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Resumo

Introducéo - O cancro colo-retal (CCR) € o segundo tipo de cancro mais prevalente em
Portugal, em ambos os sexos e o terceiro a nivel mundial, apenas no sexo masculino.
Julga-se que a infecdo pelo poliomavirus humano JC (JCV) estimula o desenvolvimento
tanto de CCR como de outros tipos de cancro. Esta infecdo surge na infancia, podendo
persistir durante toda a vida do individuo. A medula 6ssea é um reservatdrio bastante
importante do JCV e é o local mais provavel da transformacéo neurotrdpica deste (Tan et
al., 2009).

A expressédo do genoma do JCV, em diversos ensaios com animais, resultou na
inducdo de vérios tumores. O antigénio-T (Ag-T) e a agnoproteina, proteinas virais,
cooperam juntas para a oncogénese do JCV. A maioria dos adenocarcinomas do célon
expressa proteinas virais (Del Valle & Khalili, 2010).

As mutacdes no genoma da p53 sdo das alteragBes genéticas mais comuns no
desenvolvimento do CCR (lacopetta, 2003).

Objetivos - Estudar polimorfismos da p53 em CCR com JCV e tentar relacionar leséo e
virus.

Material e métodos - Em amostras de tecido fresco de CCR e de mucosa adjacente e ndo
adjacente a este (n=66) (grupo de estudo) e de mucosa normal (n=21) (grupo controlo),
avaliou-se a presenca de sequéncias de DNA do JCV, pela técnica de Nested-PCR e
estudaram-se polimorfismos da p53, pelas técnicas de PCR, purificacdo e sequenciacao.
Resultados e discussdo - A estimativa de um maior “risco” de sequéncias de DNA do
JCV ocorre: em adenocarcinoma (RC=14.40; 1Cg50,=3.286-63.11), em mucosa adjacente
(RC=6.857; 1Cg50,=1.265-6.481) e em mucosa ndo adjacente (RC=4.333; 1Cgs0,=1.155-
16.25) versus mucosa normal (grupo-controlo); tendencialmente, em adenocarcinoma e
em mucosas, adjacente e ndo adjacente, mais do que em mucosa normal.

Conclus@es - Na mucosa colo-retal, a presenca de JCV é a excecdo em grupo-controlo e a
regra em grupo com adenocarcinoma, parecendo haver tropismo do virus JC por esta
lesdo. Ao confirmar-se a tendéncia para um maior numero de mutacGes da p53 em
adenocarcinoma e em mucosas, adjacente e ndo adjacente a esta lesdo, as terapias génicas

profilaticas, moduladoras e curativas podem ser muito importantes.
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Abstract

Introduction - The colorectal cancer (CRC) is the second most prevalent type of cancer
in Portugal, in both sexes, and the third of the worldwide level, only in males. It is
believed that infection with the human polyomavirus JC (JCV) stimulates the
development of both CRC as well as other types of cancer. This infection appears in
childhood and may persist throughout the life of the person. Bone marrow is a reservoir
that is very important and the most likely location of the transformation of neurotropic
JCV (Tan et al., 2009).

Expression of the genome of JCV, in various tests with animals, resulted in the
induction of various tumors. The T-antigen (Ag-T) and the agnoprotein, are viral proteins,
that cooperate together to oncogenesis of JCV. The majority of colon adenocarcinomas
expresses viral proteins (Khalili & Del Valle, 2010).

Mutations in the genome of p53 are the most common genetic alterations in the
development of CRC (lacopetta, 2003).

Objectives - Study the p53 polymorphisms in CRC with JCV and try to connect the
lesion and the virus.

