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RESUMO

A leucoencefalopatia multifocal progressiva (LMP), doenga subaguda desmielinizante do
sistema nervoso central (SNC), é causada pelo Poliomavirus Humano JC (JCPyV). Devido ao uso
de terapias imunossupressoras e a SIDA a frequéncia de casos de LMP aumentou
consideravelmente nas ultimas décadas. O padréo ouro para o diagnostico da LMP é a bidpsia
cerebral. Entretanto, apesar do elevado poder diagndstico, este € um meétodo invasivo, com uma
taxa custo/beneficio elevada. Assim, utiliza-se a tomografia computadorizada ou a ressonancia
magnética do cranio para o diagnéstico presuntivo de LMP. Métodos moleculares, em especial a
reagdo em cadeia da polimerase (PCR), tém se mostrado eficiente no diagndstico de varias
doencgas virais do SNC. A nested-PCR (nPCR) € uma técnica mais eficaz na detecgdo do DNA do
JCPyV no liquidocefalorraqueano (LCR), proporcionando maior sensibilidade e especificidade
quando comparada a PCR convencional. Entretanto, aproximadamente 15% dos casos provaveis
de LMP podem nao se confirmar pela nPCR. Na era da terapia antiretroviral altamente potente
(HAART), o percentual de casos ndo confirmados aumentou, chegando a aproximadamente 42%.
Publicagdes recentes nas quais se utilizou a PCR quantitativa (QPCR) em tempo real demonstram
que esta técnica pode ser 10 vezes mais sensivel quando comparada a PCR convencional na
detecgao e quantificagdo do JCPyV, podendo também ser utilizado como um marcador virolégico
em pacientes em uso de HAART com diagndstico de LMP. Neste trabalho, elaboramos uma
técnica que permite quantificar a carga viral do JCPyV no LCR de pacientes com LMP em razéo
de acompanhar a resposta do paciente ao tratamento com a HAART. O principio da técnica
gnPCR em tempo real estabelecida foi semelhante ao da nPCR, sendo constituido por dois
passos de amplificagdo sequenciados. O primeiro passo trata-se de uma PCR convencional
seguido de nova amplificagédo, agora utilizando a técnica de gPCR em tempo real e tendo como
molde o produto da primeira amplificacdo. Foram analisadas amostras de LCR armazenadas pelo
Laboratorio de Pesquisa Clinica em Neuroinfecgbes. Destas, 16 eram de pacientes com
confirmagdo diagnodstica pelo método de nPCR e 10 eram de casos compativeis mas sem
diagnéstico. Pela gnPCR em tempo real, nenhum dos casos compativeis com LMP apresentou
quantificagdo de carga viral e das 16 amostras positivas, apenas 12 apresentaram sinais de carga
que ultrapassaram a linha de base apontando a presenga do DNA do JCPyV. Em nossa casuistica
a nPCR teve sensibilidade de 69,6% enquanto a sensibilidade da qnPCR foi de 52,2%.
Concluimos que a questao diagnostica da LMP ainda persiste, pois ndo conseguimos aumentar a
sensibilidade de detecgao do JCPyV no LCR, entretanto, desenvolvemos um método quantitativo
que podera auxiliar como dado da resposta do paciente ao tratamento com a HAART.

Palavras Chave: Leucoencefalopatia multifocal progressiva; JCPyV; HAART, nested-PCR;
PCR quantitativa; nested-PCR quantitativa em tempo real.
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ABSTRACT

Progressive multifocal leukoencephalopathy (PML), subacute demyelinating disease of the
central nervous system (CNS), is caused by the Human Polyomavirus JC (JCPyV). Due to the use
of immunosuppressive therapies and AIDS, the frequency of cases of PML has increased
considerably in recent decades. The gold standard for the diagnosis of PML is a brain biopsy.
However, despite the high diagnostic power, this is an invasive method, with an average cost/
benefit ratio. Thus, we use computed tomography or magnetic resonance imaging of the skull to
the presumptive diagnosis of PML. Molecular methods, particularly polymerase chain reaction
(PCR), have proven effective in the diagnosis of various diseases of the CNS. The nested PCR is
a technique more effective in the detection of JCPyV DNA in cerebrospinal fluid, providing greater
sensitivity and specificity when compared to conventional PCR. However, approximately 15% of
probable cases of PML may not be confirmed by nPCR. In the era of highly active antiretroviral
therapy (HAART), the percentage of unconfirmed cases increased, reaching to about 42%. Recent
publications in which we used the quantitative realtime PCR (qPCR) show that this technique can
be 10 times more sensitive compared to conventional PCR in the detection and quantification of
JCV, which can also be used as a virological marker in patients using HAART with a diagnosis of
PML. In this work, we elaborated a technique to quantify the viral load of JCPyV in CSF of patients
with PML due to monitor patient response to treatment with HAART. The principle of the technique
of realtime gqnPCR was similar to that of nested PCR, which consists of two amplification steps
sequenced. The first step it is a conventional PCR amplification followed by a new, now using the
technique of real-time qPCR and taking as template the product of the first amplification. We
analyzed CSF samples stored at the Laboratory of Clinical Research in Neuroinfections. Of these,
16 were from patients with diagnosis confirmed by nPCR method and 10 cases were compatible
but no diagnosis. For realtime gnPCR, none of the cases compatible with PML showed viral load
and in 16 positive samples, only 12 showed signs of load that exceeded the baseline indicating the
presence of JCPyV DNA. In our series the nPCR had a sensitivity of 69,6% while the sensitivity of
gnPCR was 52,2%. We conclude that the diagnosis of PML issue still persists, because we can’t
increase the sensitivity of detection of JCPyV in the CSF, however, developed a quantitative
method that could support as a given patient's response to treatment with HAART.

Keywords: Progressive multifocal leukoencephalopathy; JCPyV; HAART; nested-PCR;
quantitative PCR,; realtime quantitative nested PCR.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Biologia molecular do virus JCPyV

O poliomavirus humano JC (JCPyV), um membro da familia
Polyomaviridae, € o agente etioldgico da leucoencefalopatia multifocal progressiva
(LMP), uma doencga desmielinizante do sistema nervoso central (SNC). O JCPyV é
destituido de envelope e apresenta um genoma circular fechado, de duplo
filamento de DNA contendo 5.130 pares de nucleotideos em um capsideo,
exibindo simetria cubica (icosaédrico) e com 40-45nm de didmetro (Frisque et al.,
1984).

Os virus da familia Polyomaviridae exibem uma organizagdo gendémica
similar consistindo de trés regides funcionais, a saber: (1) uma regido inicial,
localizada a direita da origem da replicagao, onde sao codificados os antigenos
TAg e tAg e as proteinas reguladoras nao estruturais; (2) uma regido tardia,
localizada no lado distal do sitio de iniciagdo da replicagdo responsavel pela
sintese das proteinas estruturais do capsideo (VP1, VP2 e VP3) e da
agnoproteina, que parece estar envolvida na montagem do capsideo viral
(Frisque et al., 1984); (3) e uma regiao nao codificadora ou regulatéria localizada
entre as regides inicial e tardia e que contém o segmento promotor. Esta regiao
regulatéria do JCPyV é topograficamente correlata a regido regulatéria do virus
simio 40 (SV-40)(Gruss e Khoury, 1981). (Figura 1).

O SV-40, que tem 5.243pb e apresenta homologia genética de 69% com o
JCPyV, é um poliomavirus possivelmente introduzido na populagdo humana no fim
dos anos 50 através de vacinas de pdlio contaminadas preparadas a partir de
células renais de macacos-rhesus (Macaca mulatta) infectados (Shah e
Nathanson, 1976). O virus BK, outro poliomavirus humano e homoblogo
geneticamente ao JCPyV em 75%, contém 5.153pb e é associado a doengas do
trato urinario, tais como a cistite hemorragica e a nefropatia associada ao
poliomavirus BK. Este poliomavirus foi isolado da urina de um paciente que
sofrera um transplante de rim e ureter (Gardner et al, 1971). Os novos

poliomavirus recentemente descobertos sdo o Karolinska Institute (KI), o
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Washington University (WU) e o Merkel Cell (MC). Os dois primeiros foram
isolados a partir de secrecdes respiratorias de criangas, enquanto o MC esta
relacionado a um raro tumor humano de origem neuroenddcrina (Allander et al.,
2007; Gaynor et al., 2007; Feng et al., 2008).

Agnoprotein:

Figura 1. Diagrama esquematico do genoma do JCPyV (Frisque et al., 1984)

O antigeno TAg é uma fosfoproteina ndo estrutural que regula a transcrigao
da sequéncia dos genes iniciais sendo, consequentemente, uma proteina
autoreguladora. Esta proteina é requerida para a iniciagao da replicagdo do DNA
e atividades transreguladoras que induzem les&do litica de células ou
transformac&o celular. Pouco se sabe sobre a funcdo do antigeno tAg. Alguns
estudos com tAg oriundas do SV40 sugerem que esta proteina ndo teria
participagdo no crescimento litico do SV40 em cultura de células, mas poderia
facilitar eventos de transformacao celular, sobretudo quando a concentracido da
proteina TAg € limitada (Rockwell et al., 1976; Bikel et al., 1987). O sitio de
iniciacdo da expressdo destes dois antigenos parece comegar no nucleotideo
5013. Um “splicing” gera dois m-RNAs que sdo os responsaveis pela producao
destes dois antigenos reguladores. O sinal de terminagdo para o tAg é no

nucleotideo 4495, enquanto o TAg é no nucleotideo 2603. Ambas compartilham a
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mesma extremidade 5’, mas cada uma tem a sua terminagdo 3’. As sequéncias

iniciais codificam 688 aminoacidos para o TAg e 172 aminoacidos para o tAg.

A passagem do JCPyV para cultura celular leva ao rearranjo no genoma
viral, especialmente das regides regulatérias (Grinnell, Martin et al., 1983; Martin
et al., 1983; Martin e Foster, 1984; Beckmann et al., 1985; Martin et al., 1985). A
regiao de controle da transcrigdo (RCT) do JCPyV é a regido mais variavel do
genoma viral e é responsavel pela restrigio do JCPyV em infectar somente
humanos e pelo tropismo por células gliais (Padgett et al., 1977; Frisque et al.,
1984; Major et al., 1992).

Quanto a diversidade genotipica, até o momento foram identificados oito
gendtipos do JCPyV. Estes estudos genotipicos baseiam-se na analise de toda a
regido codificadora do genoma viral, identificando substituicbes de nucleotideos
na regiao do gene da proteina principal do capsideo (VP1) e na chamada regiao
intergénica V-T (RIG), que corresponde a um fragmento de 610pb localizado na
extremidade 3’ do gene VP1 e TAg (Agostini, Ryschkewitsch et al., 1998b; Jobes
et al., 1998; Jobe et al., 2001). Entretanto, a variabilidade génica entre os varios

gendtipos ndo é maior do que 2,6% (Jobe et al., 2001).

1.2. Variantes genotipicas do JCPyV

Infeccbes humanas com o JCPyV parecem estar relacionadas com a
populagao, ou seja, o gendtipo excretado por individuos de uma etnia definida é
fortemente influenciado pela origem geografica e seu grupo étnico (Agostini,
Yanagihara et al., 1997).

O JCPyV tipo 1 e o tipo 4 sdo encontrados em europeus € em americanos
descendentes de europeus (Agostini, Ryschkewitsch et al., 1998b). O JCPyV tipo
1 é predominante na Europa, principalmente o subtipo 1A na Hungria e 1B na
Espanha (Agostini, Ryschkewitsch et al, 1998b). O tipo 4 foi inicialmente
encontrado nos Estados Unidos e apresenta uma homologia de aproximadamente
99% com o tipo 1, sendo relacionado como uma forma recombinante da forma
Mad 1 (tipo 1A) com o gendtipo tipo 3 (Agostini, Ryschkewitsch et al., 1998b). Os

tipos 2 e 7 sao gendtipos asiaticos, sendo o tipo 7 o gendtipo de maior predominio
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no sul da China e sudoeste da Asia (Sugimoto et al., 1997; Guo et al., 1998;
Jobes et al., 1998; Cui et al., 2004). O gendtipo 2 do JCPyV é subdividido em 2A,
2B, 2C e 2D e apresenta a seguinte distribuicdo: o 2A é predominante no
nordeste da Asia e também sendo encontrado em nativos americanos; o subtipo
2B é observado em uma minoria euro-asiatica; o subtipo 2C parece constituir, do
ponto de vista filogenético, uma unica cepa juntamente com o 2A. Todavia, esta
diferenca entre 2A e 2C pode ser util para delinear variantes virais com
significancias geograficas (Agostini, Yanagihara et al, 1997). O tipo 2D foi
encontrado em dois grupos da Mongdlia e na costa do sul da india (Cui et al.,
2004). O tipo 7 também foi subdividido em 7A, 7B e 7C, sendo o 7A mais
prevalente no sul da China, o 7B predominante no nordeste da China e no interior
da Mongdlia e o 7C disseminado pelo norte e sul da China (Cui et al., 2004). Os
tipos 3 e 6 sdo gendtipos africanos (Guo et al., 1996; Chima et al., 1998). Os
genotipos africanos sdo também observados entre afro-americanos, com um
maior predominio do gendtipo 3 (Agostini, Ryschkewitsch et al., 1998a; Chima et
al., 2000). O JCPyV do tipo 5 €& provavelmente originario de um efeito
recombinante entre o subtipo 2B (euro-asiatico) e o tipo 6 (africano) e trata-se de
um caso isolado, detectado em um paciente caucasiano com esclerose multipla
na Califérnia (Jobes et al., 1998; Hatwell e Sharp, 2000). O mais recente JCPyV
identificado € designado como tipo 8 e foi encontrado nas “Terras Altas” de Papua
Nova Guiné. O subtipo 2E também é encontrado em uma ilha préxima a Papua
Nova Guiné, denominada Nova Bretanha. Tanto o JCPyV tipo 8 quanto o JCPyV
tipo 2E sao filogeneticamente relacionados as cepas asiaticas, mas apresentam
homologia maior com o subtipo 2A do que com o subtipo 7 (Jobe et al., 2001)
(Tabela 1). Na figura 2, é apresentada em mapa mundi a distribuicdo dos
principais tipos do JCPyV conforme as referéncias citadas anteriormente. No
Brasil, o primeiro estudo realizado em amostras de esgoto sanitario descreveu a
incidéncia e a diversidade do JCPyV pela andlise de sequéncias da regiao
intergénica e mostrou a presenga dos tipos 1 e 4, de origem européia; 3 e 6, de
origem africana; e o subtipo asiatico 2A; corroborando com a estrutura da

populagao brasileira (Fumian et al., 2010)
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Tabela 1. Distribuigdo dos Diversos Tipos e Subtipos do Virus JCPyV em Relagdo ao Grupo Etnico e
Doenca de Base (modificado de Jobe et al., 2001)

