao

Wukipolyomavirus Avipolyomavirus

Orthopolyomavirus

Figura 1 - Relacdo filogenética entre os poliomavirus com base na sequéncia genémica
(adaptado de Johne et al. 2011) [9].

Esta classificacdo esta de acordo com o Comité Internacional de Taxonomia

de Virus (ICTV) e é baseada nos seguintes critérios [9]:

a) O Hospedeiro: Os poliomavirus que infetam os mamiferos apresentam

uma grande especificidade para o tecido do hospedeiro in vivo e um crescimento
celular eficiente in vitro. Por outro lado, o poliomavirus que infeta as aves exibe
uma ampla gama de hospedeiros e é capaz de se replicar numa variedade de
tecidos [9, 23].

b) Capacidade de transformacdo oncogénica in vitro e in vivo:. Os

Poliomavirus que infetam os mamiferos sao capazes de imortalizar células in vitro,
incluindo células humanas, e induzir tumores in vivo. As proteinas reguladoras dos
poliomavirus intervém no ciclo celular interferindo com proteinas chave do

hospedeiro como a p53 e a proteina do retinoblastoma (pRB) [7].

c) Os sintomas da infecdo primaria: Em geral, a infecdo primaria dos

poliomavirus capazes de infetar mamiferos nao esta associada a sintomas clinicos
[24, 25]. Contudo, existem excecOes e no caso de JCV e BKV, as consequéncias
desta infecdo primaria em doentes imunossuprimidos, como doentes
transplantados ou portadores do virus da imunodeficiéncia humana (VIH), sao
muito severas. Por outro lado, dois dos poliomavirus que infetam aves podem levar

a doencas inflamatérias agudas e crénicas [26].
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1. Introducao

d) A estrutura gendmica: Os poliomavirus que infetam os mamiferos e as
aves também diferem na sua estrutura gendémica. Por exemplo, em diversas aves,
ocorre a expressao da proteina VP4, que ndo existe nos poliomavirus que infetam

os mamiferos [27, 28].

Com base nestes critérios, a divisdao dos poliomavirus capazes de infetar os
mamiferos foi feita em dois géneros: o Wukipolyomavirus que contém os
poliomavirus humanos KIV, WUV, HPyV6 e HPyV7 e o Orthopolyomavirus, que inclui
todos os outros poliomavirus de mamiferos, a excecao do HPyV10 que ainda se
encontra por classificar (Figura 1) [9].

1.2. O JCV como Modelo de Estudo

1.2.1. Epidemiologia

Diversos estudos indicam que uma elevada percentagem da populacao esta
infetada com JCV [29-31].

Aproximadamente 60 a 80% da populacdo humana apresenta anticorpos
anti-JCV, o que indica a ocorréncia de algum contacto com este agente [30]. Estas
taxas de prevaléncia apresentam elevada variacao entre as populacoes e faixa
etaria [32]. Cumulativamente, aproximadamente um quinto da populacao mundial
excreta JCV na urina [33]. S6 uma fracdo muito pequena destes individuos
apresenta sintomatologia, no entanto, isto ocorre apenas na presenca de alteracdes
subjacentes ao sistema imunolégico, o que revela que individuos
imunocompetentes apresentam mecanismos imunolégicos capaz de controlar a
infecdo por JCV [34].

Apesar das limitacdes dos atuais estudos epidemioldgicos, admite-se que a
seroconversao ocorre precocemente, sensivelmente aos seis anos de idade. Estes
dados suportam o facto da infecao do poliomavirus humano JC ser adquirido

durante a primeira infancia [31].
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1.2.2. Morfologia

Os virides do JCV sdo particulas com cerca de 40-45 nm de diametro [35].
Sdo compostos por proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3; por uma molécula de DNA
de cadeia dupla e circular, com o peso molecular de 3,2 x 10° daltons e
aproximadamente 5 Kb de tamanho, a qual esta associada a quatro histonas
nucleossomais celulares, a H2A, a H2B, a H3 e a H4 [3, 36, 37].

A capside apresenta uma simetria icosaédrica e é composto por 72
capsomeros pentaméricos (Figura 2). Apenas as moléculas de VP1 estdo expostas
na superficie da capside e o virido é constituido por cerca de 12% de DNA viral e
88% de proteinas [38, 39].

Figura 2 - Representacdo da capside do JCV (adaptado de Nasimul Ahsan, 2006) [40].

1.2.3. Estrutura Gendmica

A analise gen6mica dos poliomavirus permite observar uma ampla
homogeneidade genética entre os varios virus [3]. O JCV possui uma semelhanca
de 75% em relacao ao virus BK e 69% ao SV40, o que sugere uma relacao
evolucionaria comum [3, 41].

O genoma dos poliomavirus divide-se em trés regides uma regidao precoce,
uma regido tardia e uma regiao reguladora nao codificante (Figura 3). A transcricao
de genes das regides precoce e tardia inicia-se numa regidao reguladora comum

(ORI - origin of replication) [3, 41].
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Figura 3 - Diagrama esquematico do genoma do JCV (adaptado de Ferenczy et al. 2012)
[42].

A regido precoce codifica proteinas precoces que sao expressas antes do
inicio da replicacdao do DNA (deoxyribonucleic acid). A transcricio do genoma dos
poliomavirus num dos dois possiveis sentidos a partir de ORI resulta em RNAs
mensageiros (MRNAs) precoces. Os introes dos mesmos sdo eliminados pela célula
para sofrer diferentes splicing alternativos, gerando mRNAs precoces que se
traduzem em antigénios T que sdo classificados em: antigénio T (grande)
constituido por 688 aminoacidos e antigénio t (pequeno) formado por 172
aminoacidos [3, 43, 44].

O Antigénio T é essencial para a replicacao bidirecional do genoma do
poliomavirus, que é desencadeada pela ligacdo do antigénio T a sequéncias
especificas ORI. O Antigénio T também executa uma atividade de helicase,
dependente de ATP no processo de replicacdao viral [45]. Apresenta também a
capacidade de modular os promotores virais, sendo responsavel pela iniciacdo da
transcricao dos genes tardios (Tabela 1) [46].

Para que ocorra a replicacaio do DNA, é necessario colocar a célula do
hospedeiro na fase S do ciclo celular, permitindo que toda a maquinaria celular do
hospedeiro se encontre disponivel para ser utilizada na replicacao viral. Para isso,
o antigeno T contém um dominio helicase e varios dominios funcionais de ligacao

ao DNA e a varias proteinas celulares. Entre as proteinas que se ligam ao antigénio

Detecdo e Caracterizacdo Genotipica do JC virus: Implicacbes Médico-Legais na Determinacdo Geografica Individual
7



1. Introducao

T, encontram-se algumas envolvidas na replicacao, tal como a proteina A [47, 48];
o complexo de DNA-polimerase a-primase [49]; proteinas, tais como a pRb e a p53
[50, 51].

No inicio da infecao, o antigénio T liga-se a trés locais especificos na regiao
reguladora de forma a modular os transcritos da regiao precoce e da regiao tardia.
A ligacao ao sitio | regula a transcricao da regiao precoce e pode estar envolvida
na destabilizacao da cadeia dupla de DNA ou suportar um passo mais tardio,
quando atua como uma DNA helicase [52, 53]. A ligacdo ao sitio Il regula a
replicacao viral, enquanto a funcao da ligacdo de baixa afinidade ao sitio Il
continua desconhecida.

O Antigénio t executa uma funcao auxiliar, em cooperacdo com o antigénio
T (Tabela 1). Contém diversos dominios funcionais entre os quais um que interage
com a fosfatase 2A (PP2A), inativando-a, processo envolvido na transformacao
celular [54, 55].

A regiao tardia codifica duas classes de proteinas: as proteinas estruturais
da capside e a agnoproteina. As proteinas estruturais da capside sao a VP1 (354
aminoacidos), a VP2 (344 aminoacidos) e a VP3 (225 aminoacidos) as quais sao
transcritas apos o inicio da replicacdo genémica [56]. Ocorre a partir da ORI na
direcdo oposta a precoce e a partir da cadeia de DNA complementar. A traducao
de um gene tardio também esta sujeita a um processo de splicing. Neste caso, a
partir de um dos mRNAs gera-se a proteina VP1 e a partir de outro sao geradas as
proteinas VP2 e VP3 [44].

A proteina VP1 esta localizada mais externamente a capside e constitui
aproximadamente 70% das proteinas totais do poliomavirus. Esta envolvida na
interacdo do virus com o recetor presente na célula hospedeira no momento da
adsorcao viral, sendo também responsavel pela capacidade hemaglutinante do
virus, in vitro e in vivo (Tabela 1) [57, 58]. Anticorpos anti-VP1 tém a capacidade
de neutralizar a infecdo e prevenir a hemaglutinacao [59].

As VP2 e VP3 sdo duas proteinas internas que sdao necessarias para a
encapsulacdo adequada do genoma viral apés a replicacao, formando complexos
com a proteina VP1 através do seu terminal carboxilo permitindo, assim, a
formacao de virides (Tabela 1) [60, 61].

A agnoproteina (71 aminoacidos) difere de todas as outras proteinas
codificadas pelas regides precoce e tardia, por se localizar primariamente, no
citoplasma e na regidao perinuclear das células infetadas [62]. A distribuicdo

intracelular da agnoproteina sugere que ela participa na reunidao da capside viral,
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na lise celular e na libertacdao do virus da célula hospedeira [62]. Embora a funcao
exata seja desconhecida, é conhecida como sendo essencial para a propagacao

eficiente do virus em cultura de células [63, 64].