Materials and Methods - In samples of fresh tissue of CRC and normal mucosa,
adjacent and not adjacent to this lesion (n = 66) (study group) and normal mucosa (n =
21) (control group), evaluated the presence of JCV DNA sequences by nested PCR
technique and were studied polymorphisms of p53 by PCR, purification and sequencing.
Results and discussion - The estimative of the biggest “risk" of DNA sequences of JCV
occurs: in adenocarcinomas (OR=14.40; Clgs,=3.286-63.11), in adjacent mucosa
(OR=6.857; Clgsy,=1.265-6.481) and in non-adjacent mucosa (OR=4.333; Clgse,=1.155-
16.25) versus normal mucosa (control group); tendentiously, in adenocarcinoma and
mucosa, adjacent and non-adjacent, more than in normal mucosa (control group).
Conclusions - In the colorectal mucosa, the presence of JCV is the exception in the
control-group and the rule in the group with adenocarcinoma, there seems tropism of JC
virus by this lesion. By confirming the trend for an increased number of mutations in p53
adenocarcinoma and mucosa, adjacent and non-adjacent to this lesion, the prophylactic,

modulators and curative gene therapies can be very important.
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1. O intestino grosso — Anatomia e Fisiologia

O intestino grosso, a parte terminal do tubo digestivo, segue-se ao ileo, do qual
esta separado pela valvula ileo-cecal e termina, ao nivel do perineo, num orificio: o anus.

O intestino grosso, composto por um tubo muscular, em forma dum canal
cilindrico cujo comprimento varia entre 1 e 1,70m e o didmetro é de aproximadamente
7cm na porgéo inicial e de 2,5 a 3,5cm na porgdo terminal. Nele podemos distinguir trés
zonas: 0 cego, o cblon e o reto.

O cego € a porcdo inicial do intestino grosso, com 4 a 8cm de comprimento e 5 a
7cm de didametro, encontra-se na fossa iliaca direita, tendo o formato de um enorme
recesso apresentando um prolongamento atrofiado, com formato cilindroide com 8cm de
comprimento: o apéndice vermicular. A juncdo ileo-cecal, parecendo estrangulada, liga o
ileo ao segmento medio do cego.

O cdlon constitui grande parte do intestino grosso, podendo medir entre 1,20 e
1,50m, subdivide-se em 4 segmentos: 0 ascendente, o transverso, o0 descendente e o
sigmaide (McCann & Wise, 2008).

O colon ascendente sucede-se ao cego, com 10 a 15cm de comprimento e um
calibre médio de 6¢cm, dirigindo-se para cima até atingir a face inferior do lobo direito do
figado. A este nivel, constitui o &ngulo direito ou hepético do célon.

Apo6s formar o angulo, dirige-se ligeiramente para cima, para tras e para a
esquerda ja como coldn transverso, alcangando o baco, onde configura o angulo esquerdo
ou esplénico do célon.

O cdlon descendente, com 25 a 35cm de comprimento e 4 a 5cm de calibre, é
constituido pela parte lombar (15 a 20cm) e pela parte iliaca (10 a 15cm), tem inicio no
angulo esquerdo do coélon, seguindo um trajeto quase vertical, até encontrar a por¢édo
esquerda da pelve.

Na pelve, entre a por¢do terminal do célon descendente e a face anterior da 32
vértebra sagrada, figura o célon sigmoide, que tem um comprimento médio de 40cm e 3 a
5cm de calibre.

Sob o ponto de vista anatomo-fisiolégico, o célon é subdividido em duas partes: o

célon direito e o esquerdo.
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O colon direito, a por¢édo do colon vascularizada pela artéria mesentérica superior,
sendo também denominado como célon de estase, é constituido pelo cego, apéndice
vermicular, célon ascendente, angulo direito do c6lon e pelos dois tercos direitos do célon
transverso (cerca de 25 a 50cm).

O colon esquerdo, a porcdo do colon vascularizada pela artéria mesentérica
inferior, é subdividido em duas porc¢des: a inicial e de passagem e a terminal ou de estase
pré-defecatdria. O cdlon esquerdo é constituido pelo terco esquerdo do célon transverso
(12 a 25cm de comprimento e 4 a 5cm de calibre), pelo angulo esquerdo, pelo célon
descendente e pelo sigmoide.

Sob o ponto de vista fisioldgico, o cdlon exibe dois tipos de fungdes: motoras e
digestivas.

As funcbes motoras sdo caracterizadas pelos movimentos peristalticos,
antiperistalticos, pendulares e rotatorios.

Os movimentos peristalticos sdo lentos e periddicos, prosseguem ao longo do
célon, através de anéis de contracdo, antecedidos por uma onda de descontracdo,
permitindo o avan¢o do contetdo intestinal.

Os movimentos antiperistalticos encontram-se no célon direito, onde se executam
as funcdes de progressdo e de reabsorcao do conteldo intestinal.