Gendtipo
Tipo 1

1A

1B
Tipo 2

2A

2B

2C
2D
2E
Tipo 3
3A
3B
Tipo 4
Tipo 5
Tipo 6
Tipo 7

7A

7B

7C
Tipo 8

8A

8B

Grupo Etnico

Caucasiano

Caucasiano

Japonés
Hispanico
Americano-Nativo

Caucasiano
Americano-Africano

Americano-Nativo
Caucasiano

Americano-Africano

Tolai
Chamorro

Africano
Americano-Africano

Americano-Africano
Caucasiano

Caucasiano

Americano-Africano

Chinés
Vietnamés

Chinés
Mongdlia
Hong Kong
Coréia do Sul
Sul Chinés

“Highlander” PNG

Doenga de Base

Hodgkin, EM, ND

EM, ND

TB\LMP
EM
ND

Linfoma\LMP, EM
HIV

ND
HIV

EM

ND
ND

ND
EM
ND
EM
EM

LES\LMP

ND

AR\ND

ND

ND

Referéncias

(Frisque et al., 1984;
Agostini, Ryschkewitsch
et al., 1998b; Agostini et

al., 2001)
(Agostini, Ryschkewitsch
et al., 1998b; Agostini et

al., 2001)

(Agostini, Shishido-Hara
et al., 1998)

(Loeber e Dorries, 1988;
Agostini, Shishido-Hara
et al., 1998)
(Agostini, Shishido-Hara
et al., 1998)
(Agostini, Shishido-Hara
et al., 1998)

(Jobes et al., 1998)

(Agostini, Ryschkewitsch
et al., 1997)
(Agostini, Ryschkewitsch
et al., 1997)
(Agostini et al., 1996)
(Agostini, Shishido-Hara
et al., 1998)
(Agostini, Ryschkewitsch
et al., 1998a)

(Chima et al., 2000; Cui
et al., 2004)

(Ou et al., 1997; Jobes et
al., 1998; Chima et al.,
2000; Cui et al., 2004)

(Cui et al., 2004)

(Jobes et al., 1998)

Abreviagoes: PNG-Papua Nova Guiné; EM-esclerose multipla; ND-nenhuma doenga; TB-tuberculose;

LMP-leucoencefalopatia multifocal progressiva;

reumatoide

LES-lupus eritematoso sistémico; AR-artrite
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Figura 2. Diversos Tipos e Subtipos do Virus JCPyV e sua distribuigdo pelo mundo

1.3. Epidemiologia

O JCPyV infecta estritamente a populagdo humana, ndo havendo
evidéncias de que exista outro reservatério. Em estudos realizados com uma
variedade de animais, inclusive os domésticos, ndo se encontraram evidéncias da
presenca do JCPyV (Padgett et al., 1977).

O JCPyV é ubiquo, com uma prevaléncia de aproximadamente 85% em
areas urbanas (Candeias et al., 1977). Por volta dos 10 anos de idade, a
soroprevaléncia € de 40% a 60%, sugerindo que a via inicial de transmisséo é
intrafamiliar e entre comunidades vizinhas (Taguchi et al., 1982; Walker e Padgett,
1983; Kunitake et al., 1995). Em populagdes adultas, até 80% possui anticorpos
IgG para o JCPyV, sendo que em grandes centros urbanos esta soroprevaléncia
pode exceder os 90% (Walker e Padgett, 1983).

Depois da infeccdo primaria, que ocorre na infancia e ndo apresenta
manifestacgao clinica, o JCPyV persiste latente no tecido renal até sua reativagao.
A reativagao viral é frequente em adultos, tendo sido mostrada por detecgédo do
JCPyV em amostras de urina de 20-80% de populagdes adultas jovens a partir
dos 30 anos de idade (Kitamura et al., 1990; Chang et al, 2002). A maior

porcentagem de viruria foi relatada em populagbes descendentes de asiaticos
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(Agostini, Yanagihara et al., 1997), enquanto que a menor deteccdo ocorreu em
africanos (Chima et al., 1998) e tribos do Artico (Sugimoto et al., 2002).

Em um estudo realizado em Wisconsin, EUA, 65% dos individuos com
idade média de 14 anos de idade tinham anticorpos contra o JCPyV (Padgett e
Walker, 1973). Essa porcentagem aumenta vagarosamente depois dos 14 anos,
chegando até os 75% entre as idades de 50 a 59 anos. Uma prevaléncia também
elevada de anticorpos contra o JCPyV foi encontrada em muitas outras
populagdes (Gardner, 1977; Taguchi et al., 1982; Walker e Padgett, 1983). Em
populacdes pequenas e isoladas, entretanto, uma consideravel variagcdo na
exposi¢cao ao JCPyV foi relatada, indicando que esta infecgdo é mais largamente
distribuida em areas urbanas (Brown et al., 1975; Candeias et al., 1977).

E importante ressaltar que mais de 92% dos soros coletados de adultos
jovens em Wisconsin na década de 1950 apresentavam anticorpos contra o
JCPyV, indicando o qudo comum ¢é a infecgcdo mesmo antes da vacinagao para o
poliovirus ou adenovirus contaminadas pelo SV-40. Este dado descarta a
hipétese de que a prevaléncia do anticorpo para JCPyV possa ser atribuida a
contaminagéo de algumas destas vacinas preparadas com o SV40 (Padgett et al.,
1977).

1.4. Patogénese

Infecgdes primarias pelo JCPyV usualmente ocorrem na infancia e sao, em
sua maioria, assintomaticas ou subclinicas. Sugere-se que a infecgao inicial pelo
JCPyV possa ocorrer por inalagéo do virus seguida de disseminagéao por linfécitos
B das amigdalas para outros érgaos e tecidos (Monaco et al., 1998). De fato, um
estudo demonstrou a presenga do genoma viral em amigdalas de criangas e
adultos imunocompetentes (Monaco et al., 1998). Outro estudo, publicado em
2006, pesquisou pela de PCR uma composicao de fluidos corpéreos, tais como
saliva, lavado orofaringeo, sangue e urina. Estes fluidos poderiam revelar as
possiveis fontes para a disseminagao do JCPyV. A analise destes fluidos mostrou
que a ocorréncia da detecgao do JCPyV em fluidos orofaringeos é rara frente a
deteccdo em wurina que chegou a 70% dos individuos pesquisados.
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Adicionalmente, a detecgao do JCPyV em redes de esgoto fortalece a hipotese de

transmissao através da urina (Bofill-Mas et al., 2003; Berger et al., 2006).

A possibilidade de infeccdo em mulheres gravidas despertou a atengéo
para a possibilidade de uma transmissao congénita (Daniel et al., 1981; Gibson et
al., 1981; Andrews et al., 1983). A procura de IgM especifica no soro do cordao
umbilical de 300 criangas, filhas de maes imunocompetentes, falhou em
demonstrar qualquer evidéncia de infecgao “in utero”. Quantidades minimas de
IgM especifica para JCPyV podem estar presentes no soro do corddo umbilical de
uma entre 83 criangas nascidas de maes que mostraram evidéncias de reativacao
viral (Daniel et al., 1981; Gibson et al., 1981; Andrews et al., 1983). Esses dados,
juntos com a inabilidade de se detectar virus no tecido fetal, contrariaram a
hipétese da via transplacentaria como uma das maneiras de transmissao (Walker
e Padgett, 1983). Entretanto, em 1983, Andrews e colaboradores indicaram
muitas limitacdes destes dados negativos, sugerindo que técnicas mais sensiveis

devam ser utilizadas (Andrews et al., 1983).

Apods a infecgdo o virus alcanga o rim, onde permanece em estado de
laténcia, podendo se replicar e ser excretado durante uma condicao de
imunossupressao (Rockwell et al., 1976; Arthur et al., 1989; Arthur e Shah, 1989).
Alteracdes no estado imune do individuo possivelmente levam a reativagao do
virus e a uma infecgado persistente, comprovada por aumento nos titulos de
anticorpos para o JCPyV e viruria. Esta reativagéo foi relatada em receptores de
transplantes renal e de medula éssea, mulheres gravidas, individuos idosos,
pacientes com cancer e pacientes com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(SIDA) (Coleman et al., 1980; Hogan et al.,, 1980; Daniel et al., 1981; Gibson et
al., 1981; Miller et al., 1982; Coleman et al., 1983; Hogan et al., 1983; Gardner et
al.,, 1984; Andrews et al., 1988; Arthur et al., 1988; Kitamura et al., 1990). O
JCPyV pode também ser isolado em pulméo, figado, bago, medula 6ssea e
linfonodos (Grinnell, Padgett et al., 1983; Houff et al., 1988). O cérebro também
pode ser considerado como um orgao de laténcia viral, embora existam
evidéncias tanto a favor quanto contra esta hipotese (Elsner e Dorries, 1992;
White et al., 1992; Vago et al., 1996). (Figura 3)
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Figura 3. Percurso dos linfocitos infectados pelo JCPyV na infecgdo primaria (amarelo) e na infecgao
reativada (vermelho) (Seth et al., 2003)

Baseado na presenca do JCPyV em células sanguineas, a disseminagao
por via hematogénica é sugerida e esta hipétese € sustentada pela detecgdo do
DNA viral em células mononucleares da medula 6ssea, baco e espago de
Virchow-Robin (Houff et al., 1988). Os linfocitos infectados poderiam abrigar o
virus em laténcia e, durante uma condicdo de imunossupressao, as células B
infectadas alcangariam a regiao perivascular do cérebro, infectando células gliais.
Dessa forma, o JCPyV atravessa a barreira hemato-encefalica até o SNC e
infecta os oligodendrécitos (células responsaveis pela produgdo de mielina),
possivelmente através do receptor serotoninérgico 5-HT,a, replicando-se e
acumulando-se em altas concentragbes até a citdlise (Berger e Concha, 1995;
Elphick et al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Micrografia eletronica mostrando particulas virais esferdides e filamentosas no interior do
oligodendrécito (Kharfan-Dabaja et al., 2007)

De fato, as lesdes desmielinizantes sdo geralmente encontradas na jungao
subcortical superficial da substancia cinzenta e branca, considerado o territério
vascular final para as doengas infecciosas hematogénicas do cérebro (Aksamit,
1995).

Muitas tentativas mal sucedidas de detectar JCPyV em amostras de tecido
cerebral de pacientes sem LMP foram feitas utilizando-se uma variedade de
técnicas imunoldgicas, de hibridizagdo de acidos nucléicos e de amplificacédo
molecular (Chesters et al., 1983; Coleman et al., 1983; Carter et al., 1987; Telenti
et al.,, 1990). Muitos destes estudos analisaram um numero limitado de espécimes
que serviam como controles normais durante o exame do tecido cerebral com
LMP. A falha em se identificar o JCPyV no SNC pode indicar que o JCPyV
somente alcanca este compartimento quando a doenca se reativa, ao contrario do
que ocorre em uma infecgdo primaria. Entretanto, pela técnica de PCR alguns
estudos demonstraram a presenga de sequéncias do JCPyV no cérebro de muitos
individuos normais, desta forma concluindo que o cérebro também seria um

reservatorio para a laténcia viral (White et al., 1992).
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1.5. A leucoencefalopatia multifocal progressiva

A LMP foi inicialmente identificada pelo patologista alemao Harllevoden em
trabalho publicado em 1930, intitulado “Processo unico ndo classificado”
(Hallervorden, 1930). A descricdo de uma doenga desmielinizante do SNC, mais
tarde denominada LMP, foi feita por Astrom e colaboradores que identificaram a
presenga de desmielinizagdo multifocal anormal, oligodendrécitos com nucleos
aumentados e astrécitos bizarros e alargados no tecido cerebral de pacientes que
apresentavam disturbios linfoproliferativos, leucemia linfocitica crénica e doencga
de Hodgkin (Astrom et al., 1958; Richardson, 1961). Foi sugerida como uma
patologia viral com base na analise microscopica de células infectadas por Zu
Rheine e Chou e por Silverman e Rubinstein, em 1965 (Silverman e Rubinstein,
1965; Zurhein e Chou, 1965). O isolamento do virus JCPyV em cultura de células
fetais gliais ocorreu em 1971, quando Padgett e colaboradores relataram o
isolamento e cultivo de um virus a partir de um fragmento de tecido cerebral
obtido por autopsia de um paciente com LMP. Particulas semelhantes a virus
presentes nos nucleos alterados dos oligodendrdcitos foram visualizadas por
microscopia eletrbnica, sendo designadas com as iniciais do paciente do qual
foram isoladas (JC — John Cunninghan) (Padgett et al., 1971).