Tabela 1 - Proteinas do JCV e respetivas principais funcoes.

Essencial na replicacdao bidirecional do genoma bem como na transcricao dos genes precoces

Antigénio T
9 e tardios

Antigénio t | Auxilia a replicacio bidirecional do genoma em cooperacio com o Antigénio T
Interage com o recetor das células do hospedeiro, sendo responsavel pela capacidade

VP1

hemaglutinante do virus
VP2

Responsaveis pela encapsulacdo adequada do genoma viral
VP3

Auxilia na formacgdo da capside viral, na lise celular e na libertacdo dos virdes, sendo essencial

Agnoproteina
gnop na propagacao do virus

A agnoproteina parece facilitar o transporte de VP1 do citoplasma para o
espaco perinuclear, durante a infecao litica [65]. Esta proteina desempenha funcoes
reguladoras na transcricdo viral, na traducdo e na formacao/maturacao dos virides,
porém nao faz parte dos viridbes maduros (Tabela 1). A sua presenca resulta na
supressdao do crescimento celular, quando esta se liga diretamente a proteina
supressora tumoral - p53, e na supressdo da proliferacao celular devido a
desregulacdo do ciclo celular (acumulacdao de células na fase G2/M) [66]. A
agnoproteina interage também com antigénio T, influenciando a replicacdo e
transcricio do DNA viral, e inibe a reparacdo do DNA celular quando este sofreu
algum dano [66, 67]. O facto de alguns poliomavirus humanos nao a possuirem
sugere que ha diferencas na regulacdo da maturacdo viral e na capacidade de
transformacao celular [68]. A regido reguladora ndao codificante (NCCR) € o local de
controlo da replicacao e da transcricio do DNA viral e situa-se entre as regides
codificantes precoce e tardia, contendo a origem da transcricao de ambas [69, 70].
E composta pela origem de replicacdo bidirecional, por locais de ligacio do
antigeno T grande e por locais de ligacdao de fatores de transcricao que regulam a
transcricao de genes precoces e tardios (Tabela 1) [23, 71].

Esta regiao € hipervariavel nas diversas estirpes, talvez devido a rearranjos
genéticos como resultado da adaptacdo a diferentes ambientes [72]. Provavelmente
essa diversidade confere uma vantagem seletiva para o virus, permitindo uma

replicacdo e transcricao mais eficientes do genoma viral [73]. Estudos realizados in
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vitro demonstraram a ocorréncia de mutacoes, delecoes e duplicacdes nas regides
de ligacdo de fatores de transcricao, podendo estas variacbes alterarem o
funcionamento normal do promotor e do enhancer, influenciando desta forma a
replicacao [74, 75].

Atualmente, admite-se a ocorréncia de duas formas de organizacao do

genoma de JCV - o arquétipo e a forma rearranjada (Figura 4).

Mad-1 (rearranjo encontrado geralmente no cérebro)

[on | 1 .

98 pb 98 pb

Arquétipo (forma encontrada geralmente na urina)

T W W

25pb  23pb  55pb 66 pb 18 pb
insergdo insergdo

Antigéniot NCCR

Agnoproteina

VP2

2 VP3
Genoma JC virus

AntigénioT

Figura 4 - Representacdo esquematica das duas formas de organizacdo do genoma do JCV.
A regido reguladora nao codificante detetada no cérebro de individuos com LEMP
geralmente consiste em repeticoes de 98 pb, como na estirpe Mad-1. A maioria dos
genomas isolados a partir de amostras de urina de individuos saudaveis sao idénticas a
forma arquétipa. O arquétipo do JCV tem um elemento de 98 pb com uma insercao de 23

pb e uma insercdo de 66 pb (adaptado de Tan et al. 2010) [76].

O arquétipo é a forma conservada mais frequente na populacdo humana e é
encontrado primariamente no rim e excretado na urina [77, 78]. No arquétipo, a
NCCR esta organizada em seis dominios: A (25 pb), B (23 pb), C (55 pb), D (66 pb),
E (18 pb) e F (Figura 4) [79]. Os rearranjos que sao encontrados no arquétipo do
JCV podem influenciar a distribuicdo do virus pelos tecidos e o seu potencial de
replicacao [77, 78, 80, 81].
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1.2.4. Ciclo Viral

Todos os poliomavirus dispdem de tipos celulares especificos para a infecao
litica. A especificidade do JCV para os seres humanos tem comprometido o
desenvolvimento da investigacao da LEMP utilizando modelos animais [82]. In vivo,
a infecao por JCV é provavelmente restrita as células do epitélio renal, células do
estroma de amigdalas, linhagens de células derivadas da medula-6ssea,
oligodendrocitos e astrocitos [82-87].

Pensa-se que o virus estabelece uma baixa persisténcia ou infecdes latentes
no rim e nas linhagens celulares derivadas da medula-6ssea devido a fraca
replicacao viral neste tipo de células [88]. Uma vez no sistema nervoso central
(SNQ), o virus replica-se vigorosamente em oligodendrocitos, conduzindo a doenca
desmielinizante LEMP. O principal tropismo de JCV para células gliais humanas nao
é totalmente compreendido, no entanto, multiplos fatores parecem ser
responsaveis por contribuir para a replicacao viral robusta neste tipo de células.

A célula hospedeira e fatores especificos de transcricao e replicacdo de cada
espécie contribuem significativamente para a especificidade restrita exibida por
JCV e outros membros do género. Além disso, a interacdo entre os recetores virais
colabora no aumento do tropismo celular [89-91].

Em todos os poliomavirus estudados até ao momento, a adsorcdao das
particulas virais a recetores especificos das células hospedeiras, envolve residuos
de acido sialico de gangliosideos que sdao reconhecidos pela proteina VP1 [92].
Além do acido sidlico como recetor, foi demonstrado recentemente o uso de

recetores da serotonina, 5HT,,R, para infetar as células gliais [93].

1.2.5. Entrada, Replicacao e Transcricao do JCV

Ao contrario de outros poliomavirus, o JCV penetra nas células por
endocitose dependente de clatrina (Figura 5) [94, 95]. O JCV desloca-se de pocos
revestidos por clatrina para novos endossomas [96]. Em 12 a 16 horas apés a
infecao, o JCV integra o reticulo endoplasmatico (RE), sugerindo a preparacao de

uma infecao produtiva [97].
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Figura 5 - Representacdo dos eventos iniciais envolvidos na infecao por JCV. O JCV
inicialmente liga-se a recetores de hidratos de carbono (que contém residuos de acido
sialico) na superficie da célula ou a recetores de serotonina em células humanas da glia. O
virus é entdo incorporado em pocos revestidos por clatrina, formando endossomas. O virus
transita para o reticulo endoplasmatico que causa alteracdoes conformacionais nos virides.
Posteriormente, é transportado para o citoplasma, admitindo-se que o JCV entre no nlcleo

através de poros nucleares (adaptado de Ferenczy et al. 2012) [42].

Um segundo passo critico no RE é a translocacdao do viriao através da
membrana. Resultados de estudos recentes, apontam para que os poliomavirus
utilizem a degradacao associada ao RE como via de acesso ao citoplasma, através
de um poro [98].

Apbés a entrada no citoplasma, as baixas concentracdes de calcio
encontradas pelo virus no citosol podem perturbar a estabilidade da capside. Esta
desestabilizacao tem sido associada a libertacao de pentameros virais [99]. Como
consequéncia, sinais de localizacao nuclear sao expostos, resultando no transporte
deste viriao parcialmente desmontado para o nucleo através de um poro nuclear
[100-103]. E provavel que alguma combinacdo de VP1, VP2 e VP3, permaneca
associada ao genoma viral durante a entrada nuclear, como minicromossomas que

contém o genoma viral e sdao transcritos [102].
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Nesta fase, é iniciada a transcricio de um pré-mRNA que por splicing
alternativo origina, geralmente, dois transcritos de mRNA precoce que codificam o
antigénio T e o antigénio t. No entanto, ja foi descrita a presenca de outros
transcritos de mRNA que codificam antigénios diferentes e que teriam sido
originados a partir de mecanismos de splicing alternativo [104, 105].

Relativamente aos transcritos de mRNA tardio, o JCV pode apresentar seis
tipos - M1 a M6 (Figura 6) [106]. Os diferentes padroes de splicing na sequéncia
leader (sequéncia a montante da open reading frame - ORF - para as proteinas da
capside) determinam a presenca ou auséncia da ORF da agnoproteina. A maioria
dos transcritos de mRNA tardio ndo sofre splicing na sequéncia leader e por isso a
ORF da agnoproteina é codificada. O transcrito M1 traduz a agnoproteina, a VP2 e
a VP3. Do transcrito M2 resulta a agnoproteina e a VP1. E dos transcritos M3, M4,
M5 e M6 gerados a partir de diferentes locais de splice, resultam proteinas tardias
incompletas. Os transcritos M3 e M4 e provavelmente os transcritos M5 e M6 sao
tipos de mRNA unicos do JCV [106].

Agnoproteina

524 VP1

M1

M2

M3

M4

M5
M6

Figura 6 - Transcritos de mRNA tardio do JCV: M1 a M6. Os locais de splice alternativo
(triangulos) foram identificados nas posicdes nucleotidicas 490, 730, 1425, 1583 e 1952
(adaptado de Shishido-Hara et al. 2012) [106].