Os movimentos pendulares sdo oscilatorios, surgem isoladamente e destinam-se a
mistura e ao contacto do conteudo intestinal com as paredes.

Os movimentos rotatorios consistem numa onda peristaltica que, em vez de
prosseguir num trajeto longitudinal, prossegue numa direcdo helicoidal.

As funcbes digestivas consistem na reabsorcdo hidrica (célon direito e porcao
inicial do colon esquerdo), alguma reabsorcdo lipidica e glucidica (c6lon direito) e
producdo de muco lubrificador das fezes.

Apbs o colon sigmoide, segue-se o reto, Ultimo segmento do intestino, com 12 a
15cm de comprimento e calibre variavel, dependente do estado de replecdo ou de
vacuidade, que no perineo posterior, comunica com o exterior pelo anus.

Sob o ponto de vista anatémico, o reto é dividido em duas partes, na parte pélvica,
na ampola do reto (10 a 12cm de comprimento) e na parte perineal, o canal anal (2 a 3cm
de comprimento). As duas partes do reto estdo separadas por dois musculos elevadores do
anus, que regulam a abertura do canal anal.

Sob o ponto de vista fisioldgico, o reto é um 6rgéo reservatorio, com um sistema

de contencdo formado pelos musculos elevadores do anus e de expulséo.
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A parede do intestino grosso € constituida por quatro tdnicas: a mucosa, a
submucosa, a muscular e a serosa.

A tlnica mucosa tem uma coloracdo branco acinzentada e elevada espessura.
Normalmente lisa, ndo apresenta pregas circulares nem vilosidades intestinais, tendo
apenas na sua constituicdo nodulos linfaticos e os Ostios das glandulas intestinais
(Lieberklhn).

A tlnica submucosa, subjacente a tdnica mucosa, € constituida por tecido
conjuntivo, onde se encontram rolos vasculo-nervosos.

A tdnica muscular apresenta uma camada superficial constituida por fibras
musculares longitudinais (as trés ténias do co6lon) e por uma camada profunda de fibras
musculares circulares (Abraham, 2002).

A tlnica serosa, a mais externa, € formada por tecido fibroelastico similar ao
peritoneu, membrana que envolve os 6rgaos da cavidade abdominal.

Na superficie externa do intestino grosso sobressaem as ténias do célon e os
sulcos transversais, que condicionam as saculac@es do célon.

As proeminéncias e depressdes existentes na face externa sdo: as ténias e as
ampolas e na face interna sdo as pregas, 0s sulcos transversais e as saculacoes.

Existem trés tipos de pregas: na face externa as peritoneais e na face interna as
transversais e as semilunares.

Na face externa do intestino grosso observam-se as pregas peritoneais, em dedo de
luva, formando franjas, sendo denominadas como os apéndices omentais do colon.

As ténias do colon sdo feixes de fibras musculares, com 8 a 12cm de largura, que
percorrem todo o intestino grosso, desde a origem até ao seu término.

As saculagBes do colon encontram-se entre as ténias do colon, sendo irregulares e
separadas por sulcos transversais, 0s quais determinam proeminéncias na mucosa do
intestino grosso.

Os apéndices omentais do co6lon sdo prolongamentos peritoneais que, no seu
conjunto tém aspeto de franjas preenchidas por tecido adiposo na continuidade do
peritoneu, ao nivel das sacula¢des do célon e dos sulcos que as separam.

Na superficie interna do intestino grosso, a mucosa apresenta,
macroscopicamente, pregas e depressfes que refletem a projecdo dos sulcos e das
saculagdes do célon ao nivel do lumen intestinal. Ao nivel da mucosa intestinal, a
representacdo das ténias do colon faz-se por trés saliéncias longitudinais, lisas e finas, as

quais estdo unidas entre si por pregas transversais, as pregas semilunares do célon.
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Existem assim, ao mesmo nivel, trés pregas semilunares do célon, que constituem
uma elevacao em anel, a qual estd separada da que a antecede e da que se Ihe segue por
ampolas, em numero de trés por cada intervalo, as ampolas do cdlon, e que
correspondem, externamente, as saculagdes do colon (Pina, 2010).