A LMP é caracterizada por um desenvolvimento disseminado de placas de
desmielinizagdo na substancia branca cerebral e areas adjacentes. Através do
exame macroscopico do cérebro, encontramos a desmielinizagdo da substancia
branca, tipicamente vistas em focos multiplos. Estes focos s&o progressivos tanto
em tamanho quanto em numero. As lesbes predominam na substancia branca,
mas em fases avancadas da doenga podem também estar presentes na
substancia cinzenta e tendem a coalescer (Editorial Lancet, 1992; Von Einsiedel
et al., 1993). Embora estes focos de desmielinizagdo possam ocorrer em qualquer
area do cérebro, as regides mais frequentemente comprometidas s&o os
hemisférios cerebrais, especialmente a regido parieto-occipital, o cerebelo e o
tronco cerebral (Von Einsiedel et al., 1993).

Clinicamente, a LMP é uma doenga subaguda e insidiosa e de poucos
aspectos inflamatoérios. As manifestagdes neurolégicas se correlacionam com a

localizacdo das lesbes no SNC e os sinais e sintomas mais comuns na
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apresentagao da doenga sao hemiparesia, disturbios cognitivos e déficits visuais
(Berger e Concha, 1995; Fong e Toma, 1995). Em pacientes com outras
condi¢cbes imunossupressoras, excluindo a SIDA, a hemiparesia foi a forma de
apresentagdo mais comum, ocorrendo em 39,2% no momento do diagndstico
(Walker e Padgett, 1983). Uma frequéncia semelhante de hemiparesia (40 a 44%)
foi relatada em pacientes com SIDA e LMP (Berger et al.,, 1987; Von Einsiedel et
al., 1993). Disturbios cognitivos podem se manifestar por alteracbes da
personalidade ou memodria, confusdo, disturbios da linguagem e, em fases
avangadas da doenga, por deméncia (Von Einsiedel et al., 1993; Berger e
Concha, 1995). Hemianopsia hombnima (cegueira de uma mesma metade do
campo visual para cada olho) ou quadrantopsia sdo as alteragdes visuais mais
frequentes. Cegueira cortical esta presente em 5 a 8% dos casos no momento do
diagnostico clinico (Brooks e Walker, 1984; Berger e Concha, 1995). Outras
manifestagbes clinicas menos observadas sdo vertigem, cefaléia, alteragdes
sensoriais, envolvimento de nervos cranianos e convulsdes (Brooks e Walker,
1984; Berger e Concha, 1995). A disfungéo cerebelar resultante do envolvimento
da substancia branca cerebelar tem sido mais freqientemente observada em
pacientes com SIDA, caracterizando-se por ataxia, disartria e fala escandida (mal
articulada, lenta e hesitante) (Berger et al, 1987). Os sinais e sintomas
neurolégicos mais frequentes na literatura e dentre os pacientes do IPEC estéo
relatados no quadro 1 abaixo.

Quadro 1. Manifestages neuroldgicas mais freqiientes na leucoencefalopatia multifocal progressiva
de acordo com a literatura e com dados do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC)
(Berger e Concha, 1995)

SINTOMA DADOS LITERATURA IPEC
(n) %
Déficit motor 52% 2 8,0
Déficit cognitivo 45% 12 48,0
Déficit visual 36% - -
Afasia 31% 1 4,0
Ataxia 22% 4 16,0
Cefaléia 16% 2 8,0
Crise convulsiva 14% 4 16,0
Déficit sensitivo 11% - -
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A LMP apresenta grave progndstico e o curso da doenca € usualmente
rapidamente progressivo. A sobrevida média dos pacientes com SIDA com LMP
era de 4 a 6 meses a partir do inicio dos sinais e sintomas neurolégicos e mais de
80% sucumbiam dentro de um ano a partir do diagndstico (Brooks e Walker,
1984; Berger et al., 1987; Kuchelmeister et al., 1993; Von Einsiedel et al., 1993).
Com o estabelecimento da terapia antiretroviral altamente potente (HAART), em
usuarios, observou-se maior sobrevida com melhora do quadro neuroldgico
(Miralles et al., 1998). Entretanto, em raras ocasides, individuos com a LMP
experimentaram da melhora clinica e radiografica e até mesmo remissdo da
doencga (Berger e Mucke, 1988). A explicagcéo para a prolongada sobrevida deve
estar relacionada com o estado imune. Publica¢des recentes sugerem um curso
clinico significativamente prolongado em pacientes com relativa preservagcéo da
contagem de células CD4", sem imunodeficiéncia detectavel, em casos com
achados histopatologicos de intensa resposta inflamatéria ou elevados titulos de
anticorpos para o JCPyV (Berger et al., 1998).

1.6. LMP e SIDA

No passado, a LMP era considerada uma doenca rara, sendo mais
observada em pacientes com doenca linfoproliferativa (Brooks e Walker, 1984).
Entre estes disturbios encontravamos a doenca de Hodgkin, a leucemia linfocitica
cronica e o linfossarcoma, ocorrendo em cerca de 60% dos casos de LMP
(Brooks e Walker, 1984); desordens mieloproliferativas em 6,5% dos casos;
carcinomas em 2,2%; outros estados de imunodeficiéncia eram responsaveis por
16,1% dos casos de LMP. Doengas granulomatosas e inflamatérias como a
tuberculose, Doenga de Whipple causavam imunossupressdao em 7,4% dos
pacientes que desenvolviam a LMP e em 5,2% dos casos ndo se podia encontrar

a doencga de base para o desenvolvimento de LMP (Brooks e Walker, 1984).

Durante os ultimos anos, a freqténcia da LMP aumentou dramaticamente,
0 que podemos atribuir a utilizacdo freqlente de terapias imunossupressoras em
transplante de o6rgdos e em doengas autoimunes e, principalmente, com o

surgimento da SIDA (Berger e Concha, 1995). A LMP em associagdo com a SIDA
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foi relatada apdés o primeiro ano do reconhecimento inicial da SIDA, em 1981
(Gillespie et al., 1991). Desde ent&o, antes considerada uma doencga rara, com a
pandemia da SIDA, a LMP veio a se tornar uma doenga mais frequentemente
observada. Estima-se que a SIDA venha a ser a doenca de base em mais de 85%
dos casos atuais de LMP e que 2% a 8% dos pacientes infectados pelo HIV irao
desenvolver LMP (Berger et al., 1987; Major et al., 1992). Além disto, ao invés de
afetar individuos mais velhos como o observado em estudos anteriores, a LMP se
tornou uma doenca de adultos jovens entre os 20 e 50 anos de idade (Holman et
al., 1991).

1.7. Possiveis tratamentos para a LMP e a terapia

antiretroviral altamente potente (HAART)

Uma variedade de tratamentos tem sido proposta para a terapia da LMP,
mas até o momento nenhuma droga mostrou eficadcia comprovada contra o
JCPyV. A droga mais comumente utilizada é o ARA-C ou citarabina (Hall et al.,
1998). Os outros nucleosideos analogos também preconizados seriam a ARA-A
ou vidarabina. O uso de interferons no tratamento da LMP é controverso. Alfa-
interferon provou ser eficiente no tratamento do papilomavirus humano (HPV) e
baseado nesta observagdo foi também proposto como uma possibilidade
terapéutica para a LMP. Alguns estudos sugerem que o tratamento com alfa-
interferon aumenta a sobrevida de pacientes co-infectados pelo HIV e JCPyV,
mas nenhum ensaio clinico utilizou um numero suficiente de pacientes
necessarios para avaliagdo da eficacia terapéutica da droga (Counihan et al.,
1996; Hou e Major, 1998). Relatos de casos isolados e um pequeno numero de
estudos sugerem a eficacia da droga cidofovir para a LMP, apesar da mesma nao
inibir a replicagédo do JCPyV em cultura de tecidos (Kraemer et al., 2008).

Estudos mais recentes indicam que a terapia antiretroviral HAART
determina um aumento da sobrevida do doente, com estabilizacdo da doenca e
até mesmo remissdo dos sinais e sintomas neuroldgicos. De fato, desde a
introdugdo da HAART, muitos casos de remissao foram relatados (Baqi et al.,

1997; Elliot et al., 1997; Power et al., 1997). Esta terapia melhora o prognéstico da
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doenga que esta claramente correlacionada com a redugao da carga viral do HIV
e 0 aumento de células CD4" (Albrecht et al., 1998; Clifford et al., 1999). Acredita-
se que na auséncia de tratamento as defesas do hospedeiro poderiam, por algum
tempo, exercer um controle sobre a replicagao viral do JCPyV no SNC. Em fungao
do comprometimento do sistema imune pela SIDA ocorre a instalacdo e rapida
progressao da LMP. Entretanto, com o advento da HAART pode-se verificar o
retorno do controle da replicagao viral (Bossolasco et al., 2005).

Diferente de outras infec¢des oportunistas do SNC, a prevaléncia da LMP em pacientes

de SIDA aumentou. Anteriormente figurava entre 0,7% a 3,8% (Krupp et al., 1985;

Berger et al., 1987; Gillespie et al., 1991; Holman et al., 1991), mas estudos recentes

apontam uma taxa de incidéncia que varia de 5,3% a 8% (Whiteman et al., 1993; Berger
e Concha, 1995; Major ¢ Ault, 1995; Martinez et al., 1995).

1.8. Métodos diagnédsticos

O diagnostico presuntivo da LMP é realizado através da histéria clinica, do
exame neurolégico e de exames de neuroimagem, tais como tomografia
computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RNM) do créanio. Contudo, o
diagnostico de certeza s6 € alcangado com métodos confirmatdrios, tais como a
biépsia cerebral ou a pesquisa do DNA viral no LCR, através de biologia
molecular (Whiteman et al., 1993).

A TC de cranio mostra lesdes hipodensas na substancia branca com uma
predilecdo pela area parieto-occipital, sem a presenca de edema ou efeito de
massa (Krupp et al., 1985). Geralmente as lesdes ndo captam contraste, mas um
estudo demonstrou leve captacido de contraste nas lesdes desmielinizantes apds
administracdo de uma dose dupla do contraste com um retardo na realizacdo do
exame (Saxton et al., 1984).

A RM de cranio é mais sensivel do que a TC de cranio (TC) para
demonstrar o numero, tamanho e extensdo das lesbes. As lesdes
desmielinizantes demonstradas pela RM sao imagens hiperintensas na sequéncia
ponderada em T2 e FLAIR e hipointensas em T1. Estas lesbes raramente

mostram captagao de gadolinio ou efeito de massa (Figura 5).

Para o diagnéstico definitivo da LMP, a bidpsia cerebral ou a autopsia é
necessaria (Editorial Lancet, 1992; Whiteman et al., 1993). A sensibilidade desse
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método varia de 80 a 90% e sua precisao é de 67 a 96%. Entretanto, a bidpsia
cerebral € um método invasivo com uma taxa custo/beneficio elevada,
apresentando uma taxa de morbidade de 8,4 a 12% e de letalidade entre 2 a
2,9% (Karahalios et al., 1992).

Figura 5. Imagem de Ressondncia Magnética de um paciente com leucoencefalopatia multifocal
progressiva mostrando evidencia radiolégica do progresso da doenca: a) Imagem ressonancia
magnética do paciente com 168 dias de acompanhamento; b) imagem de ressonancia magnética
deste mesmo paciente com 233 dias de acompanhamento (Kharfan-Dabaja et al., 2007)

Devido a elevada soroprevaléncia do JCPyV, testes soroldgicos ndo sao

diagnésticos de LMP.

A andlise do liquido cefalorraquiano (LCR) é geralmente normal na
auséncia de infecgao pelo HIV. Ocasionalmente, leve pleocitose linfocitica pode
ser observada em 15% dos casos, a proteina total pode estar ligeiramente
aumentada em 20 a 30% dos casos (Brooks e Walker, 1984; Berger e Concha,
1995).

1.9. Diagnésticos moleculares

A introdugdo de métodos moleculares determinou significativos avangos na
pesquisa sobre o JCPyV e o diagndstico de LMP. Varios estudos demonstram a
eficiéncia da analise do LCR utilizando-se da reacao em cadeia da polimerase
(PCR) no diagnostico de doencgas virais agudas, subagudas e crénicas do SNC
(Weber et al., 1996). A PCR amplifica a partir de poucas coépias de sequéncias

especificas de acidos nucléicos. Por esse motivo, € um exame que tem a
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capacidade de detectar microorganismos que s&o de dificil isolamento. Esta
ferramenta tem sido crescentemente empregada em alternativa a bidpsia
cerebral, pois a presenga do virus no LCR junto a laudos radiolégicos compativeis
é suficiente para se estabelecer o diagnéstico de LMP (Weber et al., 1994; Weber
et al., 1996; Weber et al., 1997). Além disto, a pungado lombar € minimamente

invasiva se comparada a biépsia cerebral (Albrecht et al., 1998).

Estudos anteriores demonstraram a eficiéncia da PCR. Sua sensibilidade possui ampla
variag@o nos diversos estudos podendo estar entre 17% até 92%, com a especificidade
variando de 92% a 100% (Tornatore et al., 1992; Gibson et al., 1993; Moret et al.,
1993; Weber, Turner, Frye, Luke et al., 1994; Fong et al., 1995; Mcguire et al., 1995).
Segundo dados da literatura, essa variagdo decorre das diferentes estratégias para a
detecg¢do do JCPyV no LCR por métodos moleculares. A auséncia de padronizagdo
deste exame permitiu encontrar diversos rendimentos dentre os métodos descritos
(Weber, Turner, Frye, Luke et al., 1994; Mcguire et al., 1995; De Luca et al., 1996;
Dubois et al., 1996; Hammarin et al., 1996; Cinque ef al., 1997; Matsiota-Bernard et
al., 1997; Sugimoto et al., 1998).