Assim, torna-se cada vez mais claro que os poliomavirus utilizam um
percurso complexo para finalmente ter acesso ao nucleo da célula hospedeira. Mais
estudos serdao necessarios para determinar quais as moléculas recetoras que
contém os residuos de acido sialico para o qual JCV se liga para iniciar uma infecao
produtiva, entre outros detalhes.
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O JCV tem uma replicacdo limitada no hospedeiro. Ha duas formas
identificadas para a replicacdo em tipos de células ndo permissivas: a transcricao
de genes precoces ou a replicacdo do DNA. A ativacao da transcricio dos genes
tardios sé é iniciada apés a replicacdo do DNA, embora a replicacio do DNA nao
seja necessaria para a atividade de um gene tardio in vitro [107, 108].

Existem alguns fatores da célula hospedeira que sao necessarios e podem
contribuir para a transcricao precoce do JCV. O antigénio T, a polimerase do DNA
do hospedeiro, e outras proteinas celulares, participam na replicacao do DNA do
JCV [109].

A cineética da replicacao JCV indica que se trata de um processo lento. Mesmo
nas células permissivas nas quais o antigeno T ja esta presente, a replicacao do
DNA é indetetavel por varios dias [110]. A replicacao do DNA pode ser detetada
entre 3 a 5 dias apos a infecdo, em tipos de células suscetiveis e continua por varias
semanas [89].

Verifica-se que a transcricado é regulada por fatores celulares especificos,
enquanto a replicacdo do DNA é provavelmente regulada por fatores especificos da
espécie em questao. Esta ultima especificidade, que pode ser de um componente
ou de componentes da DNA polimerase, permite a replicacio do DNA de JCV
apenas em primatas [89]. A replicacao do DNA de JCV ndo esta bem estudada como
a do SV40, mas é provavel que seja semelhante. Admite-se que na replicacdo do
DNA, o antigénio T forma um hexamero duplo e atua como uma helicase, formando
complexos com a topoisomerase |, com a DNA-polimerase, e com a proteina de
replicacao A. O Antigénio T, também contribui para o alongamento da cadeia de
DNA pela sua interacdo com a polimerase de DNA, proliferando antigénios
nucleares e o fator de replicacao C. A replicacao prossegue bidireccionalmente e
conduz a dois circulos de DNA interligados, por meio da acdo das topoisomerases
lell[53].

Com o objetivo de promover um ambiente favoravel a replicacdao do DNA, o
antigénio T liga-se a proteinas celulares e o DNA induz sinais de modo a levar
células quiescentes a fase S[111-113].

O antigénio t tem sido menos estudado, no entanto, parece haver uma
relacdo com a familia de proteinas Rb bem como com a PP2A [109]. A interacado
com a PP2A aparenta prevenir a desfosforilacdo da agnoproteina e, assim, faz com
que se desenrole uma replicacao viral eficiente [114].

O ciclo replicativo tem a duracao de aproximadamente 40 horas e as

proteinas virais maduras sao libertadas aquando da lise celular.
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O genoma do JCV esta fechado, superenrolado e circular, estando ligado a
nucleossomas derivados das quatro histonas centrais da célula hospedeira. Uma
vez que o genoma é integrado na célula infetada, ele adquire a histona H1 e
assemelha-se a uma cromatina celular [36, 115-117].

No nucleo, o genoma do JCV serve como um molde para a RNA polimerase
Il do hospedeiro. A transcricao dos genes precoces do JCV ocorre na auséncia de
sintese proteica e utiliza apenas proteinas do hospedeiro. A regulacdo da
transcricio é dependente da disponibilidade de fatores de transcricio da
maquinaria do hospedeiro.

Embora as funcdes da proteina viral tardia agnoproteina ndo se encontrem
completamente elucidadas, foi postulado ter capacidade de interagir com o
antigénio T grande para reduzir o aumento da expressdo genética tardia [67]. A
proteina celular conhecida por estimular a expressao de genes tardios virais € a
Tst-1, também denominada por Out-6 ou SCIP [118]. Esta proteina aumenta a
expressao dos genes precoce e tardio e liga-se a antigénios T grandes e pequenos,
podendo sinergicamente aumentar tanto a expressdo destes genes como a

presenca de ambos os antigénios [118, 119].

1.2.6. Modos de Transmissao, Infecao Inicial e Laténcia do JCV

Os mecanismos de transmissao e propagacao do JCV ainda ndo estao
totalmente esclarecidos. No entanto, existem trés hipoteses de transmissao: por
via gastrointestinal [120], por via respiratéria [85, 121], e maioritariamente de pais
para filhos, por co-habitacdao prolongada [122, 123].

Trabalhos desenvolvidos por Suzuki e colcaboradores em que recolheram
amostras de urina a partir de uma populacdao de Japoneses-Americanos cujos pais
e avos eram originalmente japoneses e migraram para os EUA, observaram que os
dois genotipos mais frequentes do JCV detetados sdao coincidentes com os que
ocorrem tipicamente no Japao. Tendo em conta estes resultados, presume-se que
o JCV seja transmitido, principalmente, de pais para filhos durante a convivéncia
de longo prazo [123].

Também estudos desenvolvidos por Kunitake e colaboradores,
demonstraram a transmissao horizontal do JCV ao selecionar familias em que
ambos os pais e as crian¢as excretavam JCV na urina. Fragmentos de DNA do JCV

foram amplificados por PCR e comparados por meio de analise de fragmentos de
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restricao (RFLP) [122]. Como resultado, identificou-se o mesmo genétipo de JCV
tanto na descendéncia como nos progenitores das seis familias, exceto uma
familia. No total, genétipos comuns foram detetados em metade das criancas.
Como a maioria dos individuos sdao infetados durante a infancia, a presenca de
gendtipos comuns em criancas e pais indica que a transmissao de JCV de pais para
filhos ocorre com frequéncia [122]. Com base neste estudo, estima-se que cerca
de 50% da transmissao JCV entre seres humanos ocorre por esta via. Esta via de
transmissdo deve ser diferenciada da vertical, uma vez que os dados mostram que
o JCV foi transmitido ndo sé de maes, mas também de pais [122].

Foi descoberto que em duas familias, varios filhos excretaram o mesmo tipo
de JCV, o que sugere também uma via de transmissao de JCV entre irmaos. Uma
crianca que foi infetada pelo JCV transmitido pela mae pode ter expandido uma
descendéncia genotipica de JCV durante a infecdo primaria. Este genétipo por sua
vez, pode ter causado a infecdo secundaria noutras criancas. No entanto, este
modo de transmissao parece ser raro [122]. Estes autores defendem que o modo
de transmissao de JCV revelado neste estudo, a transmissao de pais para filhos,
podera permitir que o JCV persista na populacdao humana por um longo tempo
[122, 124].

O virus também foi detetado por PCR em amostras de fezes e é prevalente
em esgotos e rios de todo o mundo. Isto levou a hipotese de que a transmissao
pode ocorrer a partir da ingestao de agua inquinada [125, 126].

O virus JC exibe uma complexa interacao com células do sistema imunitario,
em que a determinacdao da resposta imune a infecio deste virus tem sido
geralmente limitada a doentes com sistemas imunitarios alterados nos quais JCV
replica e provoca a LEMP. Além disso, determinadas células do sistema imunitario
sdo suscetiveis ao JCV e desempenham um papel critico no ciclo de vida do virus,
bem como na patologia LEMP [42].

Embora o virus JC seja conhecido por agente causador da LEMP, as vias de
transmissao viral inicial e posterior disseminacao para o cérebro continuam por ser
totalmente elucidadas.

A via hematica da infecao do SNC parecia provavel apos ter sido descoberto
que o JCV interagia com as células B no cérebro, amigdalas e medula 6ssea e que
se replicava em niveis baixos nas células B [82-84, 87, 127, 128]. Alguns anos mais
tarde, foi demonstrado que JCV poderia também infetar as células progenitoras
hematopoiéticas [85, 129]. Além disso, ainda foram encontradas evidéncias de que

um dos sitios iniciais de infecdo poderia ser nas amigdalas [86].
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Estas descobertas conduziram a um modelo em que a infecdo primaria
ocorre mais provavelmente em qualquer célula do estroma ou células imunes do
sistema respiratorio superior, quer por inalacdo ou por via oral respiratoria através
da ingestdao de material contaminado com o virus [130].0 virus €, entao,
transportado para a medula 6ssea e para os rins por linfécitos infetados, onde pode
persistir durante a vida do hospedeiro. Ap6s a imunossupressao ou uma mudanca
nas células imunitarias, o virus mobiliza-se a partir da medula 6ssea e atravessa a
barreira hematoencefalica, seja isoladamente ou em conjunto com uma célula B.
Uma vez que os oligodendrécitos sdao infetados, a infecdo litica comeca [84].
Também é possivel que o virus se replique nos rins, entre na circulacao periférica,
instala-se em tecidos linfoides tais como a medula 6ssea, e em seguida é
submetido a rearranjos da regidao reguladora.

Como alternativa, o cérebro ou o rim podem servir como um local de laténcia
[T31]. O DNA do virus tem sido encontrado tanto em cérebros de dadores
saudaveis como de imunocomprometidos sem LEMP ou outras doencas
neuroldgicas [132-135]. Isto sugere que o JCV tem acesso ao SNC, antes do inicio
da doenca e pode viajar até ao cérebro de alguns individuos imunocompetentes. E
possivel que, apés a infecdo inicial por JCV e disseminacao do virus, possivelmente
por meio de precursores hematopoiéticos ou células B, o virus atinja as células
gliais do cérebro, onde se mantém latente. Esta observacdo leva a crer que o JCV
se instala no cérebro e permanece latente no SNC. O virus permanece latente a ndao
ser que haja mudancas na regido reguladora, que pode ocorrer antes ou durante a
laténcia no cérebro, em que os fatores de ligacao ficam disponiveis na presenca de
imunossupressao.