Funcionalmente, o intestino grosso é responsavel por:

a) Atividades motoras — Rececdo do contetdo, num estado semi-liquido, que
advém do intestino delgado; progressdo deste e acumulacdo das fezes, até a sua
eliminagdo pelo organismo, através do anus (reto);

b) Manutencdo da homeostasia - Barreira bioldgica; reabsorcdo hidro-
eletrolitica (como por exemplo os eletrdlitos Na* e K*) através da atividade das enzimas
fecais (cego); producdo de muco lubrificador das fezes, segregado pelas glandulas
intestinais, que se mistura com os residuos solidos e com muitas das bactérias presentes
no canal, formando-se desta forma, a matéria fecal para posterior evacuacao (célon);

c) Sintese de vitaminas (como por exemplo K e B-12);

d) Conversdo de pigmentos e acidos biliares (Gaspar, 2010) (Philips,
1984)Phillips SF ..

Intestino

intestino grosso

6lon
transverso

sigmoide

Figura 1 — Esquema representativo do intestino grosso. (Adaptado de Carvalho Vacas, 2008).

Todo o intestino, mas sobretudo o célon, tem como ja verificAmos antes, uma
flora rica em bactérias simbiontes podendo algumas delas, em certas circunstancias,
tornarem-se patogénicas. As bactérias patogénicas podem estar incluidas na flora normal

e desenvolverem-se por selecdo, nomeadamente apds a administracdo de antimicrobianos
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ou provir do meio exterior. Estas poderdo estar envolvidas em vérias patologias do colon,
como o cancro colo-retal (CCR).

Em 96 a 99% do célon humano residem microrganismos anaerdbios estritos,
como por exemplo das espécies: Bacteroides (bacilos gram -) (como o Bacteroides
fragilis), Fusobacterium (bacilos gram -), lactobacilos anaerobios, Clostridium (bacilos
gram +) (como o Clostridium perfringens) e cocos gram (+). Os restantes 1 a 4% dos
microrganismos residentes no célon humano séo aerdbios facultativos.

Estas bactérias sdo de enorme relevancia para o organismo, pois sdo fornecedoras
de uma barreira fisica e bioldgica contra os agentes patogénicos, competindo com estes
pelos mesmos recursos pois ndo podem coexistir, sobrepondo-se uma espécie a outra até a

sua extincdo. Este fendmeno é denominado de exclusdo competitiva.

A carcinogeénese intestinal pode ser um dos resultados de:

- Uma disbacteriose (desequilibrio da flora intestinal) causada por stress,
fome, presenca de parasitas, uso de antibidticos, entre outros, na flora microbiana do
célon, com um aumento da proporcdo de bactérias cujo metabolismo produz compostos
citotoxicos (por exemplo as bactérias sulfato redutoras);

- Bactérias que causam alteracGes no DNA,;

- Producdo de radicais livres (por exemplo espécies reativas de oxigénio
ROS);

- Ativacdo anormal de células imunocompetentes (por exemplo o0s

macrofagos) (Guarner, 2006).

2. O cancro colo-retal

2.1 Epidemiologia

Em todo o mundo, no ano de 2009, o CCR foi o0 segundo mais prevalente em cada
sexo, do qual resultaram 608.000 mortes. Em toda a Europa, ha cerca de 140.000
mulheres e 170.000 homens com CCR, 68.000 mulheres e 78.000 homens morrendo
anualmente. Aproximadamente 60% dos casos de CCR ocorreram em paises ocidentais, 0

que poderd pelo menos em parte ser explicado pela dieta destes paises ser rica em
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gorduras e proteina animal e pobre em fibra (Ferlay et al., 2001) (Markowitz &
Bertagnolli, 2009).

Em Portugal, o CCR é o segundo tipo de cancro mais frequente a seguir ao cancro
do pulmao, em ambos os sexos, seguido pelo cancro da prostata e da pele, nos homens, e
pelo da mama e da pele, nas mulheres.

Nas ultimas décadas, registou-se um aumento da mortalidade por CCR bastante
significativo na ordem dos 80% entre 1980 e 1998, sendo que em 1998 registaram-se
2574 mortes por CCR. Nas estatisticas de 2003, em Portugal, detetaram-se cerca de
150.000 novos casos de cancro colo-rectal e 57.100 mortes, ou seja, 11% da mortalidade
de todos os cancros. Alguns estudos estatisticos concluem que, por ano, surgem
aproximadamente 6.400 novos casos de CCR e a taxa de mortalidade em Portugal situa-se
nos 56% (na Europa 50%) (Figura 2) (Vacas, 2008) (Pontes et al., 2005).