Entretanto, foi com o uso da nested-PCR (nPCR) que observamos um marcado aumento
na sensibilidade e especificidade da PCR quando comparada com a PCR convencional.
A nPCR consiste de duas etapas de amplificagdo sucessivas. Uma aliquota do produto
da primeira etapa ¢ transferido para uma segunda reagdo, que recebe um par iniciadores
internos ao fragmento obtido na primeira etapa potencializando a amplificagao e
fornecendo mais sensibilidade ao diagnodstico. (Tornatore et al., 1992; Moret et al.,
1993; Weber, Turner, Frye, Luke et al., 1994; Fong et al., 1995; Mcguire et al., 1995;
De Luca et al., 1996). Devido a baixa concentragdo de DNA viral no LCR, nunca
excedendo 50 genoma eq/ul, a detecgdo pela PCR convencional se mostrou pouco
eficiente quando a nPCR, sendo os limites de detecgdo destas metodologias
respectivamente 20 genoma eq/ul e 2 genoma eq/ul (De Luca et al., 1996). A
sensibilidade e especificidade da nPCR para a deteccdo do DNA do JCV no LCR em
casos suspeitos de LMP ¢ variavel nos diversos estudos, sendo em média de 85% e
98,5%, respectivamente.

1.10. Fatores que influenciam a detec¢io do JCPyV no LCR

Atualmente, com o estabelecimento da HAART, o percentual de casos ndo confirmados
parece ter aumentando, chegando a 42,5% (De Luca et al., 2000; Marzocchetti ef al.,
2005). Apesar da provavel relacdo entre o uso da terapia antiretroviral e a redugdo da
positividade da PCR no LCR para a detec¢do do JCPyV, os mecanismos envolvidos ndo
estdo esclarecidos. Acredita-se que a HAART possa inibir tanto a entrada no cérebro de
linfécitos B infectados pelo JCPyV quanto a transativagdo do JCPyV pela proteina tat
do HIV (Berger et al., 2001).

A reconstituic@o imune decorrente do controle da replicagdo do HIV pela terapia
implica estabilizagdo da contagem de células T CD4, o que parece indicar um controle
na replicacdo do JCPyV. Todavia, a contagem de células CD4 apresenta um fraco valor
preditivo se relacionado com a carga viral do JCPyV. A carga do JCPyV no LCR, em



34

varios estudos, ¢ apresentada como uma referéncia de progndstico para o paciente. Apos
um acompanhamento de alguns pacientes sob HAART, o clearance do DNA do JCPyV
do LCR foi relatado ap6s aproximadamente dois meses de tratamento, mostrando
melhora do progndstico juntamente com a negativacido do exame de PCR (Matsiota-
Bernard et al., 1997; Eggers et al., 1999; De Luca et al., 2000; Marzocchetti et al.,
2005). Foi demonstrado também que pacientes com as maiores cargas de DNA do
JCPyV no LCR apresentam rapida progressao da LMP e piores prognosticos (De Luca
etal., 1999).

Diversas abordagens estratégicas para aumentar a sensibilidade de detec¢do do JCPyV
no LCR por PCR foram propostas. Questionou-se o método de purificagdo do DNA,
utilizando diversos métodos de extragdo ou ainda a amostra clinica tratada por altas
temperaturas na reagao (Gibson et al., 1993; Moret ef al., 1993). Em relatos da
literatura, sugere-se examinar amostras seriadas de LCR de um mesmo paciente,
preferencialmente uma amostra por semana, pois com o passar dos dias e com a
progressdo da doenga, uma maior carga de virus ¢é liberada no LCR, desta forma
facilitando a detecgdo (Landry et al., 2008). Outros estudos demonstraram que para a
amplificacdo por PCR, a sintese de oligonucleotideos de diversas regides do genoma
viral (regido VP1, antigeno T menor, antigeno T maior ou regides ndo-codificantes)
apresenta os mais diversos rendimentos na PCR ou na PCR aninhada (Weber, Turner,
Frye, Luke et al., 1994; Mcguire et al., 1995; De Luca et al., 1996; Dubois et al., 1996;
Hammarin et al., 1996; Cinque et al., 1997; Matsiota-Bernard ef al., 1997; Sugimoto et
al., 1998). Como exemplo, um recente estudo relatou o caso de uma paciente com LMP
que teve suas amostras de LCR testadas sucessivamente para detec¢ao da regido VP1 do
genoma viral apresentando resultado negativo. Quando examinada para um fragmento
da regido do antigeno T maior, apresentou elevada carga viral (70.000 copias/ml do
LCR), evidenciando desta forma que a variabilidade genotipica e possiveis mutagdes
podem levar a um resultado mais fraco ou a um falso negativo. A escolha da regido do
antigeno T maior por parte do laboratdrio que obteve o resultado positivo se deve ao
fato desta regido do genoma do JCPyV ser mais conservada do que a regido VP1
(Landry et al., 2008).

Ainda ndo se sabe o motivo da redugio da detecgdo do JCPyV. E possivel que essa
doenga seja diagnosticada com maior frequéncia em paises que tenham estabelecidos os
corretos procedimentos diagnosticos. Em paises em desenvolvimento, a dificuldade de
acesso por parte do servigo publico de saide a exames incluindo os de neuroimagem ¢
moleculares e a falta de neurocirurgides qualificados para a execucdo da bidpsia
cerebral sdo alguns dos possiveis fatores desta redugdo. Outra possivel explicacdo pode
ser a ocorréncia de outras doengas oportunistas que levam a morte antes da instalagdo da
LMP, como a tuberculose, ou a sobreposi¢cdo com outras doengas oportunistas do SNC,
levando ao diagnostico de apenas uma das morbidades ¢ mascarando a LMP (Vidal et
al., 2008).
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1.11. A PCR quantitativa e possiveis avancos diagnosticos

Publicagdes utilizando a PCR quantitativa (¢PCR) em tempo real para detecgdo e
quantificagcdo do JCPyV sdo escassas, mas demonstram que esta ferramenta pode ser de
10 a 100 vezes mais sensivel quando comparada com a PCR convencional, mantendo a
especificidade e podendo também ser utilizada como um marcador virologico em
pacientes em uso de HAART com diagndstico de LMP (Bossolasco et al., 2005; Mcnees
et al., 2005; Elfaitouri et al., 2006; Pal et al., 2006; Sehbani ef al., 2006). Este
procedimento permite, de forma simultanea, a detec¢do de um fragmento especifico de
RNA ou DNA como também a sua quantificacdo. A detecgdo do aumento do produto
da PCR em tempo real, ao longo de cada ciclo, ocorre a partir do aumento da
fluorescéncia emitida, decorrente da liga¢do do fluoréforo (marcador presente na
reagdo) ao DNA que esta sendo amplificado. Os métodos de detecgdo sdo baseados nas
alteragdes da propor¢do de fluorescéncia com o aumento do produto especifico ou nao
especifico. A emissdo crescente de sinal luminoso ¢ monitorada em cada reagao/tubo de
PCR a cada ciclo para gerar curvas de amplificacdo tipicas da PCR quantitativa.

Pela necessidade crescente de um aprimoramento diagndéstico relacionado
a reducéao da sensibilidade da nPCR para detecgédo do JCPyV no LCR e tendo em
vista que a carga viral € um possivel marcador de progndstico para pacientes de
LMP que recebem a terapia antiretroviral, elaboramos uma nova técnica calcada
no conceito da nPCR convencional. Neste trabalho, como segunda etapa,
utilizamo-nos da técnica de PCR em tempo real. Na primeira etapa da nPCR
convencional amplifica-se um fragmento de 698pb do genoma, que codifica o
antigeno T maior. Para a segunda, foi composto um novo par de iniciadores para
um fragmento de 125pb interno ao fragmento produzido na primeira etapa.
Empregamos a tecnologia TagMan™ na composi¢cao da sonda especifica para a
detecgdo deste fragmento. Dados publicados na literatura mostram que esta
adaptagao desenvolvida com finalidade diagndstica para a meningite tuberculosa
em LCR de pacientes suspeitos obteve sucesso na a deteccao do DNA de
Mycobacterium Tuberculosis (Takahashi e Nakayama, 2006). Desta forma, a
proposta do projeto Adaptagao da Técnica de PCR Quantitativa em Tempo
Real para o Diagnéstico da Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva é
diagnosticar a LMP com mais rapidez e precisdo. Poderemos monitorar a
presenga e a progressao da infecgado com um método conveniente por ser menos
invasivo, com maior sensibilidade e mantendo a especificidade da nPCR
tradicional, entdo se tornando uma ferramenta mais confiavel e adequada para o
acompanhamento da atividade da LMP. A questao que estamos por responder é
se o método da qnPCR em tempo real podera detectar minimas quantidades de
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carga viral no caso dos pacientes com infecgado subclinica. O desafio da nova
técnica é identificar possiveis casos falso-negativos e oferecer um progndstico a
todos os pacientes que apresentarem no LCR o DNA do JCPyV , pois 0 exame
proposto sera quantitativo e podera estimar a carga viral do paciente.

Outra vantagem deste método sera eliminar a necessidade do uso de
produtos carcinogénicos como o brometo de etideo para corar o DNA para a
eletroforese ao final da nPCR convencional. Com a adaptacao da ferramenta de
detecgao do virus JCPyV, ndo sera preciso o preparo de géis de agarose para
visualizagdo do produto do segundo round. A carga viral & fornecida pelo préprio
aparelho que capta a fluorescéncia da sonda no momento em que ela se liga ao
DNA viral durante a sua amplificacado, o que faz desta técnica um método rapido,
seguro, de aplicabilidade imediata por parte do laboratério e fornecedora de
dados quantitativos ao invés de qualitativos.
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAL

Desenvolver e padronizar uma metodologia de diagndstico laboratorial da
LMP baseada na nested-PCR quantitativa (qnPCR) em tempo real para a
detecgdo e quantificagdo do DNA do virus JCPyV no LCR de pacientes com
suspeita de LMP.

2.2 ESPECIFICOS

- Desenvolver e Padronizar a técnica de gqnPCR em tempo real;

- Verificar o desempenho da técnica padronizada no LCR de pacientes com

suspeita de LMP;

- Comparar a sensibilidade e a especificidade obtidas com a gnPCR em
tempo real com a sensibilidade e especificidade da PCR aninhada convencional.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. POPULACAO ANALISADA

Trata-se de um estudo seccional, cuja amostragem utilizada foi nao-
probabilistica selecionada com base nos critérios clinicos de inclusdo, utilizando-
se de amostras de LCR coletadas pelo Laboratério de Pesquisa Clinica em
Neuroinfeccdo e armazenadas pelo Laboratério de Pesquisa Clinica em
Patogenia Viral no periodo de janeiro de 2002 a setembro de 2008. Foram
selecionados 29 pacientes com diagnéstico possivel de LMP para investigagcao
com base em dados clinicos e de neuroimagem identificados e selecionados por
neurologista do Laboratério de Pesquisa Clinica em Neuroinfecgdo, Dr.Marcus
Tulius Teixeira da Silva. Os critérios de elegibilidade e exclusdo foram
estabelecidos em trabalho anterior e encontram-se descritos abaixo. Neste
mesmo trabalho, foram confirmados 19 casos de LMP pela presenga do DNA viral
no LCR, utilizando-se o método de nPCR (Silva et al., 2006). O grupo controle foi

constituido de 24 amostras de LCR de pacientes sem evidéncia clinica de LMP.

3.1.1. Critério de Elegibilidade dos Casos de LMP
a) Clinico:

Apresentar um ou mais dos sinais e sintomas relacionados ao SNC de

instalagdo subaguda, abaixo relacionados:

- Déficit neurolégico focal — hemiparesia, ataxia, afasias, crise convulsiva,

envolvimento de nervos cranianos;
- Alteragdes cognitivas
- Vertigem

- Cefaléia

b) Radiolégico:

Tomografia Computadorizada (TC) e/ou Ressonancia Nuclear Magnética
(RNM) de Cranio:
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- TC com lesbes hipodensas difusas na substancia branca, com ou sem

captacao de contraste, sem edema ou efeito de massa;

- RNM com lesdes hiperintensas nas imagens de T2 e FLAIR, e
hipointensas em T1, com ou sem captagéo de contraste com gadolinio, sem efeito

de massa.

3.1.2. Critério de Exclusao

Pacientes com tumores do SNC e sinais de hipertensdo intracraniana que

contra-indicariam a pungao lombar.

3.2. OBTENCAO E TRATAMENTO DAS AMOSTRAS PARA
EXTRACAO DE DNA

As amostras de LCR foram coletadas por pun¢ao lombar e transportadas
ao laboratério a temperatura ambiente. Estas foram entdo centrifugadas e
armazenadas a -20°C em ambiente livre de produtos de PCR.

O DNA gendmico foi extraido de uma aliquota de 200ul de LCR. Utilizou-se
o kit QlIAamp Blood Kit (Qiagen — Duesseldorf, Germany), segundo as
especificagdes do protocolo para extracdo do DNA genbmico de sangue ou
fluidos corporais. O DNA foi eluido em 60ul de H,0. Os DNAs purificados e
concentrados foram armazenados a -20°C em tubos eppendorf 1,5ml.