Em ambos os modelos de laténcia viral, mesmo que os locais de laténcia
possam ser diferentes, eventos semelhantes devem ocorrer na progressao para a
LEMP [42].

A LEMP é uma infecdo destrutiva no (SNC) que provoca défices neurolégicos
associados a desmielinizacdo [18]. A caracteristica central da patologia associada
ao JCV é a infecao dos oligodendroécitos, o que leva a lise das células. A infecao
dissemina-se em torno dos oligodendrocitos e resulta na destruicio focal de
mielina [18]. Os oligodendrécitos infetados tém colecdes de particulas virais no
nucleo, que dao a aparéncia de corpos de inclusao e perda da estrutura da
cromatina. O tamanho do nucleo também pode aumentar de tamanho 2 a 3 vezes.
Os oligodendrocitos morfologicamente normais também podem ser infetados com

o virus. Estas células estao geralmente presentes em areas onde a mielina parece
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ser normal. A natureza multifocal das lesdes sugere uma propagacao
hematogénica do virus para o cérebro. Em menor medida, também os astrocitos
sdo infetados com JCV. Essas células parecem grandes, os nucleos sao irregulares
e lobulados, e aparecem em fase pré-mitética mas nao se tornam neoplasicas.
Astrocitos reativos também estdo presentes, embora seja uma evidéncia pouco
sustentada [76]. Embora os neurdénios sejam raramente infetados por JCV, a
desmielinizacao leva a disfuncdo axonal, e o axénio desmielinizado é suscetivel a
lesdes por produtos celulares libertados pelas células da glia. Esta lesao axonal
pode resultar numa perda retrograda do corpo celular neuronal [135].

O JCV é um virus neurotropico que infeta apenas os seres humanos. Desta
forma, a investigacao da patogénese do JCV tem sido dificultada pela auséncia de
um modelo animal [76].

A sequéncia da regido reguladora do virus normalmente encontrada na urina
é conhecida como sequéncia arquétipo, por se julgar que todas as outras formas
evoluem a partir desta. A sequéncia da regiao reguladora do virus isolado a partir
de liquido cefalorraquidiano e de tecido cerebral dos pacientes com LEMP é
denominado de virus protétipo ou virus neurotrépico, apresentando rearranjos,
incluindo duplicaces, repeticbes em tandem, insercdes e delecdes. E entdo
provavel que os rearranjos observados na regiao reguladora ocorram durante a
imunossupressdao sendo este processo necessario para a reativacao do virus e
subsequente infecao do SNC [18, 136, 137].
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1.3. Implicacoes Médico-Legais

O aumento no numero de cadaveres nao identificados tornou-se um
problema forense em diversas areas pelo mundo devido a crescente
internacionalizacao, das interacdes sociais e das ocorréncias de desastres de
grande escala [2].

Geralmente, impressdes digitais e DNA humano sdao usados para a
identificacao individual. No entanto, mesmo executando a genotipagem do DNA
de um cadaver nao identificado, mantém-se impossivel identificar imediatamente
o individuo, se nao houver amostras de referéncia para comparacao. Deste modo,
um método que reduz rapidamente as possiveis identidades dos cadaveres nao
identificados, fornecendo informacdes geograficas seria extremamente valioso [2].

Recentemente, a variabilidade genética do JCV foi proposta como util na
inferéncia da origem geografica dos seus portadores [1]. Por exemplo, quando
existe um cadaver ndo identificado num episédio de crime, ndo se pode estabelecer
as origens da vitima do crime se nao houver bens materiais que o revelem,
testemunhas ou impressdes digitais no registo. Nesses casos, é possivel recolher
uma amostra biolégica, nomeadamente urina ou tecido renal, para detetar o JCV.
Caso seja positivo, a partir do conhecimento dos varios gendtipos e da sua
distribuicao mundial, pode-se inferir a origem geografica da vitima.

Apo6s a infecdo primaria, que ocorre na primeira infancia, o JCV persiste no
tecido renal da maioria dos casos, sendo excretado na urina. As mesmas estirpes
virais sao mantidas nos rins e excretadas na urina durante toda a vida, apesar da
relocalizacao de um hospedeiro [138].

Realizando alinhamentos genéticos de sequéncias de DNA viral, podemos
realizar a identificacdo dos diferentes genotipos do JCV, encontrando-se ja
identificados diversos genétipos associados a distintas localizacbes geograficas

[1].
1.3.1. Classificacao Genotipica do JCV
Diferentes gendétipos do virus JC sdo descritos em diferentes partes do

mundo. Estes gendtipos sdo classificados com base na sequenciacdao nucleotidica

do genoma viral [139].
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Esta analise pode ser feita a partir da regidao IG (intergénica): de 610 pb, que
compreende as extremidades 3’ dos genes VP1 e antigeno-T; a partir de uma regiao
de 215 pb, préxima a extremidade 5’ do gene VP1; ou com base na sequéncia de
toda a regido codificante do genoma de, aproximadamente, 4854 pb [139-142].
Na sequéncia gendémica completa a regidao de 1800-2400 pb, que compreende a
regido IG é a mais polimorfica e é, potencialmente, a mais informativa
filogeneticamente [139].

Baseados na sequéncia gendmica, varios autores classificaram o JCV em
tipos e em subtipos. Os tipos 1, 2, 3, 4,5, 6 e 7 e os subtipos 1A, 1B, 2A, 2B, 2C,
3A e 3B sdo classificacoes realizadas por por Jobes e colaboradores, sendo a

nomenclatura aplicada nesta dissertacao (Tabela 2) [142].

Tabela 2 - Lista de 22 tipos de JCV classificada de acordo com Jobes e colaboradores (1998)
[142].

Strain Sex/age GenBank
Genotype no. Ethnic group (years) Disease/sample Place* acc. no. Reference
Type 1
1A Mad-1 Caucasian M/38 Hodgkin's/PML brain ~ WI Joz2227 Frisque ef al. (1984)
1A #124 Caucasian M/52 MS /urine CA AF015526 Agostini ef al. (1998h)
1B #123 Caucasian M/55 MS /urine CA AF015527 Agostini ef al. (1998h)
Type 2
2A Tokyo-1  Japanese M/70 TB/PML brain Japan AF030085  Agostini ef al. (1998¢)
2A #224 Hispanic M/72 MS /urine CA AF015529  Agostini ef al. (1998c)
2A #225 Native American E/26 Unknown furine NM AF015530  Agostini ef al. (1998¢)
2A #226 MNative American F/78 Unknown /urine NM AF015531 Agostini ef al. (1998¢)
2B GS/B German Unknown Lymphoma/PML brain ~ Germany M20322 Loeber & Darries (1988)
2B #2213 African American M/36 HIV /urine CA AF015532 Agostini ef al. (1998¢)
2B #227 Caucasian My41 MS furine CA AF015533  Agostini ef al. (1998c)
2C #228 Native American M/63 Unknown furine NM AF015534  Agostini ef al. (1998¢)
2C #229 Caucasian M/48 HIV /urine CA AF015535  Agostini ef al. (1998¢)
2C #230 African American ~ M/44 MS /urine CA AF015536  Agostini ef al. (1998¢)
Type 3
3A #308 African Unknown Unknown /urine Tanzania U73500 Agostini ef al. (1997 q)
3A #309 African Unknown Unknown /urine Tanzania U73500t Agostini ef al. (1997a)
3A #310 African Unknown  Unknown/urine Tanzania U73500t Agostini ef al. (1997 a)
3A #312 African American ~ M/41 MS /urine CA U73502 Agostini et al. (1997a)
3B #311 African American  M/59 Control /urine MD U73501 Agostini et al. (1997 a)
Type 4 #402 Caucasian M/63 M5 /urine CA AF015528  Agostini ef al. (1996)
Type 5 #501% Caucasian M/30 MS furine CA AF015684  Agostini ef al. (1998¢)
Type 6 #601 African American ~ F/35 SLE/PML brain NJ AF015537  Unpublished data
Type 7 Tai-3 Chinese Unknown  RA/urine Taiwan Ues1771 Ou et al. (1997)

PML, progressive multifocal leukoencephalopathy, TB, tuberculosis; MS, multiple sclerosis; HIV,
human immunodeficiency virus; SLE, systemic lupus erythematosus;, RA, rheumatoid arthritis

* American state or country.
1 Described in relation to strain 308 using the same accession number.

¥ Previously designated as strain gX01 by Agostini et al. (1998).
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Sabe-se, também, que diferentes subtipos de JCV raramente infetam o
mesmo hospedeiro humano e que, devido a cronicidade da infecdo, a detecao e a
identificacao desses virus podem servir como marcadores de migracao humana e

possivel identificacao da origem geografica individual [143].
1.3.2. Epidemiologia Molecular do JCV

A sequenciacao genomica do JCV indica a existéncia de oito principais
genotipos (numerados de 1 a 8 em que o tipo 5 é um minor member do tipo 3) e
numerosos subtipos, estando os genotipos principais associados a populacdes nas
grandes massas continentais (Figura 7) [142, 144].

A presenca de tipos distintos do poliomavirus humano JC nas diferentes
populacdes humanas, com sequéncias que divergem em cerca de 1 a 3%, sugere
que foi originado numa populacdo ancestral, provavelmente em Africa (Tipo 6),
diferenciando-se com o decorrer das geragdes [145].