Taxa de mortalidade

56% ';. \ T 50%

Portugal w Europa
- : -
- )

2° tipo de

. cancro mais
frequente nio
56 na Europa
mas em todo o

Mundo

Figura 2 — Taxa de mortalidade por cancro colo-retal (Adaptado de Carvalho Vacas, 2008).

2.2. Manifestacoes clinicas do cancro colo-retal

O CCR é uma doenga que pode ser considerada “silenciosa”, tendo uma evolugdo
lenta, sendo que a manifestacdo clinica, por vezes s6 se torna visivel num estado
avancado do carcinoma. Este tipo de cancro pode demorar entre 6 a 8 anos a desenvolver-
se. Por isso, é bastante importante a realizacdo de exames regulares de rastreio e também
saber guais sdo 0s principais sintomas.

Uma das carateristicas principais do CCR ¢ a sua metastizacdo, ou seja, quando o
CCR se propaga para fora do célon ou do reto, as células cancerosas atingem, vérias

vezes primeiramente os ganglios linfaticos vizinhos. Se as células cancerosas ja tiverem

12



MARCADORES DE NEOPLASIA E DE INFEGAO POR VIRUS JC EM COLON HUMANO | 2012

atingido estes ganglios, é provavel que também se tenham metastizado para outros
ganglios linfaticos ou mesmo para outros 0rgaos.

Em alguns casos, 0s pacientes ndo apresentam sintomas, mas quando os tém, de
acordo com a Europacolon Portugal (Associacdo de Luta Contra o Cancro do Intestino),
séo frequentes:

o Hemorragia, que por vezes € microscopica, com ou sem anemia;

o AlteracBes dos habitos intestinais, como diarreia, obstipacdo persistente,
tenesmo (sensacdo de que o intestino ndo esvazia completamente) ou alternancia entre
uma condicéo e outra e/ou alteracdo da consisténcia e coloracao (fezes muito escuras) das
fezes, por periodos mais ou menos prolongados;

o Ou outros sintomas, tais como anorexia, perda de peso sem causa aparente,
cdlicas, edema, enfartamento e cdibras, cansaco constante, nauseas e vomitos, febre e

mal-estar geral ou desconforto abdominal generalizado (Hamilton & Aaltonen, 2000).

Na maioria das vezes, estes sintomas, ndo estdo relacionados com o CCR, e
podem ainda ser provocados por tumores benignos ou outros problemas. Sé os devidos
exames de diagnostico, podem confirmar se € CCR ou ndo. Qualquer pessoa com estes

sintomas deve consultar o seu médico, para posterior diagnostico e tratamento.

2.3. Patogénese

O cancro forma-se através de uma proliferacdo anormal e descontrolada das
células constituintes de um tecido. O CCR tem origem nas células epiteliais do célon e/ou
do reto. Este tipo de células, em condi¢des bioldgicas normais, replicam-se a uma taxa,
aproximadamente, de 10'° novas células epiteliais/dia, levando deste modo a uma elevada
vulnerabilidade do epitélio colo-retal a possiveis mutacdes e, naturalmente, a
carcinogénese (Komarova, 2005).

Apesar disto, esta vulnerabilidade a mutacGes nédo se aplica ao intestino delgado,
devido ao seu igualmente elevado turnover celular. Pode dizer-se entdo, que estas células
do epitélio do colon e do reto séo propicias a acumulacdo de mutacdes em oncogenes e
genes supressores de tumores, com consequéncias na proliferacdo de clones de células

“anormais” e no crescimento neoplasico (Mak et al., 2004).
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Varios fatores tém um papel muito importante ao nivel da carcinogénese do célon,
agregando-se em trés tipos, os fatores ambientais, os pessoais e familiares e os genéticos.