3.3. QUANTIFICACAO DE DNA

Em funcdo de verificar a pureza do DNA as concentracdes de DNA foram
determinadas com espectrofotdbmetro (Eppendorf Spectrophotometer 000576 —
Hamburgo, Alemanha), sendo a leitura feita no comprimento de onda de 260nm.
Os valores da razao A260/280 indicavam a pureza dos DNAs extraidos, tendo

valores ideais maiores ou iguais a 1,8. As amostras foram armazenadas a -20°C.
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3.4. NESTED PCR CONVENCIONAL

Uma regiao conservada de 698pb do gene que codifica o antigeno T maior
do protétipo Mad-1 do JCPyV foi amplificada com os iniciadores externos JC
4284U e JC 4961L na primeira etapa de uma nPCR (do inglés, nested-PCR). A
mistura para esta reacdo foi preparado ‘“in house” conforme condicdes
estabelecidas em trabalho anterior concentracdes ideais eram: 100pmoles de
cada iniciador (quadro 2), solugdo tampao para PCR, 1,5mM MgCl,, 2,5mmol
dNTPs, 2,5U Taq DNA polimerase (Invitrogen) (Califérnia, USA) e H,O UltraPure
(Invitrogen) para completar o volume de 40ul/tubo (Weber, Turner, Frye, Luke et
al., 1994).

Quadro 2. Iniciadores externos nPCR 1%etapa

Iniciadores externos
Sequéncias (5’ - 3') Posicao
nPCR 12 etapa
JC 4284U TTT TTA GGT GGG GTA GAG TGT T | 4284 — 4305
JC 4961L TGG AGC TTATGG ATT TAT TAG G | 4982 — 4961

A esta mistura foi adicionado 10ul do DNA extraido, totalizando 50ul em
cada tubo. Em todos os experimentos foram incluidos controles positivo (diluigdes
do plasmideo pM1TC, obtido pela clonagem de todo o genoma do JCPyV -
protétipo Mad-1 - no vetor pBR322 no sitio EcoRl, fornecido por Dr. Eugene O.
Major, do Instituto Nacional da Saude, Laboratério de Medicina Molecular e
Neurociéncias - Maryland, EUA), negativo agua UltraPure- (Invitrogen) e controle

da reacéo.

Os parametros de ciclagem foram uma etapa prévia de desnaturagédo de
95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 30
segundos, anelamento a 50°C por 1 minuto, extensdo a 70°C por 1 minuto com
um prolongamento de 1 segundo, a cada ciclo e uma etapa adicional de extensao
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a 70°C por 2 minutos apds o ultimo ciclo. As reagdes do primeiro passo foram
realizadas no termociclador Endurance TC-412 (TECHNE - Minnesota, EUA).

Uma aliquota de 2ul do produto da primeira etapa foi transferida para a
segunda reacao. Para esta mistura, de volume igual a 48ul, foram usados os
iniciadores internos JC 36U e JC 39L para amplificagdo de um fragmento de
389pb (quadro 3). Usou-se a concentragdo de 100pmoles para cada iniciador,
tampao padrédo para PCR, 1,5mM MgCl;, 2,5mmol dNTPs, 2,5U Taq DNA

polimerase (Invitrogen) e agua - UltraPure (Invitrogen).

Quadro 3. Iniciadores internos nPCR 2?2 etapa

Iniciadores internos
Sequencias (5 — 3’) Posigao
nPCR 22 etapa
JC 36U AGA TCC CTG TAG GGG GTG TCT CC | 4505 — 4527
JC 39L ACT CCACCC TGATAAAGG TGG | 4874 -4894

Os parametros da segunda ciclagem foram uma etapa prévia de
desnaturagao de 95°C por 5 minutos, seguida de 25 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 1 minuto, extensdo a 70°C por 1
minuto com um prolongamento de 1 segundo a cada ciclo e uma etapa adicional
de extensdo a 70°C por 2 minutos apds o ultimo ciclo. Todas as reacdes da
segunda etapa de amplificagdo foram realizadas no termociclador Endurance TC-
412 (TECHNE).

3.4.1. Detecgao do produto amplificado

Apods amplificagdo, 10ul de cada produto foi analisado por eletroforese em
gel de agarose UltraPure (Invitrogen) a 2%. O preparo do gel foi feito com 1,0g de
agarose diluida em 50 ml de tamp&o de eletroforese Tris-borato-EDTA (TBE). No
gel foi adicionado um volume de 3ul de brometo de etideo para uma concentragao

final de 0,5ug/ml. A corrida eletroforética foi realizada utilizando a corrente de 100
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V por aproximadamente 30 minutos. O gel foi visualizado e fotografado em trans-
iluminador em sistema digital de captura de imagens L-Pix-HE (Loccus
Biotecnologia — Sao Paulo, Brasil). O software L-Pix Image foi utilizado para

edicao das imagens.

3.4.2. Interpretacao dos resultados

Para verificar a eficiéncia da primeira etapa de amplificagdo, foram
utilizadas aliquotas dos controles positivos (plasmideo) e negativo, junto ao
controle de peso molecular e os produtos do controle visualizadas no gel
possuiam 698pb. Os produtos das amostras clinicas somente eram visualizados
em gel apds a segunda etapa de PCR. Uma nPCR era considerada positiva para
presenga do DNA do JCPyV quando apresentava, na eletroforese, uma banda de

398pb relativa ao fragmento flanqueado pelo par de primes internos 36U e 39L.

3.5. AgnPCR em Tempo Real

A técnica utilizada neste trabalho é semelhante a nPCR, sendo constituida
por duas etapas de amplificacdo, onde apds a realizacdo de uma PCR
convencional, utilizou-se uma aliquota do produto amplificado como molde para a

nova amplificagéo utilizando a técnica de gPCR em tempo real.

3.5.1. Desenho dos iniciadores e sonda

A partir da seqliéncia do plasmideo pM1TC, protétipo Mad-1 foram
desenhados iniciadores senso e anti-senso especificos para o JCPyV, internos ao
fragmento amplificado na primeira etapa da nPCR, e duas sondas especificas
utilizando a tecnologia TagMan™. A selecdo destes oligonucleotideos (dispostos
nos quadros 4 e 5) foi obtida utilizando-se os softwares CLC Combined
Workbench (CLC bio), CLC Free (CLC bio) e Oligo 6,0 (National Biosciences). O
software CLC Free permitiu o desenho dos iniciadores e sonda. O software Oligo
6,0 foi posteriormente utilizado para certificar-se da eficiéncia dos iniciadores

selecionados assim como para o calculo da temperatura de anelamento dos
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mesmos, relacionados no tabela 2. Para a realizacdo da padronizacdo, a
combinacao escolhida foi a composta pelos iniciadores JC 4773U + JC 4881L e

sonda JC 1R. A figura 6 mostra o fragmento de 125pb amplificado na segunda

etapa da qnPCR.

4141
4201
426l
4321
4381
e i
4501
4561
4621
481
A
4801
4861
483213
45881
2041
5101

taagtttott
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ctttagtggt
ggaatgcatg
grogggraga
aaaacaggtc
ttoccataggt
gcaasagaaa
aactttctco
gcaatcaaag
tctatgoott
acagttaggc
ctoctgaacta
LCECECEatat
gagttctttg
coctatcaagg
cattttaget
tggcctocta

atacacagca
cagatctaca
grgttgggat
ttcatcoceac
tggcacctaa
aatagtggtt
cagcaatgaa
caatagcaat
aatcttagca
cattccttgo
ttoccatgtac
@aaaaattca
cBECECEECH
cctaataaat
trtogocagea
aaaagcctoco

aaagaagcaa
ggaaagtctt
cctgtgtttt
ttctcattaa
aaaaaaacaa
taccttaaag
gagcttocttg
ctatccacac
tgcacattaa
aataaagggt
caaaatcagg
EECECRECHE
gataagcttt
ccataagctc
aaaaattact
acgcccttac

Figura 6. Fragmento de 698pb amplificado na primeira etapa da qnPCR em tempo real (em azul),
demarcagdo do fragmento amplificado na segunda etapa da gnPCR em tempo real pelos iniciadores
JC4773U e JC 4881L (em amarelo) e o sitio de hibridizagdo da sonda TagMan JC 1R (em vermelho)

a) Iniciadores:

Quadro 4: Iniciadores internos da 22 etapa da qnPCR em tempo real obtidos segundo o software CLC
Free

Iniciadores internos
Sequencias (5’ — 3’) Posigao
qgnPCR
JC 4773U CTG AAC TATTCC ATG TAC C | 4773 — 4791
JC 4881L AAG AAC TCC ACC CTG ATA | 4898 — 4881
JC 4784U CAT GTACCAAAATCA GGC | 4784 —4801

O conjunto de iniciadores e sonda selecionados contemplavam as
recomendacdes estabelecidas pelo sistema TagMan™ (Applied Biosystems —
Califérnia, EUA), ou seja iniciadores com 15 a 30 nucleotideos, concentracao de
guanina e citosina ideal de 30% n&o excedendo duas moléculas de C ou G entre
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os cinco ultimos nucleotideos na terminagcao 3’, a temperatura de desnaturacao
aproximada entre os iniciadores devendo ser 10°C inferior a da sonda, e o
produto formado com esses iniciadores nao deve exceder 400pb, sendo o
tamanho ideal de 150pb. As caracteristicas dos iniciadores selecionados no que
diz respeito a tamanho, temperatura de desnaturacéo e porcentagem de bases

guaninalcitosina estdo sumarizadas a seguir (Tabela 2):

Tabela 2. Principais caracteristicas dos iniciadores e do produto resultante da amplificagdo com os
iniciadores internos da qnPCR em tempo real fornecidas pelo software Oligo 6

TAMANHO (pb) ~ TEMPERATURA DE DESNATURACAO (°C)  GC[%]

JC4773U 19 56,0 421

JC4881L 18 58,5 44 4

Produto 126 78,4 36,5
b) Sondas:

A tecnologia baseada no sistema TagMan™ utiliza sonda construida com
uma sequéncia de nucleotideos especifica e complementar ao alvo, marcada na
extremidade 5 com um fluoréforo “repérter” (FAM™) e com outro fluoréforo
“quencher” (abafador) na extremidade 3° (TAMRA™). Devido a conformagao da
sonda e a proximidade dos dois fluoréforos, a energia liberada pelo “reporter” é
absorvida pelo abafador, reduzindo grandemente a sua fluorescéncia. Durante a
PCR, enquanto o produto é formado, a sonda se anela a sequéncia alvo e a
atividade nucleasica 5’- 3’ da polimerase (Invitrogen) cliva a ligagdo da sequéncia
de nucleotideos com o fluoréforo “reporter”, durante a extensdo, permitindo o
afastamento do abafador e portanto sua fluorescéncia. Consequentemente, a
captagao do produto é feita pelo sistema éptico do termociclador no momento que
este é formado. Essa fluorescéncia é aumentada a cada ciclo pela amplificacao
decorrente da propria PCR até que a intensidade de luminosidade ultrapasse o
sinal de residuo delimitado pela linha de base (Treshold), identificando a amostra

como positiva.
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Quadro 5. Sondas do 22 etapa da nPCR em tempo real obtidos segundo o software CLC Free

Sondas
Sequéncia (5 - 3) Posigao
Applied Biosystems
JC 1R TGG GGA CGA AGA CAA GAT GAA 4856 — 4876
JC 2F CTT CAT CTT GTC TTC GTC CCC 4855 — 4874

3.5.2. Construgao da curva padrao e otimizagdao da qnPCR

em tempo real
a) Preparo do DNA molde:

A primeira etapa na construcdo da curva padrao foi o preparo do DNA
molde para o ajuste dos parametros criticos da gnPCR em tempo real. O
plasmideo foi diluido para uma concentragao de 0,1ug/ul. A partir da diluigdo mae
contendo 0,1ug/pl, usou-se uma aliquota de 10pl (1pg ~1,4x10°cdpias/ul) em 11
diluicbes seriadas de 1:5. As concentragbes destas 11 diluicbes variavam em
nimero de copias desde  2,8x10%copias/ul  até  2,8x10™copias/pl
aproximadamente. Aliquotas de 10ul destas diluigbes seguiram para a primeira
etapa de amplificagdo da nPCR segundo o descrito anteriormente (item 3.4). A
eficiéncia desta amplificacdo foi verificada por eletroforese, correspondendo a
uma banda de 698pb. Os produtos amplificados foram purificados com o QIAquick
PCR Extraction Kit (Qiagen) segundo as especificacdes do fabricante, sendo

quantificado por espectrofotometria e armazenado a -20°C.

b) Concentragcao 6tima de iniciadores:

Com a finalidade de melhorar a concentracao de iniciadores, utilizamos o
produto purificado e quantificado em espectrofotdbmetro que continha 42ng/ul e
razao Agsonso= 1,86. Diluiu-se este produto purificado ajustando-o para a
concentracao estimada de 2pg/3ul. Nesta etapa, seis diluigdes dos iniciadores JC

4773U e JC 4881L contendo diferentes concentracdes foram verificadas em seis
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reacoes distintas. Cada reacao constava de 12,5ul do TagMan™ Universal PCR
Master Mix (Applied Biossystems), 2ul da sonda JC 1R TagMan™ TAMRA™
(Applied Biossystems) na concentracdo de 10pmoles/reagcdo, 3,5ul de H2O
UltraPure - (Invitrogen) e 2ul de cada diluicdo dos iniciadores, segundo o
protocolo do quadro 6.

Quadro 6. Reagentes utilizados para otimizagao do uso dos iniciadores da nqPCR em tempo real

M| @] & @] G| (6
Reagentes/Iniciadores (pmoles)
12,5 25 50 100 | 200 | 500
2x TaqMan Master Mix 1251 1251 125 | 125 | 12,5 | 12,5
Iniciador JC 4773U 2 2 2 2 2 2
Iniciador JC 4881L 2 2 2 2 2 2
Sonda Taq Man JC 1R (10 pmoles) 2 2 2 2 2 2
H,O 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5
DNA molde 3 3 3 3 3 3
Volume final 25 25 25 25 25 25

c) Concentragao é6tima da sonda:

Para a padronizacdo do uso da sonda foram feitas trés reacdes distintas
com as concentragdes seguintes: S5pmoles/ul, 2,5pmoles/pl e 1,25pmoles/yl.
Nestas reacdes eram acrescentados 12,5ul de TagMan™ Universal PCR Master
Mix (Applied Biossystems), 2ul (200pmoles) dos iniciadores JC 4773U e JC
4881L, 3,5yl de H>O UltraPure (Invitrogen). Como DNA molde utilizou-se a
mesma diluicido usada na curva de concentragao de iniciadores. O protocolo de
padronizacao da sonda esta descrito no quadro 7.
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Quadro 7. Reagentes utilizados para otimizagio do uso de sonda da ngPCR em tempo real.