Os tipos 1 e 4 sdao encontrados geralmente em individuos europeus e
europeus-americanos [3, 146, 147]. Os principais genétipos encontrados na Asia
sao os tipos 2 e 7 [148, 149]. O tipo 2A é associado a asiaticos e populacdes nativas
americanas, enquanto o tipo 2D e 7C sdo encontrados na Asia e no sul asiatico. O
virus JC tipo 3 difere dos dois outros genodtipos (1 e 2) em 2,2% e 1,3%
respetivamente, e pode ser encontrado em pessoas africanas e afro-americanas
[141]. O tipo 5 aparece como uma combinacao de sequéncias do tipo 6 e 2B [139].
O tipo 6 é representativo das populacdes africanas. Finalmente, um novo genétipo
do virus JC, o tipo 8, é identificado em populacdes ocidentais do Pacifico.
Curiosamente, o tipo 8A é encontrado somente em populacdes da Papua Nova
Guiné [144].

Figura 7 - Distribuicio mundial dos genétipos mais frequentes do JCV.
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1.3.3. Origem Geografica

Como o JCV co-evoluiu com os seres humanos, é possivel identificar
gendtipos especificos do JCV associados a determinadas areas geograficas. No
entanto, hoje € comum as pessoas crescerem em regides que nao estao
relacionadas com a area de nascimento, ou deslocarem-se com frequéncia por todo
o mundo. Os gendétipos JCV estdo muito mais relacionados com a area em que o
individuo cresceu do que aquela onde nasceu quando ha deslocacdao do mesmo. O
gendtipo de uma determinada area é o que normalmente vai infetar os individuos
daquela regiao.

Desta forma, a origem geografica avaliada com este método nado indica uma
origem racial ou étnica, mas sim a area onde o individuo cresce, isto é, onde vive
a primeira infancia uma vez que a infecao primaria ocorre aproximadamente aos
seis anos.

Por exemplo, Okinawa, uma pequena ilha no Japao, foi ocupada por forcas
dos Estados Unidos ha mais de 20 anos. Durante esse periodo, muitas criancas
americano-japonesas nasceram de maes japonesas e pais americanos. No entanto,
quase todos os individuos nascidos neste periodo sao portadores do genétipo que
esta distribuido em Okinawa porque a maioria dessas criancas cresceram nesta
comunidade japonesa [150]. Deste modo, em adicdo a informacao racial obtida por
outros métodos, incluindo a analise do DNA humano, a informacdo geografica a
partir da genotipagem viral permite fazer um perfil muito mais detalhado. Neste
caso exemplificativo, o perfil seria um japonés-americano que cresceu numa area

japonesa [2, 123].
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Caracterizacao genotipica do poliomavirus humano JC em Portugal e suas

implicacbes médico-legais na determinacao da origem geografica.

2.2. Objetivos Especificos

- Analisar a frequéncia do JCV em amostras de urina de individuos saudaveis
da populacao portuguesa;
- Caracterizar molecularmente os genétipos do JCV isolados a partir das

amostras bioldgicas selecionadas para o presente estudo;
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3. Material e Métodos

Este trabalho foi divido em duas fases com os seguintes objetivos:

Fase |

Detetar o poliomavirus humano JC recorrendo a técnicas de biologia
molecular - Polymerase Chain Reaction (PCR) e Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) e PCR semi-nested - em amostras de urina de individuos
saudaveis da populacdo portuguesa de acordo com os procedimentos laboratoriais
descritos por Arthur e colaboradores e Karalic e colaboradores (Figura 8) [151,
152].

Fase Il

Caracterizar os diferentes genétipos do JCV presentes nas amostras de urina
dos individuos saudaveis da populacdo portuguesa através da reacdao de
amplificacdo da regido codificante da proteina VP1 seguido de sequenciacao
nucleotidica dos produtos amplificados e caracterizacdo genotipica através do
alinhamento das sequéncias usando como referéncia sequéncias de JCV disponiveis

em bases de dados (Figura 8).

DNA Urina (AntigénioT)

JC virus PCR (VP1) Sequenciacao
Positivo RFLP
Amostra PCR .
BK virus

Negativo

PCR (VP1) Sequenciacdo

Figura 8 - Representacao esquematica da metodologia aplicada no presente estudo.

Detecdo e Caracterizacdo Genotipica do JC virus: Implicacbes Médico-Legais na Determinacdo Geografica Individual
29



3. Material e Métodos

3.1. Detecao do Poliomavirus Humano JC

3.1.1. Populacao em Estudo

O estudo da frequéncia do JCV foi realizado com base num estudo que
envolveu 88 individuos com uma média de idade de 44,6 anos (18,0 - 89,0 anos).
Todos os individuos sao provenientes de Portugal, tendo sido recolhida a cada um
dos participantes uma amostra de urina, apds seu conhecimento e consentimento

prévio de acordo com a Declaracao de Helsinquia.

3.1.2. Extracao de DNA de Amostras Biologicas

Apos recolha da amostra de urina, estas foram centrifugadas durante 20
minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente. O pellet celular foi posteriormente
lavado em PBS 1X (Phosphate buffered saline) e novamente centrifugado durante
15 minutos a 3000 rpm a temperatura ambiente. No final o pellet celular obtido foi
estabilizado em reagente TripleXtractor®lsolation Reagent #GB23.0100) e
armazenado a -80°C até extracao/isolamento do material genético.

Para o isolamento do DNA viral de todas as amostras de urina recorreu-se
ao kit de extracao de acidos nucleicos por um sistema de colunas de centrifugacao,
FavorPrep™ Genomic DNA Mini Kit (Favorgen®),de acordo com as instrucdes do
fabricante. Este procedimento laboratorial fundamenta-se na grande afinidade de
ligacdo do DNA a silica, que é utilizada no revestimento das colunas de
centrifugacao sob a forma de membranas. As colunas possuem, para além de silica,
resinas com particulas em suspensao alcodlica de elevadas concentracdes de sais
caotropicos, capazes de desnaturar proteinas. No procedimento sdao executadas
trés etapas: adsorcdo, lavagem e eluicdao. Para que a adsorcdao ocorra, isto &, a
ligacdo do DNA as particulas de silica, € necessario um baixo valor de pH. Seguem-
se diversas lavagens, com varios tampdes com etanol, para remover proteinas,
polissacarideos e sais. No fim do procedimento, o DNA é eluido num tampao de

eluicdao, de baixa concentracao salina.
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3.1.3. Avaliacao da Qualidade de DNA

Todas as amostras de DNA obtidas foram avaliadas quanto a sua
concentracdao e a sua pureza por meio da analise da densidade 6tica a partir do

espectrofotémetro NanoDrop® ND-1000.

3.1.4. Detecao de DNA dos Poliomavirus Humanos JCV e BKV por
Polymerase Chain Reaction (PCR) com Amplificacdo do Fragmento
de DNA Codificante do Antigénio T

Todas as amostras foram inicialmente selecionadas através da técnica de
PCR conforme o protocolo descrito por Arthur et al., 1989. A amostra é amplificada
utilizando-se um par de primers complementares a regiao codificante do antigénio
T, comum aos virus JCV e BKV [151].

= Protocolo de Amplificacdo

A mistura reacao inclui um volume final de 50 pl, consistindo em 0.2ug de
DNA, TU de Taq DNA Polymerase (Thermo Scientific, #EP0702) e o respetivo
tampao de reacdo 1x suplementar com MgCI2 (Thermo Scientific), 0.2mM de dNTP

mix (Ferramentas, #R0192) e 0.4 yM de cada primer:

PEP-1 - F: 5 AGT CTT TAG GGT CTT CTACC 3’
PEP-2 - R: 5" GGT GCC AAC CTATGG AAC AG 3’

A reacdao foi efetuada num termociclador Biorad® e as condicbes de
amplificacdo utilizadas foram as seguintes: pré-desnaturacdao de 10 minutos a 95°C
para ativacao da Taq DNA Polymerase, seguida de 45 ciclos de desnaturagao a 95°C
durante 10 segundos, annealing a 55°C durante 30 segundos e extensao a 72°C
durante 30 segundos, com um passo de extensao final de 7 minutos a 72°C. Na
reacdo de PCR utilizou-se um controlo negativo e um controlo positivo para o

poliomavirus BK [151].
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= Eletroforese em Gel de Agarose - Visualizacdo do Fragmento Amplificado

De forma a confirmar a amplificacido do fragmento de DNA pretendido,
foram analisados 12 uL do produto de PCR por eletroforese em gel de agarose a
1,5% (p/v) corado com brometo de etideo (10ug/mL). O corante tem a capacidade
de se intercalar ao DNA e emite fluorescéncia quando iluminado com luz
ultravioleta. Os géis foram preparados em tampao TBE 1X (Tris/Borate/EDTA),
também utilizado como tampao de eletroforese. Foi utilizado um marcador
molecular de 100 pb (Fermentas #SMO0243). As sequéncias de DNA foram
visualizadas na presenca de luz ultravioleta recorrendo ao transiluminador Gel
DocXR (Biorad®). Na presenca de DNA do BKV e do JCV, o fragmento amplificado
possui 176 e 173 pb, respetivamente (Figura 9).

Figura 9 - Representacdo de um gel de agarose com as bandas correspondentes a regidao
amplificada pelos primers PEP-1 e PEP-2 (1,3,4,7 e 8 - casos positivos para os poliomavirus;

2, 5 e 6 - casos negativos; M - marcador molecular de 100pb).

3.1.5. Identificacao Molecular do JCV e do BKV por Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP)

Para identificacdo do BKV e JCV submeteu-se o produto amplificado a
clivagem pela enzima de restricio BamHIl (Thermo Scientific, #FD0054). Esta

enzima de restricao corta na presenca da seguinte sequéncia nucleotidica:
5 - G¢GATCC -3

3'- CCTAG4G - 3’
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Foram utilizadas 10 pL de produto de PCR de cada amostra para restricao
com 1U de enzima de restricao BamHI (Thermo Scientific, #FD0054) e o respetivo
tampao de reacao 10X, num volume final de reacdo de 30 pL. As amostras foram

incubadas a 37°C, durante 10 minutos.