Pode assim concluir-se, que o desenvolvimento das diversas variantes de
carcinogénese colo-retal vai estar dependente da contribuicdo relativa destes fatores
principais, apesar de que a variante esporadica é proveniente, sobretudo, da exposi¢édo
ambiental, 0 mesmo acontecendo no caso de outras neoplasias como € o caso do cancro
do pulméo e do estdmago (Yeatman, 2001).

Ainda ndo se sabe, exatamente, quais as causas que provocam o CCR, sendo que
existem varios fatores e mecanismos de risco, que contribuem para o desenvolvimento do
CCR, sendo estes:

o Fatores ambientais, tais como o alcoolismo, o tabagismo, o sedentarismo e
a dieta alimentar, constituida quer por um excesso de gorduras, proteinas animais (tais
como carnes vermelhas e derivados) ou calorias (tais como hidratos de carbono refinados)
quer pelo baixo consumo de fibras, hortofruticolas e cereais;

o Fatores pessoais e familiares, tais como idade, a probabilidade de ter CCR
aumenta com a idade (mais de 90% com mais de 50anos), obesidade, histéria familiar de
polipos (especialmente com doenca familiar em idade jovem), doenca inflamatdria
intestinal (inflamacdo prolongada do colon, exemplo doenca de Crohn), presenca de
polipos no intestino grosso (sequéncia adenoma-carcinoma) e antecedentes clinicos
oncolégicos (CCR anterior ou histéria de cancro do ovario, do Utero ou da mama);

o Fatores genéticos que sdo de transmissdo hereditéria, tendo como exemplo
os familiares de pessoas com cancro do cdlon ndo-polipdide hereditario, tipo de cancro
hereditario mais comum, que representa cerca de 2% de todos os casos de CCR (3 em 4
pessoas com alteracdo no gene HNPCC) ou com polipose adenomatosa familiar (PAF),

menos 1% de todos os casos de CCR (alteragdo no gene especifico APC).

Cerca de 80% de todos os casos existentes de CCR sdo de variante ndo-familiar, e
sdo normalmente diagnosticados a partir dos 50 anos de idade (em média 64 anos). Os
restantes 20% dos casos existentes sdo predominantemente de origem genética, de
transmissdo hereditaria e com a sua manifestacdo mais precoce, sendo que 0S mais
constantes sdo o cancro colo-retal ndo-polipdide hereditario (2 a 10%) e a PAF (<1%)
(Petersen et al., 1999).
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A PAF ¢é uma doenca hereditaria rara de carater autossomico dominante,
caracterizada pelo desenvolvimento de pdélipos adenomatosos no tubo digestivo, mas
sobretudo no colon e reto, que poderdo degenerescer em adenocarcinomas colo-retais
(Campos et al., 2003).

A grande maioria das variantes de CCR localiza-se no célon sigmdide e no reto,
mas nos ultimos anos tem aumentado a frequéncia de locais mais proximais (Hamilton
&Aaltonen, 2000).

2.4. Carateristicas anatomo-patologicas

2.4.1. Polipos

Os polipos intestinais sdo considerados, maioritariamente, como lesBes salientes
que crescem na parede da mucosa do colon ou do reto; histologicamente, os polipos
intestinais sdo qualificados como ndo-neoplasicos ou neoplasicos; e morfologicamente, 0s
polipos podem ser pediculados (presenca de um pediculo) ou sésseis (auséncia de um
pediculo) (Faias et al., 2004).

Os polipos sdo na sua maioria tumores benignos, como por exemplo 0s adenomas,
que ndo invadem os tecidos circundantes nem metastizam, devendo ser removidos por
cirurgia durante a colonoscopia. Se ndo forem devidamente removidos, alguns pélipos
poderdo se tornar malignos, como por exemplo os adenocarcinomas, concluindo-se entéo
que a detecdo adequada e atempada remocao dos polipos pode reduzir o risco de contrair
CCR.

Os tumores malignos metastizam-se, principalmente para o figado e pulméo, o que
permite que estes sejam posteriormente, encontrados nos ganglios linfaticos vizinhos
(Faias et al., 2004).

Pélipo séssil
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Figura 3 - Imagens de um polipo séssil (Adaptado de

www.gastrointestinalatlas.com/English/Colon_and_Rectum/Polyps/polyps.html).

o

1 ‘polipo pediculado | o

Figura 4 — Imagem de um polipo pediculado, com um pediculo grande e largo (Adaptado de

www.gastrointestinalatlas.com/English/Colon_and_Rectum/Polyps/polyps.html).