M| @1 @
Reagentes/ SondaTagMan FAM-TAMRA (pmoles)
5 25 | 1,25
2x TaqMan Master Mix 1251 125 | 125
Iniciador JC 4773U (100pmoles) 2 2 2
Iniciador JC 4881L (100pmoles) 2 2 2
Sonda Taq Man JC 1R 2 2 2
H,O 3,5 3,5 3,5
DNA molde 3 3 3
Volume final 25 25 25

Os experimentos seguintes foram destinados a constru¢éo da curva-padrao
e a determinacdo das condicbes ideais de amplificacdo, pela da avaliacao da
precisdo da curva-padrao. A partir do produto da primeira etapa purificado e
quantificado por espectrofotometria, como descrito anteriormente, foram feitas 11
diluicbes seriadas de 1:10. Dessas diluicoes, sete foram utilizadas como DNA
molde para construcao da curva-padrao da gnPCR em tempo real, sendo a ultima
diluicdo o limite de deteccdo do experimento. As diluigbes foram usadas com a
finalidade de encontrar faixa de detecgédo do virus JCPyV no LCR através da
gnPCR em tempo real.

Ao final deste bloco de experimentos, com a faixa de deteccdo da gnPCR
ajustada, foram necessarios calculos matematicos para a transformagao do limite
de deteccdo para numero de coépias ou fragmentos especificos do antigeno T
maior do JCPyV. Conforme formula a seguir:

Ne de copias = (X g/uL DNA / [tamanho do plasmideo em pb x 660]) x 6,022x1023

Um ciclo limiar arbitrario (C;) foi escolhido com base na variacéo da linha de
base (Background). Os valores de C; para cada amostra foram calculados da
seguinte maneira: uma fluorescéncia residual é prépria da PCR em tempo real e
pode ser definida como uma fluorescéncia derivada da sonda que nao se

hibridizou ao fragmento alvo ou que ndo sofreu clivagem. O background
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representa uma fluorescéncia basal residual que nao é produzida por produto
amplificado e deve ser subtraida para que o sinal de cada amostra tenha origem
no ponto zero. O software SmartCycler® (Cepheid - Califérnia, EUA) subtrai os
valores de fluorescéncia alcancada por cada amostra, em cada ciclo, dos valores
residuais até que o sinal emitido exceda esse limiar escolhido. O C; é definido
como o numero de ciclos neste ponto (Figura 7). O valor de diferenga da
fluorescéncia em cada ciclo (Rn+) subtraido pelo valor da fluorescéncia residual
(Rn-) fornece o intervalo ARn que representa a magnitude da fluorescéncia de
cada amostra. Os valores dessas diferengas sao plotados contra o niumero de
ciclos para produzir a curva de amplificacao. Todos estes calculos foram feitos
com o programa do Sistema SmartCycler® (Cepheid).

ARn
2,000,000 — =
_,—F"'F'_-_—.
AmostTa /
f.
1,000,000 — f,f |
f . Fase Exponencial
Threshoid / |
’f

0 20 40
PCH cycle number

Figura 7. Esquema mostrando a variagao de fluorescéncia (linha vermelha) e o C:.

A formula 2" usada para calcular a amplificacdo da PCR descreve o
processo onde ocorre uma sucessao de eventos duplicantes; 1 se torna 2, 2 em
4, 4 em 8, 8 em 16 e assim por diante, se considerassemos uma reacdo 100%
eficiente. Na reacdo de PCR, a perda de eficiéncia da amplificacao se da por
varias razdes, incluindo perda de atividade da DNA polimerase, deplecdo dos
reagentes ou desnaturagdo incompleta dos moldes. Estes sao problemas
consequentes do acumulo de produtos nos ciclos mais tardios. Desta forma, a

eficiéncia expressa em numeros decimais variara de 0 até 1, sendo 1 o
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equivalente a uma reacao 100% eficaz.
Xn = Xo(1 + E)n

Onde:

Xn= Ne final de copias;
Xo =Ne inicial de copias;
n = Ne de ciclos;

E = Eficiéncia

A inclinacao da curva-padrao foi usada em razdo de determinar a amplificacao
exponencial (AE) e a Eficiéncia (E) através das formulas:

AE = 10(-1inclinagéo)

E = 1(0(-Vinclinagao) — 1

3.6. A VERIFICACAO DA gnPCR EM TEMPO REAL EM
AMOSTRAS DE LCR

Clinica
compativel

R ou TC (+) | RM ou TC {-) |
Sugestiva de LMP
* h 4

Puncdo Lombar Exclusdo

Extragao de Quantificagao
| DMAdoLCR ) de DMA
1%Round nPCR

| 2°Round nPCR | Purificagdo do produto de PCR |

h 4 ¢

Eletroforese em gel PCR guantitativa em tempo real
de agarose

Figura 8. Diagrama esquematico do percurso das amostras de casos compativeis com a
leucoencefalopatia multifocal progressiva utilizados na gnPCR
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No diagrama da figura 8, é apresentado o caminho dos pacientes suspeitos
e das amostras de DNA extraidas dos casos suspeitos de LMP e do grupo
controle foram primeiramente usadas como molde na primeira etapa da nPCR
convencional para amplificagado do fragmento do gene codificante do antigeno T
maior de 698pb do JCPyV. Neste experimento, adicionou-se uma aliquota das
diluicbes do plasmideo pM1TC como controle positivo. Os produtos da primeira
PCR foram aplicados em gel para eletroforese conforme o descrito no item 3.4.1
(Eletroforese em gel de agarose) para verificagdo da eficiéncia da PCR pela
visualizacdo do produto amplificado, uma vez que os produtos das amostras

clinicas ndo sao visiveis apds a primeira etapa de amplificacao.

Em seguida, o produto era purificado com o QIAquick PCR Extraction Kit
(Qiagen) segundo as especificacdes do fabricante. O volume final do produto
purificado era de 30ul, volume de hidratacdo minimo recomendado pelo
fabricante. Este produto era diluido na razdo de 1:10, ou seja, era utilizado
apenas 1pl do produto da primeira etapa, purificado e acrescido de 9ul de agua,
homogeneizando em vortex. Essas medidas minimizaram a presenca de fatores

de inibicao para a gnPCR em tempo real.

Para a segunda etapa da gnPCR foram utilizados 12,5ul do TagMan™
Universal PCR Master Mix - Applied Biossystems, 1ul de cada primer contendo
100 pmoles/ul, a sonda JC 1R na concentracdo de 5pmoles/ul. foram
acrescentados 4,5yl de agua UltraPure — DNAase/RNAase Free Gibco
(Invitrogen). Esta etapa era realizada em fluxo laminar. Em seguida, adicionava-
se uma aliquota de 5ul da diluicdo amostra teste totalizando 25ul em cada tubo.
Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Em cada ciclagem eram
incluidas duas diluicbes do plasmideo, utilizadas na padronizacdo da curva-
padrao como controle positivo, € um tubo contendo somente a reacao, utilizado
como controle negativo.

O numero de cépias do gene de interesse foi determinado relacionando-se
o sinal da PCR com a curva-padrao. Este método tem a vantagem de que a
curva-padrao incluida em cada PCR fornece um controle extra e corregdo na
eficiéncia da PCR da cada amostra individual, tornando mais confiaveis as

comparacdes entre experimentos.
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3.7. BOAS PRATICAS DE LABORATORIO

Para evitar contaminagbes de amostras clinicas e reagentes, certos
cuidados como separacao fisica das areas de pré e pds-PCR, utilizacdo restrita
de reagentes e uso de pipetas e luvas descartaveis nos respectivos ambientes
foram respeitados. Todos os reagentes de PCR foram utilizados no fluxo laminar
e aliquotados para uso unico. Os tubos contendo a reagao para a segunda etapa
eram levados até a sala de amplificados onde era adicionada a aliquota de 2ul do
produto da reacao anterior. Luvas descartaveis, pipeta e ponteiras eram

separadas apenas para o preparo da segunda etapa de amplificagéo.

A area de pés-PCR era utilizada exclusivamente para a amplificagao, a
eletroforese e a transferéncia do produto da primeira PCR para a segunda PCR. A
etapa de amplificagdo da gnPCR foi realizada em fluxo laminar, em sala
especifica. Em todos os ensaios foram incluidos controles positivos, controle

negativo e da reacéo.

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Virologia do Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC), FIOCRUZ. O laboratério dispbés de
quatro ambientes separados fisicamente, estando em conformidade com as

normas de qualidade.

3.8. PLANO DE ANALISE

As diluicdes do plasmideo pM1TC linearizado para construgdo da curva-
padrao foram analisadas em duplicata. Apds obtencado da curva-padrao, esta foi
repetida cinco vezes. Os valores da Ct determinados nos experimentos iniciais
foram avaliados por métodos estatisticos como regressdo linear simples
(coeficiente de correlagédo intra-ensaio e entre ensaios) e analise de variancia
(ANOVA) construidos com o programa do sistema Smart Cycler® (Cepheid)
(Giulietti et al., 2001; Ginzinger, 2002).
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3.8.1. nPCR x qnPCR em tempo real

A gnPCR utilizando as amostras de DNA do LCR dos casos suspeitos de
LMP e grupo controle eram analisados em duplicata e os ensaios repetidos duas
vezes. A correlacdo entre os resultados da gnPCR e da nPCR foi determinada
pelo calculo do coeficiente de contingéncia. A estatistica de Kappa de Cohen
(Landis e Koch, 1977) foi o procedimento estatistico utilizado para se avaliar a

confiabilidade entre os métodos.

3.9. COMITE DE ETICA: PARECER APROVADO - sob o
numero: 015/2008

Atendendo a resolugdo da CNS 196/96, foi formulado um termo de
compromisso onde os pesquisadores responsaveis se comprometeram a manter
a confidencialidade e a privacidade dos pacientes participantes do projeto,
utilizando os dados e materiais coletados apenas para fins previstos no protocolo
0069.0.0009.000-07. Este foi aprovado no dia 11 de fevereiro de 2008.
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4. RESULTADOS

4.1. POPULACAO ANALISADA

O grupo de amostras analisado pelos dois métodos foi composto de 53
amostras de LCR armazenadas pelo Laboratério de Pesquisa Clinica em
Neuroinfecgdes desde 2002 até 2008 avaliadas por critérios clinicos e
radiolégicos identificados pelo neurologista Dr.Marcus Tulius Teixeira da Silva,
conforme item 3.1 da metodologia. Deste grupo, 29 amostras eram de pacientes
que apresentavam evidéncias de LMP e 24 amostras constituiram o grupo
controle. Dos 29 casos considerados suspeitos de LMP, 19 tinham confirmacao

pela nPCR em exame anterior.

Os produtos da primeira etapa da nPCR foram purificados, diluidos e
utilizados na gnPCR em tempo real segundo descrito no item 3.6 da metodologia.

4.2. QUANTIFICACAO E PUREZA DO DNA

A razao média de pureza Ageoazso das amostras foi de 1,60 sendo
considerada satisfatoria. Os valores de quantificagcdo do DNA(ng/ul) das amostras

clinicas estao dispostos nas figuras 9, 10 e 11.

4.3. NESTED PCR CONVENCIONAL
4.3.1. Casos Suspeitos de LMP com confirmagao pela nPCR

Nas figuras 9 e 10 estdo ilustradas as 19 amostras previamente testadas
como positivas para a presenga do JCPyV, apresentando banda de 389pb que
corresponde ao fragmento amplificado na 22 etapa da nPCR. As amostras 21, 22
e 23 correspondem a amostras que nao funcionaram no exame de nPCR
realizado durante este trabalho, entretanto em exames anteriores estas amostras

apresentaram produtos e foram confirmadas como positivas.
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M® da amostra
(relativa ao gel)
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Figura 9. Foto do gel de agarose dos casos confirmados para a presenca do DNA do JCPyV
mostrando no 1° pog¢o banda plasmidial de 389pb (controle positivo), pogos 2° ao 10° amostras
clinicas utilizadas na qnPCR em tempo real apresentando bandas de mesmo tamanho e controle
negativo no 11 °pogo e controle da reagdao no 12° pogo. Os valores de quantificagdo de DNA (ng/ul) e a
razao Azeo/a280 €ncontram-se relacionados abaixo

50pb (¥) 14 15 16 17 18 19 20 29 22 23

M® da amostra
[relstivo a0 gel)

ngfpl

AZE0/AZE0

Figura 10. Foto do gel de agarose, continuacdo dos casos confirmados para a presenga do DNA do
JCPyV mostrando no 13° pogco banda plasmidial de 389pb (controle positivo), pogcos 14° ao 20°
amostras clinicas utilizadas na gnPCR em tempo real apresentando produtos de mesmo tamanho, nos
pocos 21, 22 e 23 amostras préviamente confirmadas para a presenga do JCPyV mas que nao
apresentaram produtos visiveis em novo teste e o controle negativo no 24° pogo. Os valores de
quantificagdo de DNA (ng/ul) e a razdo Azsoa280 €ncontram-se relacionados abaixo
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4.3.2. Casos compativeis com a leucoencefalopatia

multifocal progressiva sem confirmagéao pela nPCR

Os casos suspeitos ndo confirmados apresentavam o perfil de um paciente
de LMP. Entretanto, o resultado da nPCR foi negativo, conforme demonstrado na
figura 11. Baseado nos critérios clinicos de inclusdo e excluséo e para fins de
calculos de sensibilidade, de 10 amostras compativeis com LMP nao confirmados,

3 foram excluidas em fungao de diagndstico neurologico diferente de LMP.