= Eletroforese em Gel de Agarose

Os fragmentos obtidos por RFLP foram analisados em eletroforese em géis
de agarose a 3% (p/v), corado com brometo de etideo (10ug/mL). Os géis foram
preparados em tampao TBE 1X (Tris/Borate/EDTA), também utilizado como tampao
de eletroforese. Foi utilizado um marcador molecular de 50 pb (Fermentas
#SM0373). As sequéncias de DNA foram visualizadas na presenca de luz
ultravioleta recorrendo ao transiluminador Gel DocXR (Biorad®).

A presenca de uma banda de 176 pb significa que esta nao foi cortada pela
enzima e corresponde a presenca do BKV, ja que este ndao possui local de clivagem
para esta enzima [151]. A existéncia de duas bandas, uma com 53 pb e outra com
120 pb, indica a presenca do JCV na amostra. O produto de PCR que corresponde
ao controlo positivo (BKV*) ndo foi digerido originando apenas uma banda, como
previsto (Figura 10).

—
——
=
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M

Figura 10 - Representacdao de um gel de agarose com as bandas correspondentes a digestao
pela enzima BamHI (1 a 6 - casos positivos para JCV; 7 -controlo positivo para BKV; 8 -

controlo negativo; M - marcador molecular de 50pb).

Detecdo e Caracterizacdo Genotipica do JC virus: Implicacbes Médico-Legais na Determinacdo Geografica Individual
33



3. Material e Métodos

3.2. Genotipagem do Poliomavirus Humano JC

3.2.1. Amplificacao do Fragmento de DNA Viral Correspondente a
Regidao VP1 do JCV por Polymerase Chain Reaction Semi-nested
(PCR Semi-nested)

Todas as amostras do presente estudo foram submetidas a amplificacao do
fragmento de 495 pb correspondente a regidao VP1, através da técnica de PCR semi-
nested descrita por Karalic e colabordores 2014 [152]. Os primers P13 e M5 foram
usados para o primeiro PCR e os primers JLP1 e M5 foram usados para o segundo
PCR de acordo com a tabela (Tabela 3).

Tabela 3 - Primers usados na amplificacdo da regiao VP1[152].

PCR semi-nested (VP1)

Primer Sequéncia (5'-3') Posicdao Nucleotidica Referéncias
P13 ttccactaccaatctaaatgagg 1.725-1.748 Lafon et al. (1998)
M5  gtttgtaaacatgccacagacatc 2.263-2.240 Lafon et al. (1998)
JLP1 ctcatgtgggaggctgtgacct 1.769 - 1.790 Agostini et al. (1996b)

A reacdo foi efetuada num termociclador Biorad®, com um volume final de
25ul, consistindo aproximadamente em 0.2ug de DNA, 1U de MasterMix Taq
Polymerase (Qiagen®) e o respectivo tampao Q Solution (Qiagen®) de reacdo 1x e
0.4 uM de cada primer [152].

As condicbes de amplificacdo tanto para o primeiro round de PCR como para
o segundo do PCR semi-nested, incluiam uma pré-desnaturacao de 15 minutos a
95°C para ativacdao da Taq DNA Polymerase, seqguida de 40 ciclos de desnaturacao
a 95°C durante 30 segundos, annealing a 60°C durante 40 segundos e extensao a
72°C durante 60 segundos, com um passo de extensao final de 10 minutos a 72°C,
de acordo com o protocolo originalmente estabelecido por Karalic e colaboradores
[152].
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= Electroforese em Gel de Agarose

De forma a confirmar a amplificacido do fragmento de DNA pretendido,
foram analisados 10 pL do produto de PCR por eletroforese em gel de agarose a
2,0% (p/v) corado com 1x GelRed (Biotium®). Os géis foram preparados em tampao
TBE 1X, também utilizado como tampao de eletroforese. Foi utilizado um marcador
molecular de 100 pb Plus DNA Ladder (Invitrogen®). A voltagem e o tempo foram
estabelecidos de modo a propiciar a separacao ideal das amostras. As sequéncias
de DNA foram visualizadas na presenca de luz ultravioleta recorrendo ao

transiluminador Gel DocXR (Biorad®) (Figura 11).

Figura 11 - Representacdo de um gel de agarose com a banda correspondente a regidao
amplificada de 495 pb correspondente a regido VP1 (1 a 8 - casos positivos para JCV; M -

marcador molecular de 100 pb).

3.2.2. Sequenciacao Automatica

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese através de um gel de
agarose a 2%. O produto de amplificacdo especifico de VP1 foi excisado e purificado
recorrendo ao kit GRS PCR & Gel Band Purification (GRISP®), a partir do qual a
purificacdo foi feita por meio do uso de colunas que contém uma matriz de silica,
de acordo com o processo descrito pelos fabricantes. Este procedimento
laboratorial fundamenta-se no uso de sais caotrépicos para dissolver o gel de
agarose e desnaturar enzimas para posterior ligacdo do DNA a matriz de fibra de
vida das colunas. Contaminantes tais como proteinas, nucleétidos nao
incorporados, ou inibidores da enzima sao completamente removidos usando um
tampao de lavagem. O DNA purificado é subsequentemente eluido com tampao de

eluicdo com um baixo teor de sal.
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A sequenciacao dos produtos de amplificacdo de DNA foi realizada
utilizando o ABI Prism dye terminator cycle sequencing kit (Applied Biosystems®).
Para a reacao de sequenciacdo, uma mistura de reacdo de 5 ulL foi utilizada,
contendo 3,0ul de ABI Prism terminator ready reaction mix (Applied Biosystems ©®),
0,5ul do primer M5 (2 pmol/mL), 0,5ul de agua e Tul de produto de PCR purificado.
A mistura de reacao foi colocada num termociclador Biorad®, em 25 ciclos a 95°C
durante 30 segundos, 55°C durante 15 segundos, e 60°C durante 3 minutos e uma
extensao final de 60°C durante 10 minutos. As amostras foram analisadas num
sequenciador automatico de DNA ABI 3130 (Applied Biosystems®) (Figura 12).
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Figura 12 - Grafico de sequenciacao automatica.

3.2.3. Alinhamento Genético

As sequéncias foram analisadas usando o programa Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) através do website do National Center for Biotechnology
Information of the United States (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

O fragmento amplificado de 494 pb do gene VP1 continha 17 sitios que

diferenciaram os principais tipos e subtipos JCV [3, 4] .
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3.3. Analise Estatistica

A analise dos resultados foi realizada com recurso ao software estatistico
IBM®SPSS®Statistics for Windows (versdo 22.0). A analise pelo teste do Qui-
Quadrado (x2) foi utilizada para comparacao das variaveis. O valor de p foi obtido
pelo teste de x2 e foi considerado estatisticamente significativo quando inferior a
0.05.

Foram também analisados os parametros sensibilidade, especificidade e
valores preditivos, a fim de avaliar a validade dos protocolos utilizados no presente
estudo. A sensibilidade foi definida como a capacidade do protocolo para
identificar corretamente os individuos que sao portadores do virus. A
especificidade foi definida como a capacidade do protocolo para identificar
corretamente os individuos que nao sao portadores do virus. Relativamente aos
valores preditivos, o valor preditivo positivo representou a proporcao de individuos
verdadeiros positivos (isto &, portadores do virus), entre todos aqueles que tiveram
resultados positivos no teste, enquanto que o valor preditivo negativo representou
a proporcao de individuos verdadeiros negativos (isto €, que ndo sao portadores

do virus), entre todos aqueles que tiveram resultados negativos no teste.
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4.1. Populacao em Estudo

A populacao recrutada para o estudo consistiu em 88 individuos saudaveis
recrutados da populacao portuguesa, nos quais foi analisada a presenca de JCV em
amostras de urina. Destes individuos, trinta e um sao do género masculino (35%)
e cinquenta e sete do género feminino (65%). A idade dos individuos variou entre
os 18 e os 89 anos (média 44,6 = 15,9).

Detecao do Poliomavirus Humano JC nas Amostras Biologicas

4.2.1. Detecao do Poliomavirus JCV pela Técnica PCR-RFLP com Amplificacao

do Fragmento Correspondente ao Antigénio T

Das 88 amostras de DNA amplificadas, com recurso aos primers PEP-1 e PEP-
2, ndo obtivemos amplificacdo do fragmento de interesse (negativo) em 25% das
amostras (22 em 88 casos).

A presenca de JCV foi detetada em 62,5% das amostras (55 em 88 casos) e
o BKV foi detetado em apenas 5,6% das amostras (5 em 88 casos). Em apenas uma
amostra foi detetada a presenca simultanea de ambos os virus analisados por esta

técnica (Figura 13).

jev+ I ©1,4%

Bkv+ [ 4,5%

BKV+/Jcv+ | 1,1%

Negativo | IS 25,0%

Indeterminado | 8,0%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

Figura 13 - Detecdo da presenca de poliomavirus na populacdo em estudo de acordo com
a técnica de PCR-RFLP.
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4.2.2. Detecao do Poliomavirus JCV pela Técnica PCR semi-nested com

Amplificacao do Fragmento Correspondente a VP1

Através da técnica de PCR semi-nested com utilizacao dos primers P13, M5
e JLP1, anteriormente descritos, foi detetada a presenca de DNA viral de JCV em
sessenta e cinco amostras (73,9%) e dezasseis amostras mostraram-se negativas
para JCV (18,2%). Foram ainda consideradas sete amostras indeterminadas (8,0%)
(Figura 14).

Indeterminados - 8,0%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80%

Figura 14 - Detecdo da presenca de JCV na populacdo em estudo de acordo com a técnica
de PCR semi-nested.

4.3. Sensibilidade, Especificidade e Valores Preditivos

Para avaliar a sensibilidade e especificidade no diagndstico da presenca de
JCV foi realizada uma analise comparativa das duas técnicas usadas: PCR-RFLP e
PCR semi-nested. Observou-se que sessenta e cinco destas amostras foram
positivas para JCV pela técnica PCR semi-nested enquanto apenas cinquenta e cinco
amostras tinham sido positivas pela técnica PCR-RFLP (Tabela 4).
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Tabela 4 - Amostras positivas paraJCV estratificadas por género para cada técnica utilizada

neste estudo.

Total Homens Mulheres
PCR-RFLP JCV+ 54 19 35
PCR semi-nested JCV* 65 24 41

A sensibilidade de cada técnica foi calculada baseada no numero de
individuos com resultado positivo para JCV, usando como referéncia os individuos
positivos cujo resultado foi confirmado por sequenciacdo automatica.
Relativamente a especificidade de cada técnica, trata-se da capacidade de
identificar os individuos com resultado negativo na populacdo em estudo e que
nao possuem o virus JCV. Em ambos os parametros, os individuos portadores de
JCV foram aqueles que demonstraram um resultado positivo para JCV quando
realizada a sequenciacdao que foi considerada como método de referéncia. Desta
forma, a percentagem de falsos negativos é o complemento da sensibilidade e a

percentagem de falsos positivos é o complemento da especificidade (Tabela 5).

Tabela 5 - Sensibilidade, Especificidade e Valores Preditivos.

Sensibilidade Especificidade Valor Preditivo + Valor Preditivo -

PCR-RFLP 85,0% 64,3% 91,1% 50,0%
PCR semi-nested 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Tendo em conta os resultados obtidos, a sensibilidade é menor para a
técnica PCR-RFLP quando comparada com a técnica de PCR semi-nested.
Cumulativamente a especificidade manteve-se sempre alta para a técnica PCR semi-
nested (100%) sendo de apenas 64,3% para a técnica PCR-RFLP.

Perante estes dados, a técnica de PCR semi-nested revelou-se o teste mais
sensivel ao identificar corretamente os individuos que realmente eram portadores
do virus JCV, ndo produzindo falsos negativos; e destacou-se também como o teste
mais especifico ao determinar os individuos que realmente ndao estavam infetados

com o JCV, nao havendo portanto falsos positivos.
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Foi ainda calculada a validade de cada técnica que diz respeito a extensao
com que ela pode predizer a ocorréncia da infecao por JCV. Desta forma, foram
avaliados os valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) de acordo com cada
técnica. Em relacdo ao valor preditivo positivo, isto é, diante de uma resposta
positiva para a presenca de JCV, o individuo realmente estar infetado pelo JCV,
foram encontrados valores de 100% para a técnica de PCR semi-nested. Assim,
todos os individuos verdadeiramente positivos, ou seja, para os quais o JCV foi
sequenciado, apresentaram um resultado positivo na fase de detecao.

Por outro lado, a técnica de PCR-RFLP revelou valores inferiores (91,1%), o
que equivale a dizer que em cada 10 resultados positivos na detecdao de JCV,
somente 9 individuos seriam realmente positivos para o virus.

Enquanto a sensibilidade e a especificidade de um teste sdao propriedades
inerentes ao teste e ndo variam a nao ser por condi¢cdes externas (por exemplo
devido a erro técnico), os valores preditivos dependem da prevaléncia do virus na
populacdo em estudo. O VPP aumenta com a prevaléncia enquanto o VPN diminui.
Assim, quando o virus é raro o VPP é baixo, pois a maior parte dos testes positivos
pertencem a individuos nao infetados pelo virus, representando resultados falso-
positivos. Por outro lado, o VPN é alto em baixas prevaléncias.

Relativamente a técnica PCR semi-nested, esta apresenta valores de 100%, o
qgue significa que a cada 10 testes negativos para JCV, 10 seriam saudaveis, e que
a cada 10 testes positivos, 10 seriam positivos para JCV.

Devido a estes dados, toda a restante analise estatistica foi realizada a partir

dos resultados obtidos pela técnica de PCR semi-nested.

4.4. Analise da Frequéncia do JCV pela Técnica de PCR semi-nested - VP1

Como referido, a auséncia de JCV na populacao em estudo ocorreu em 18,2%
das amostras (16 em 88). O JCV foi detetado em 73,9% das amostras (65 em 88) e
cerca de 8% das amostras (7 em 88 casos) foram consideradas indeterminadas.

Nos individuos do género masculino 85,7% (24 em 28 casos) sao positivos
para o JCV, enquanto no grupo dos individuos do género feminino 77,4% (41 em

53 casos) sao positivos para JCV (Figura 15).

Detecdo e Caracterizacdo Genotipica do JC virus: Implicacbes Médico-Legais na Determinacdo Geografica Individual
44



4. Resultados

72% 74% 76% 78% 80% 82% 84% 86% 88%

Figura 15 - Distribuicao de casos positivos para JCV de acordo com o género (p=0,369).

Estratificou-se a populacdao em quatro subgrupos tendo em conta a variavel
idade, em que a idade minima é 18 anos e a maxima 89 anos. O primeiro subgrupo
abrange os individuos com idade menor ou igual a 25 anos (10 em 88 casos); o
segundo subgrupo incluiu individuos entre os 26 e os 40 anos (26 em 88 casos);
o terceiro subgrupo, individuos entre os 41 e os 65 anos (45 em 88 casos), e 0
ultimo subgrupo, individuos com mais de 66 anos (7 em 88 casos). Analisaram-se

0s quatro subgrupos tendo em conta a frequéncia do poliomavirus JCV (Figura 16).

B Indeterminado Negativos M Positivos

<25anos 3,4%

26-40 anos 4,5%

B 3,4%
41-65 anos 9,1%
oo 38,6%

> 66 anos 1,1%
I 6,3%
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45%

Figura 16 - Distribuicio dos casos positivos, negativos e indeterminados para o

poliomavirus JCV por faixa etaria.
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Para o primeiro subgrupo 6,8% das amostras foram positivas para o JCV, ja
no segundo subgrupo foram positivos 21,6% dos casos, no terceiro subgrupo
38,6% foram positivos e no ultimo grupo apenas 6,8% dos individuos foram
positivos (Figura 16).

Observou-se ainda a frequéncia de JCV dentro de cada faixa etaria e
verificou-se que ha uma tendéncia para um aumento progressivo com a idade,
sendo maior nos individuos com idades a partir dos 66 anos (85,7%) (Figura 17).

No entanto, este resultado ndo é estatisticamente significativo (p=0,735).

<25anos NN 66,7%
26-40 anos I 32,6%
41-65 anos I 31,0%

266 anos  [INIEEGEGEGEGEE  85,7%

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 17 - Distribuicdo dos casos positivos para JCV, dentro de cada faixa etaria.

Foi ainda analisado a presenca de JCV dentro de cada faixa etaria por género.
Dentro do género masculino verificou-se que existe maior prevaléncia de JCV entre
0s 26 e 0s 65 anos. Relativamente ao género feminino, os individuos com mais de
66 anos mostraram predominio na presenca de JCV (Figura 18). Contudo, estes
dados ndo sdo estatisticamente significativos (subgrupo <25 anos: p=0,999;
subgrupo 26-40 anos: p=0,658; subgrupo 41-65 anos: p=0,168; =66 anos:
p=0,999).

Masculino JCV+ ®Feminino JCV+

<25 N0 | ———— 71,1%

; 90,9%
26 AN oS N 75,0% )

90,9%
4165 an0s N 7,4% 1

75,0%
2 6 A0S R 100,0%

0% 20% 40% 60% 80% 100% 120%

Figura 18 - Distribuicdo de casos positivos para JCV dentro de cada faixa etaria por género.

Detecdo e Caracterizacdo Genotipica do JC virus: Implicacbes Médico-Legais na Determinacdo Geografica Individual
46



4. Resultados

4.5. Genotipagem do Poliomavirus Humano JC

4.5.1. Sequenciacdao Automatica e Alinhamento Genético

O gendtipo JCV mais frequente, entre os individuos da populacado
portuguesa analisada, foi o genétipo 1 (60,0%), seguido pelos genoétipos 4 (24,6%)
e 2 (13,9%). Foi ainda encontrado um individuo com genétipo 3 (1,5%) (figura 19).

1A Il 3,1%

18 I 56,9%
28 I 13,3%

30 B 1,5%

4 N 24,6%

0,0% 10,0% 20,0% 30,0% 40,0% 50,0% 60,0%

Figura 19 - Distribuicao genotipica dos casos positivos para JCV.

As prevaléncias dos subtipos de JCV podem ser observadas na figura 19, em
que o subtipo 1B foi o mais predominante, identificado em 56,9% da casuistica.
Dentro do genétipo 2, apenas foi encontrado o subtipo 2B cuja prevaléncia foi de
13,8% e dentre o gendtipo 3 apenas um individuo apresentou o subtipo 3A (1,5%).

De acordo com a comparacdao da frequéncia dos gendtipos do presente

estudo, observou-se que esta € semelhante a distribuicao genotipica descrita nas

populacdes europeias (tabela 6).
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5. Discussao

Com o evoluir da investigacao relativa ao poliomavirus humano JCV, isolado
e caracterizado pela primeira vez em 1953, revelou-se util a utilizacdo da sua
variabilidade genética como um potencial marcador molecular utilizado para a
identificacao geografica individual [21].