50pb (+) 2

MN® da amostra
(refativa ao gel)

ngdul

A2B0/A280

Figura 11. Foto do gel de agarose dos casos compativeis e ndo confirmados mostrando no 1° pogo a
banda plasmidial de 389pb (controle positivo), nos pogos 2° ao 11° amostras clinicas utilizadas na
gnPCR em tempo real e o controle negativo no 12° pogo. Os valores de quantificagdo de DNA (ng/pl) e
a razao Azeo/azs0 €encontram-se relacionados abaixo
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4.4. PADRONIZACAO DA TECNICA DE gnPCR EM TEMPO
REAL

4.4.1. Verificagao dos iniciadores

Para verificar a eficiéncia dos iniciadores desenhados para a gnPCR em
tempo real, uma aliquota de 10ul da 52 diluicdo do plasmideo (utilizada no preparo
do DNA molde conforme o descrito no item 4.4.3 a seguir) contendo
aproximadamente 4,48cdpias/ul foi utilizada em PCR convencional conforme os
parametros da primeira etapa da nPCR (item 3.4). Substituiram-se os iniciadores
da primeira etapa da nPCR pelos pares de iniciadores 4773U e 4881L e 4784U e
4881L formando fragmentos de 125pb e 114pb respectivamente. Os iniciadores
foram diluidos para apresentar a mesma concentracdo da primeira etapa da
nPCR (100pmoles/ul), conforme quadro 8. Nas figuras 12 e 13 ilustra-se a
eficiéncia dos dois pares de iniciadores com os fragmentos esperados de 125pb e
114pb. Entretanto, foi escolhido o par de iniciadores de 125pb (4773U e 4881L)
para a continuidade dos testes, tendo em vista a intensidade da banda obtida

nesses experimentos.

Figuras 12 e 13. Geis de agarose revelando as bandas plasmidiais de 125 (Fig: 12) e 114 (Fig: 13)

pares de bases obtidas através de PCR adaptada utilizando os iniciadores sintetizados para a qnPCR
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Quadro 8. Reagentes e concentragdoes utilizadas nos testes dos iniciadores

Reagentes pl/tubo
10x Tampéo 5
2mM MgCl, 2
2,5mmol dNTPs 1
Iniciador JC 4773U/4784U 1
(100pmoles)
Iniciador JC 4881L (100pmoles) 1
2,5u Taq Pol 0,5
H,O 29,5
DNA molde 5
Volume final 40

4.4.2. Verificagao da sonda

A figura 14 mostra o primeiro sinal obtido com a sonda JC 1R em
experimento realizado com protocolo descrito no quadro 9. Neste experimento, as
condi¢des de ciclagem ainda ndo haviam sido estabelecidas e, para este teste, a
ciclagem constava de uma etapa prévia de desnaturacdo de 95°C por 120
segundos e 45 ciclos de desnaturagao por 15 segundos, anelamento a 49°C por
30 segundos e extensao a 72°C por 30 segundos, com a leitura da fluorescéncia
na etapa de extensao.

Quadro 9. Reagentes e concentragdes utilizadas nos testes de verificagdo de sonda

Reagentes pl/tubo
2x TaqgMan Master Mix 12,5
Iniciador JC 4773U (200pmoles) 1
Iniciador JC 4881L (200pmoles) 1
TagMan Probe JC 1R (5pmoles) 1
H,O 1,5
DNA molde (purificado) [C]=23ng/ul — Axgp280=1,89| 8,0
Volume final 25
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Figura 14. Teste com a sonda JC 1R ((fonte: programa do Sistema SmartCycler® (Cepheid))

4.4.3. Preparo de DNA molde

A figura 13 mostra o produto da amplificagéo das diluicdes do plasmideo
pM1TC (diluigdes seriadas de 1:5 a partir de 1ug de DNA). As condi¢des para a
primeira etapa da nPCR estao descritas no item 3.4 da metodologia. Nesta etapa
da PCR, obtivemos a amplificagdo de um fragmento de 698pb do plasmideo,
correspondente a regido do antigeno T do genoma do JCPyV. O produto
amplificado do 2° pogo foi escolhido arbitrariamente e purificado para utilizagao na
padronizacao da gnPCR em tempo real. Esta etapa do procedimento foi
importante, pois é sabido que o uso de um vetor pode resultar na diminui¢gao da
eficiéncia da reacao de amplificacdo de até 100 cdpias por reacdo em funcao da
conformacao plasmidial. Com uma prévia etapa de amplificacdo, o produto
resultante é linear e é o DNA molde para ambos os testes que foram comparados.
Por espectrofotometria, determinou-se a concentragéo final e grau de pureza do

produto purificado, sendo de 42ng/ul e raz&o Agsor2s0= 1,86.
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50bp LM

Figura 15. Gel de agarose mostrando o produto de 698pb da amplificacdo das diluicoes seriadas do
Plasmidio do JCPyV

4.4.4. Concentragao 6tima de iniciadores

Para estabelecer a melhor concentragao de iniciadores para a gqnPCR em
tempo real foram preparadas seis reacdes e a cada reacao foi adicionada uma
concentracdo dos iniciadores variando desde 12,5pmols/ul até 500pmols/ul,
conforme descrito no item 3.5.2 da metodologia. Os sinais obtidos com as
concentracoes de 500, 200 e 100pmoles/ul foram préximos. Para minimizar os

custos, foi escolhida a concentracdo de 100pmoles/ul, conforme ilustrado na

figura 16.
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Figura 16. Resultado do experimento para determinacdo da concentragado é6tima de iniciadores (fonte:
programa do Sistema SmartCycler®(Cepheid))
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4.4.5. Concentragao 6tima de sonda

Para otimizacdo da concentracdo de sonda foi realizado um experimento
constando de trés diluicdes distintas da sonda JC 1R para cada reagao
(5pmoles/ul, 2,5pmoles/ul e 1,25pmoles/ul). A figura 17 demonstra o resultado
mais eficiente para a padronizacdo, que ocorreu com a diluicdo que apresentava

a maior concentragédo de sonda (5pmoles/pl).
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Figura 17. Resultado do experimento para determinagdo da concentragdo 6tima de sonda (fonte:
programa do Sistema SmartCycler® (Cepheid))

4.4.6. Curva-padrao e condi¢coes 6timas estabelecidas

Apods otimizagdo da concentracdo dos reagentes conforme descrito no
quadro 10, seguiram-se os experimentos para verificagdo da precisao da curva-

padrao e da faixa de deteccao da gnPCR em tempo real.

A partir do produto do plasmideo purificado, etapa descrita no item 3.4.3
(preparo do DNA molde), foram preparadas diluicdes seriadas de fator 10 que
variaram de 10pg/uL até 100ag/uL, sendo sempre utilizadas em duplicata, para a
construcao da curva-padrao. Foram feitas trés repeticoes da curva-padrao com as
mesmas concentracdées de DNA molde para certificar-se da reprodutibilidade da

curva.

Pela formula matematica utilizada para transformar unidade de massa em
numero de coépias (item 2.5.2) temos que o limiar de deteccdo atingido foi de
aproximadamente 102 cépias/ul. O valor maximo obtido em nossa curva foi de 10°
cépias/ul. A curva-padrao obtida apresentou coeficiente de regressao linear (R2)
de 0,997 e slope de -2,49.
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As condigdes de ciclagem estabelecidas para este ensaio, no Sistema de
detecgdo TagMan da Smart Cycler® (Cepheid), foram: uma etapa prévia de
desnaturagao a 95°C por 120 segundos, seguida de 58 ciclos de desnaturagao a
95°C por 15 segundos e anelamento e extensdo a 60°C por um minuto. A leitura
optica da fluorescéncia emitida ocorria na etapa de extensédo a cada ciclo (figura
18).

Quadro 10. Reagentes e concentragdes finais escolhidas para a padronizaga da gnPCR em tempo real

Reagentes pl/tubo
2x TaqMan Master Mix 12,5
Iniciador JC 4773U (100pmoles) 1
Iniciador JC 4881L (100pmoles) 1
TagMan Probe FAM-TAMRA JC 1R (5pmoles) 1
H.O 3,5
DNA molde 3
Volume final 25
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Figura 18. Eixo y: fluorescéncia x eixo X: numero de ciclos (fonte: programa do Sistema SmartCycler®
(Cepheid))
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Figura 19. Eixo y: Log da concentragdo do plasmidio (103 a 10° copias/ul) x eixo x: Ct (ciclo inicial de
detecgado da amostra) (fonte: programa do Sistema SmartCycler™ (Cepheid))

4.5. VERIFICACAO DA gnPCR EM TEMPO REAL EM
AMOSTRAS DE LCR

Conforme descrito na metodologia, os DNAs das amostras foram
novamente extraidos para os casos confirmados de LMP, para os casos
compativeis, mas nédo confirmados e para as amostras do grupo controle e
usadas como DNA molde. Todas as 53 amostras foram submetidas a nPCR
convencional (primeira e segunda etapas). Diluigées 1:10 contendo 1pl do produto
purificado da primeira etapa da nPCR foram utilizadas como molde, sempre em
duplicata na gnPCR em tempo real. Duas amostras controle, nas concentragdes
de 100pg/2ul e 1pg/2ul, foram adicionadas a todos os experimentos. As
amplificacbes obtidas na gnPCR em tempo real foram comparadas as
amplificacbes da curva-padrdo (curva de calibracdo) que possuem diluigdes/
numero de cépias do gene de interesse conhecidos. A tabela 3 demonstra os
resultados obtidos com a gnPCR em tempo real pelo método de quantificacao
absoluta de 12 amostras que apresentaram valores de quantificagcdo de carga

viral.
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Tabela 3. Resultados obtidos com a gnPCR em tempo real

N° | Média Ct | Desvio Padrao | Y€V L°a(‘3'“§|'g§i;°p'as’ u)
2 | 2983 0.035 1229.894
3 | 3373 1.209 199,709
4 | 4449 0,339 0.2815
5 | 41.89 0,884 1.564
9 | 5132 1273 0,006
10 | 45.82 TA17 0,144
14 | 46.63 0,827 0,087
15 | 4074 0.255 2,395
16 | 44.85 0,078 0.228
18 | 43.94 0,368 0,3855
19 | 34.38 2.036 123231
20 | 48.56 0,403 0.0275
Total | 44.23 0,083 0,334

4.6. COMPARACAO ENTRE OS METODOS DE nPCR e qnPCR
EM TEMPO REAL

Na tabela 4 estao os dados para a comparacao entre as técnicas utilizadas
neste trabalho. Pela nPCR convencional, de 19 amostras previamente testadas
como positivas para o virus JCPyV e estocadas pelo Laboratério de Patogenia
Viral, 3 ndo apresentaram resultado positivo quando submetidas a uma nova
nPCR. Apenas 16 das 19 apresentaram produto de peso equivalente ao
seguimento de 389pb. Para o exame de gnPCR, 12 amostras confirmaram a
presenca do JCPyV. Entre os 10 casos compativeis, mas ndo confirmados, foram
retiradas 3 amostras que apresentaram diagnostico neuroldégico confirmado, que
nao a LMP, em nenhuma destas amostras detectou-se a presenga do JCPyV pelo
método quantitativo e nem pelo método qualitativo. Os 24 casos controle foram
negativos para ambos os testes. Para razdo de sensibilidade, excluimos as
amostras que nao amplificaram em ambos os testes, os casos com diagndstico

diferencial, que nao a LMP.
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Tabela 4. Tabela de contingéncia dos métodos quantitativo e qualitativo

nPCR
Sensibilidade: 69,6%

2 Positivos Negativos Total
N
o
% ‘z Positivos 12 0 12
QA &
S 2 Negativos 4 37 41
0
‘»
§ Total 16 37 53

Para avaliar a variacao intra-observacoes e entre observacdes de variaveis
categodricas, utilizou-se o percentual de concordancia e a estatistica de Kappa de
Cohen (Landis e Koch, 1977) (tabela 5). A Concordancia é uma medida usada em
escalas categoricas que nos fornece uma idéia do quanto as observagdes se
afastam daquelas esperadas, fruto do acaso, indicando-nos assim o quéo
legitimas as interpretagdes sao. A proporgao de concordancia nos dois tipos de
observacdo € obtida dividindo-se o numero total de observagdes concordantes
pelo numero total de observagdes.

(%C) Concordancia = a+d = 12+37 = 0,92
i 53

Para valor de porcentagem, temos que a concordancia observada entre os
métodos foi de 92%. Entretanto, considerando-se a maior propor¢cdo de
resultados negativos (37/53) e, portanto, uma provavel alta concordancia devido
unicamente ao acaso, utilizou-se a estatistica de Kappa, que permite medir o grau
de concordancia nao aleatdria entre medidas repetidas da mesma variavel
categdrica. O indice Kappa ajusta o valor de concordancia ao tamanho da
amostra e a chance de concordancia devido ao acaso. O valor de Kappa é obtido
através da diferenca da concordancia observada pela concordancia esperada
dividido por 1 menos a concordancia esperada. A concordancia esperada é obtida

através da multiplicagdo dos valores totais marginais, ou seja, o produto do total
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de positivos para os dois métodos (12x16) somados ao produto do total de
negativos para os dois métodos (41x37) e dividido pelo quadrado do total de

observacdes (53).
indice Kappa (IK) = (Po — P¢), sendo:
1-P¢

Po = atd = 12+37 = — concordéancia = 0,92
i 53

Pc = [(exq)+(fxh)] = [(12x16)+(41x37)] = 0,60
1 (53)?

Po = concordéancia observada
Pc = concordancia esperada

(IK) = (0,92 -0.60) = 0,32 = 0,80
1-0,60 0,40

Desta forma temos que o indice Kappa resultante na comparacdo entre a
gnPCR e a nPCR foi de 0,80 Por essa analise, temos que o indice de
concordancia entre estes métodos, nPCR e nqPCR, permaneceu em um nivel

considerado de substancial a excelente.

Tabela 5. Tabela de concordancia para Estatistica K

Valor de Kappa Concordancia
0 Pobre
0-0,20 Ligeira
0,21-0,40 Consideravel
0,41-0,60 Moderada
0,61-0,80 Substancial

0,81 -1 Excelente
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5. DISCUSSAO

Antes do estabelecimento da HAART, o prognéstico dos pacientes
acometidos pela LMP era muito ruim (De Truchis et al., 1993; Moreno et al., 1996;
Garcia De Viedma et al., 1999). Desde o inicio da introdugéo desta terapia, muitos
pacientes com LMP tém apresentado sobrevida prolongada (Baqi et al., 1997;
Elliot et al., 1997; Power et al., 1997). O crescente numero de casos de LMP de
longa duragdo e de pacientes em uso de HAART que apresentam os sinais e
sintomas compativeis com LMP, mas sem confirmagao diagndstica apontam para
a necessidade de um refinamento nas técnicas de diagndstico disponiveis em

busca de maior sensibilidade.

O marcador virolégico da LMP que possivelmente indica a gravidade da
infeccao pelo JCPyV é a presenga e a quantidade do DNA do JCPvV no LCR. A
PCR em tempo real, por permitir a quantificacdo do DNA viral no LCR,
potencialmente auxiliara na anadlise da atividade da LMP juntamente com
avaliagdes clinicas e radiolégicas (Bossolasco et al., 2005). Neste estudo,
apresentamos uma comparagao das técnicas de nPCR e qnPCR em tempo real e
desenvolvemos um exame que podera monitorar os pacientes de LMP durante o

tratamento com a HAART.

O padrao-ouro para diagnéstico da LMP é a biépsia cerebral, apresentando
uma sensibilidade de 80 a 90% e especificidade de 67 a 96%, com morbidade de
8 a 12% e mortalidade de até 3% (Editorial 1992). Apesar do poder diagnéstico, &
um procedimento invasivo com alta complexidade/custo, estando na maioria das
vezes, contra-indicado devido as condicdes clinicas do paciente. Neste estudo,
utilizamos como modelo para comparacdo o método molecular eleito como
diagnostico confirmativo da LMP, a nPCR. Apods o advento da PCR, foi com o
estabelecimento da nPCR que encontramos um exame suficientemente sensivel
para a deteccdo do DNA do JCPyV no LCR. Desde entdo, dados da literatura
sugerem que a sensibilidade de ensaios de PCR para a detecgdo do JCPyV no
LCR pode variar de 17% até 92% e a especificidade de 92% até 100%
(Karahalios et al., 1992; Weber et al., 1994; Marzocchetti et al., 2005). A falta de
uma padronizagdo para a nPCR é um possivel motivo para a ampla faixa de

variabilidade na sensibilidade do método descrita na literatura. Diferentes regides
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do genoma do JCPyV, como a do gene da proteina VP1 e do antigeno T maior,
foram as mais usadas nestes testes, tendo sido observado uma maior
variabilidade génica na regido VP1, resultando em taxas de detecgao variadas
para cada um dos fragmentos utilizados (Ryschkewitsch et al., 2004; Landry et al.,
2008). Outro dado importante é que antes da HAART a frequéncia de deteccéao
era em média de 89,5% pela nPCR e apds esta terapia a sensibilidade da nPCR
apresentou queda significativa para em torno de 57,5% (Giudici et al., 2000;
Marzocchetti et al., 2005).

Embora poucos, os ensaios de PCR em tempo real para a deteccdo do
JCPyV tém sido desenvolvidos. A gPCR é apresentada em diversos artigos como
um método mais rapido, menos laborioso e mais especifico que a nPCR
(Bossolasco et al., 2005; Elfaitouri et al, 2006; Glass e Venter, 2009). Alguns
estudos disponiveis na literatura, para a pesquisa do JCPyV no LCR, descrevem
uma sensibilidade em torno de 76% na era HAART, até dez vezes mais sensivel
que a nPCR, com 100% de especificidade (Bossolasco et al., 2005; Elfaitouri et
al., 2006).

Visando a melhoria da sensibilidade do método empregado atualmente, a
nPCR, desenvolvemos o método de gnPCR em tempo real. Este método consiste
em uma modificagdo da nPCR convencional, substituindo a segunda etapa por
uma PCR em tempo real utilizando o produto da 12 etapa como molde para uma
segunda reagdo, baseada no sistema TaqgMan™ (Applied Biossystems) de
deteccao. De fato, a combinacdo das técnicas de nPCR e qPCR mostrou-se
eficaz para a detecgdao do DNA do Mycobacterium tuberculosis em amostras de
LCR de casos suspeitos de meningite tuberculosa. Neste estudo, a sensibilidade
para ambos os métodos, nPCR e qnPCR foram considerados equivalentes
(Takahashi e Nakayama, 2006).

Nos nossos resultados, com a nPCR in house obtivemos a sensibilidade de
69,6% especificidade de 100%, pois nenhuma das 24 amostras controle
apresentaram testes positivos. De 29 amostras estocadas, 19 eram de pacientes
com LMP confirmada e 10 de pacientes com diagndstico provavel, mas sem
confirmagao. Trés amostras anteriormente positivas para a presenca do JCPyV,

mesmo com sucessivos testes, ndo apresentaram amplificacdo. As condicdes de
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estocagem a -20°C podem ter contribuido para a perda significativa de qualidade
deste material a longo prazo (Smith e Morin, 2005). Entre 10 das amostras de
pacientes com quadro clinico compativel, mas sem a confirmacdo molecular da
doenga, tivemos a exclusdo de trés pacientes por motivo de diagndsticos
diferenciados confirmados. Com a nPCR, obtivemos 16 casos confirmados em 23
amostras de possiveis doentes, perfazendo uma razdao de 69,6%. A
especificidade da nPCR previamente padronizada foi de 100%, pois nenhum
paciente controle apresentou teste positivo dentre as 24 amostras controle

analisadas em nosso estudo.

Neste estudo, de 19 amostras previamente confirmadas para presenca do
JCV, trés ndo apresentaram quantificagdo de carga e nem apresentaram
bandeamento compativel com o diagnéstico pela nPCR. Outras quatro amostras
(6,7,8,17), apesar de apresentarem banda de tamanho compativel, nitido e
intenso pela nPCR , ndo produziram amplificados pela gnPCR. Entre as amostras
estudadas, apenas 12 amostras apresentaram quantificacdo e produtos
especificos, sendo consideradas positivas para ambos os testes. A sensibilidade
da gnPCR foi menor do que a sensibilidade obtida com a nPCR, alcancando
52,2%. A especificidade deste método foi a mesma da nPCR, 100%, pois

nenhuma das 24 amostras controle apresentou teste positivo.

Nao sabemos, ainda, a razdo desta diferenca entre a sensibilidade da
gnPCR e da nPCR. Esta discrepancia pode ser atribuida a um resultado falso-
positivo ainda na nPCR, este explicado pela probabilidade remota de
contaminagdo por amplificados de amostras positivas no momento da
transferéncia dos produtos da primeira PCR para a segunda PCR. No entanto,
todos os procedimentos a fim de se evitar contaminagdo foram tomados, tais
como o0 uso de pipeta especifica para esta etapa de transferéncia e o uso de
ponteiras com filtro (Aslanzadeh, 2004). Outra possibilidade seria a amplificacao
de produtos inespecificos, uma vez que a deteccdo tradicional dos amplicons da
nPCR é feita na fase tardia ou fase de platd da reacdo. Nesta fase, produtos
amplificados e produtos inespecificos que estavam sendo amplificados com uma
menor eficiéncia ao longo da termociclagem vao se acumulando. Portanto, a

certeza completa da especificidade dos produtos obtidos na nPCR sé seria
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comprovada pelo sequénciamento ciclico destes produtos, demonstrando tratar-
se de sequéncias especificas do gene do antigeno T do JCV. Em contrapartida, a
gnPCR utiliza uma sonda especifica baseada no principio de transferéncia de
energia, sendo marcada com um corante de alta energia “reporter” localizado na
extremidade 5 e outro corante de baixa energia “quencher” localizado na
extremidade 3. Neste sistema de deteccdo, a sonda se anelara apdés o
reconhecimento da seqléncia alvo, entretanto a emissdo da fluorescéncia
ocorrera somente durante a atividade exonucleasica da enzima DNA polimerase,
com a clivagem da sonda e a separagao dos fluoroforos, “reporter” e “quencher,
garantindo uma maior especificidade dos resultados e evitando falso-positivos
(Aslanzadeh, 2004; Mackay, 2004; Elfaitouri et al., 2006).

Falso-negativos na qnPCR poderiam ser resultantes da possivel presenga
de fatores inibidores. Inibidores da PCR s&o substéncias que podem reduzir a
atividade da polimerase diretamente ou podem competir com o fragmento alvo
limitando a disponibilidade de polimerase e outros elementos da reacao. Uma
acurada quantificacdo nao é possivel em amostras que contenham inibidores que
possam reduzir a eficiéncia da reacdo antes desta ultrapassar a linha de base
threshold. Um possivel inibidor da reacao é o excesso de amplificados resultantes
da primeira etapa da qnPCR. Por esse motivo, os produtos da primeira reagao
eram purificados e diluidos para utilizagdo na segunda etapa de PCR em tempo
real. Para avaliar a possibilidade de substancias inibidoras, foram feitas diluicdes
pareadas do produto do 12 etapa das amostras (6,7,8 e 17). Em cada par de
diluigdes, uma das amostras recebia o controle interno (diluicdo do plasmideo) e a
outra apenas a diluicdo do produto da primeira etapa. As amostras pareadas eram
entdo submetidas a segunda etapa da qnPCR em tempo real. As amostras que
apresentavam controle interno amplificaram, ao passo que as amostras que nao
continham esse controle ndo emitiram sinal, portanto confirmando a eficacia da

purificacdo e auséncia de inibidores na reacao.

Um outro possivel motivo para a menor sensibilidade do exame quantitativo
pode ser a redugado acentuada da titularidade do JCPyV na amostra apos a etapa

de purificagao, em conseqliéncia de perdas decorrentes do procedimento.

Quando os ensaios de PCR foram desenvolvidos para uso clinico, areas
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conservadas do genoma foram escolhidas. Entretanto, essas informagbes sao
baseadas num limitado numero de sequéncias que mudam continuamente.
Apesar da regido do antigeno T maior ser apontada como a regido mais
conservada entre os genomas do JCV e a mais apropriada para desenvolver
testes moleculares se comparada com a regido anteriormente selecionada (Vp1)
(Mcguire et al., 1995; Ryschkewitsch et al., 2004), existe um risco potencial de
perder variantes do virus especialmente se este genoma viral apresentar
variabilidade (Landry et al., 2008; Glass e Venter, 2009). Uma hipo6tese plausivel
para a nao detecgdo de algumas amostras pela gnPCR é o possivel nao
anelamento da sonda altamente especifica ao fragmento a ser amplificado em
razao de variagdes da sequéncia do genoma alvo na regido de ligagdo com o
amplicon, nao hibridizando propriamente e gerando resultados falso negativos
(Landry et al., 2008; Whiley et al., 2008; Glass e Venter, 2009).

Apesar da diferenga de resultados entre as técnicas de nPCR e gnPCR, a
concordancia entre os métodos foi de 92%. Este elevado percentual, deve-se a
correlagdo de 100% de casos negativos, podendo ser unicamente ao acaso.
Entretanto ao utilizarmos a estatistica Kappa, que ajusta o valor de concordancia
ao tamanho da amostra e a chance devido ao acaso, obtivemos concordancia de
0,80, considerada substancial, mostrando que ambas as técnicas permitem a

deteccao do JCV em amostras de LCR.
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6.CONCLUSAO

° Elaboramos um método de nested-PCR quantitativa em tempo real

para a detecgao do JCPyV no LCR.

o A gnPCR foi padronizada e validada. Verificou-se o desempenho
deste método através da comparacao dos resultados obtidos entre as duas
metodologias.

o N&o houve ganho de sensibilidade para o novo exame diagndstico
visto que em nossos resultados obtivemos 80,0% para a nPCR e 60,0% para a
qgnPCR.

o Este novo método sera capaz de indicar o progresso do paciente
frente a tratamentos com antiretrovirais, visto que com este método, poderemos
fornecer uma quantificagéo de carga viral com faixa de deteccdo de 10° copias/pl
até 10° copias/pl.

o A curva-padréo obtida apresentou coeficiente de regressao linear
(R?) de 0,997 e slope de -2,49.

o A concordancia encontrada foi de 92% entre os métodos nPCR e
gnPCR, entretanto, ao ajustar as chances devido ao acaso ao tamanho amostral,
pela estatistica de Kappa, a concordancia cai para 80% entre as duas

metodologias, entretanto, permanecendo substancial a elevada.
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7.PERSPECTIVAS FUTURAS

o Realizar testes de reagao cruzada com outros poliomavirus
° Sequénciar as amostras que ndo amplificaram pelo teste quantitativo
° Correlacionar os dados clinicos com os resultados obtidos com as

duas metodologias

o Os resultados serdo divulgados em congressos e submetidos a

publicacdes em revistas especializadas
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