O primeiro contacto que o ser humano tem com este virus é, geralmente, na
primeira infancia. Apo6s infecao, o JCV tem a capacidade de permanecer latente no
organismo, sendo produzidos anticorpos especificos pelos sistema imunolégico
do hospedeiro [34].

O JCV foi detetado e estudada a sua variabilidade gen6mica em amostras de
urina numa populacado portuguesa aleatéria. Com base nos resultados do presente
estudo, O JCV foi caracterizado com o intuito de identificar o perfil genotipico em
Portugal. Esta caracterizacdo molecular é vista como uma ferramenta forense uma
vez que podera auxiliar no reconhecimento de cadaveres e restos cadavéricos.

De acordo com os resultados, a taxa de excrecao urinaria de JCV foi de 73,9%
na presente populacdo saudavel em estudo, sendo esta frequéncia superior a
encontrada em outros paises europeus onde as taxas de detecao sao
aproximadamente de 21% na Irlanda, 31% na Alemanha, até 46% na Polonia, até
47% em ltalia e até 52% em Espanha [147, 153-158]. No entanto, em outros paises
sdao detetadas taxas de excrecdo igualmente elevadas, como é o caso da Franca
(100%), da China (até 80%), dos EUA (até 70%) e da Argentina (até 74%) [159-162].

A razdo para esta variacao reside provavelmente nas diferencas dos grupos
de individuos incluidos nos diferentes estudos e nas técnicas de biologia molecular
utilizadas. Em alguns estudos, as amostras de urina foram recolhidas de individuos
internados ou em ambulatério com diferentes patologias. Ja neste estudo foram
incluidos individuos saudaveis aleatoérios de Portugal.

Por outro lado, as técnicas utilizadas na detecao do virus também podem
explicar a baixa prevaléncia em estudos realizados anteriormente. Verificou-se
neste estudo que a detecao por meio das técnicas de PCR-RFLP é menos sensivel e
especifica que a PCR semi-nested. Isto pode ser comprovado pelos resultados
obtidos uma vez que o numero de casos JCV positivos aumenta com a sensibilidade
inerente ao PCR semi-nested pelo que podera justificar uma frequéncia superior ao
estudo descrito por Matos e colaboradores também realizado numa populacao

portuguesa [163].
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Ao estratificar a nossa amostragem por género, observa-se que a taxa de
excrecao de JCV foi maior nos homens (85,7%) do que nas mulheres (77,4%). Esta
analise esta de acordo com a maioria dos estudos, nomeadamente com o estudo
realizado por Rossi e colaboradores, onde um nivel mais elevado de excrecao JCV
foi observado em homens [156].

Relativamente a faixa etaria, analisou-se a prevaléncia de JCV dentro de cada
grupo etario e verificou-se que ha uma propensdo para um aumento progressivo
com a idade, sendo maior nos individuos com idades a partir dos 66 anos (85,7%).
Esta tendéncia esta provavelmente associada a perda de eficiéncia do sistema
imunitario com o avanco da idade. Cumulativamente estratificou-se a faixa etaria
por género e apurou-se maior numero de casos do género masculino positivos para
JCV entre as idades 26 e 65 anos (90,9%) e maior numero de amostras positivas
para JCV do sexo feminino a partir dos 66 anos.

A distribuicao ampla de JCV associado a transmissdao dentro da familia e
coevolucdao com a populacao humana, fazem deste virus um candidato adequado
para a reconstrucao das migracées humanas. A distribuicdo de gendtipos do JCV
pode refletir a divergéncia geografica do seu hospedeiro ao longo de varios anos
[2, 164].

O genétipo JCV dominante, entre os individuos saudaveis portugueses, foi o
genotipo 1 (1A: 3,1% e 1B: 56,9%), seguido pelos genoétipos 4 e 2, sendo estes
diferentes um do outro em apenas 1% da sua sequéncia de DNA [148].

Este padrdo de distribuicio, com o gendétipo 1 que é dominante, seguido
pelo gendtipo 4, também foi encontrado noutros paises europeus [154, 155, 163].
Foi relatado anteriormente que o subtipo TA é mais prevalente na Europa Oriental
e 1B na Europa Ocidental, o que esta de acordo com os nossos resultados [147,
154, 159].

A semelhanca de outros paises europeus, o gendétipo 2 foi o terceiro mais
prevalente em individuos saudaveis [147, 163]. O Unico subtipo encontrado no
nosso estudo foi o 2B que é prevalente em individuos euroasiaticos. Os subtipos
2A e 0 2C predominam no nordeste da Asia e entre os nativos americanos [165],
enquanto o subtipo 2D € uma estirpe indiana [161].

Em Italia, mostrou-se nitido o predominio do genétipo 1 (58%), seguido do
genotipo 4 (28%), em individuos saudaveis da populacdo. O genétipo 2 foi menos

frequente, ocorrendo em apenas 13% da amostragem [157].Na Polonia, em 52
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individuos saudaveis, o genétipo 1 foi encontrado em 84,6% dos casos, seqguido do
genotipo 2 (15,4%), nao tendo sido encontrados outros genétipos de JCV [155].

Outro estudo, analisando os genotipos de JCV circulantes pela europa
central, este e sudeste, também mostrou predominio do tipo 1, incluindo
diferentes regides de Espanha, Hungria, Polénia e Alemanha (Figura 20) [147].

Quanto ao gendtipo 4, foi o segundo mais prevalente na nossa amostragem
pelo que se encontra de acordo com a bibliografia [154, 155].

Outro especto interessante é a identificacdo do gendtipo 3 na nossa
populacdo. Este genétipo foi descrito em populacdes africanas e raramente sao

encontrados em populacdes europeias [141].

Figura 20 - Distribuicao dos varios tipos e subtipos europeus de JCV.

Em relacdo aos subtipos, observou-se predominio absoluto do 1B dentre o
genoétipo 1, 2B dentre o gendtipo 2 e apenas um subtipo 3A no gendtipo 3.

Em resumo, os dados apresentados neste estudo sdao os primeiros dados
sobre gendétipos de JCV de individuos aleatérios provenientes de varias regides de
Portugal e ndo de uma regiao especifica como o estudo de Matos e colaboradores
[163]. A analise da sequéncia parcial do gene VP1 revelou que os genétipos 1, 2, 3

e 4 estao em circulacdo em Portugal. Levando-se em conta a origem da populacao
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portuguesa e sabendo que a distribuicido de gendtipos JCV pode refletir padrdes
de migracdo humana antigas e recentes, ndo é de estranhar que os genétipos mais
prevalentes em Portugal sao tipos europeus (1 e 4). Contudo, a presenca dos
gendtipos 2B e 3A, associados ao pais africano e ao médio oriente respetivamente,
pode ser indicativo do passado da populacdao portuguesa dada a historia do império
colonial portugués.

Desta forma, este estudo podera ser uma excelente ferramenta para a
investigacdo forense, nomeadamente na pesquisa da origem geografica individual,
a qual podera auxiliar a identificacao de cadaveres, mesmo em situacdes extremas
em que o corpo se encontra em elevados estados de putrefacao. Cumulativamente,
o tipo de amostra bioldgica assim como as técnicas de biologia molecular aplicadas
no presente estudo também se revelaram acessiveis e com elevada sensibilidade e

especificidade, tornando exequivel a sua aplicacao na investigacao forense.
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As tendéncias recentes de internacionalizacdo e do aumento de atividade
criminosa dificulta a identificacdo de pessoas desaparecidas. A genotipagem de
virus humanos é um processo simples, eficiente e exequivel para inferir a origem
geografica dos individuos e, assim, auxiliar na delimitacdo da area geografica de
provavel proveniéncia de cadaveres e restos cadavéricos.

De acordo com os resultados, foi detetada a presenca de DNA viral de JCV
em sessenta e cinco amostras (73,9%) pela técnica de PCR semi-nested, revelando-
se esta técnica com elevada sensibilidade e especificidade comparativamente a
técnica de PCR-RFLP também aplicada no presente estudo. ApOs sequenciacao
automatica dos fragmentos de DNA viral de JCV, observou-se a presenca dos
genotipos 1, 2, 3 e 4 na populacdao estudada, sendo os genétipos 1 (60,0%) e 4
(24,6%) os mais frequentes, seguidos dos genodtipos 2 (13,9%) e 3 (1,5%).
Relativamente aos subtipos, o 1B foi o mais frequente, identificado em 56,7%, dos
casos, estando este resultado de acordo com a literatura.

A globalizacao mundial a par do crescente desenvolvimento dos sistemas de
transporte e da elevada capacidade de migracao humana atual, contribuem para
uma maior divergéncia entre a informacdao genética étnica e a informacao
geografica individual, o que pode dificultar a identificacao da origem geografica do
individuo.

Deste modo, a caracterizacao molecular do JCV revela-se uma estratégia util
na definicao de um perfil associado a origem geografica individual, ajudando a
complementar a informacao individual ao adicionar dados relativos a potencial
localizacdo onde o individuo viveu ou cresceu.

No ambito da medicina legal, a genotipagem do JCV pode auxiliar no
estabelecimento da proveniéncia geografica de cadaveres e restos cadavéricos,
aliado ao facto de este agente ter a capacidade de permanecer nas células renais,
sendo este um dos 6rgaos mais resistentes a condi¢cdes extremas.

A genotipagem do JCV aliada a caracterizacao molecular étnica permite um
incremento na definicio de um perfil individual mais detalhado, permitindo uma

identificacao mais acurada.
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