Os polipos ndo-neoplasicos podem desenvolver-se aquando da maturacdo anormal
da mucosa, da inflamacéo ou de outras anomalias, e podem degenerar, pois na sua grande
maioria ndo tém potencial de malignidade.

Neste tipo de polipos estdo inseridos os hiperplasicos, tem como carateristica um
aumento anormal do nimero de células no tecido com consequente aumento da area do
polipo; os hamartomas, polipos juvenis, mais comuns em criangas abaixo dos 10anos de
idade; os inflamatérios ou pseudopodlipos (polipos falsos) pois ndo sdo polipos
verdadeiros, mas sim uma reacdo a uma inflamacéo crénica no célon e os linféides, lesGes
benignas que ocorrem em grupos de foliculos linféides que estdo presentes no ileo
terminal e reto, raros em criangas.

Os polipos neoplésicos ou adenomatosos ou também chamados adenomas sao
lesGes precursoras de carcinoma e sdo descritos por uma displasia proliferativa epitelial
(Liu & Crawford, 2005).

2.4.1.1. Polipos hiperplasicos

Os pdlipos hiperplasicos sdo polipos de tamanho pequeno, sem componente
viloso, que se distinguem pelo seu formato de criptas serrilhadas, apresentando um
epitélio proliferativo como base, tufos e células caliciformes amplificadas na parte
superior e na superficie luminal, talvez devido a menor renovacdo celular das células
epiteliais. Os nucleos na regido serrilhada sdo pequenos, regulares, redondos e localizam-

se na base das celulas adjacentes a membrana, que é engrossada por debaixo da superficie
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das celulas epiteliais (Liu & Crawford, 2005). O citoplasma € formado por mucina,
vacuolos salientes, sendo estes maiores do que as células caliciformes normais.

A zona proliferativa é caraterizada por uma grande atividade mitética, que pode
até levar a uma mistura com os adenomas (Hamilton & Aaltonen, 2000). A localizacéo
deste tipo de pdlipos é mais usual em locais como o reto e 0 colon sigmoide e tornam-se

mais constantes com o aumento da idade (Tanaka, 2009).

[polipo hiperplasico

Figura 5 — Imagem de um pdlipo hiperplasico (Adaptado de Pickhardt, 2004).

2.4.1.2. Adenomas

Os adenomas sdo tumores benignos que surgem a partir do epitélio glandular, que
com o tempo se podem tornar malignos, adquirindo a designacdo de adenocarcinoma.
Este tipo de polipos sdo caraterizados pela sua displasia de baixo ou alto grau, sendo que
os de alto grau representardo, provavelmente, a fase de transicdo entre o adenoma e o
adenocarcinoma (Cravo, 2000).

Os adenomas podem ser distinguidos, ao nivel macroscopico, em trés grupos:
elevado, plano e deprimido. Os adenomas elevados podem ser pediculados ou sésseis e
caraterizam-se pela presenca de uma haste de mucosa. Os adenomas planos e 0s
deprimidos sdo representados por um eritema da mucosa, derivado as mudancas
existentes na sua textura (Hamilton & Aaltonen, 2000). Os nucleos fusiformes ou
alargados e ovoides sdo hipercromaticos, e podem apresentar diferentes graus de

estratificacdo nuclear e de quebra de polaridade.
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adenoma plano

Figura 6 — Imagem de um adenoma plano (Adaptado de www.clinicabragalha.com.br).

Os adenomas podem ainda ser classificados de outra maneira, por exemplo de
acordo com a propor¢do do seu componente viloso:
e Adenoma tubular, quando tem componente viloso ndo ultrapassa os 20%
(£20%));
e Adenoma tubulo-viloso, o componente viloso situa-se entre 0s 20 e 0s 80%
(>20<80%);

e Adenoma viloso, com componente viloso de no minimo 80% ( >80%).

Figura 7 — Imagens durante colonoscopias. A- Adenoma tubulo-viloso; B- Adenoma tubular; C-

Adenoma viloso. (Adaptado de:

www.gastrointestinalatlas.com/English/Colon_and_Rectum/Polyps/polyps.html).
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Uma avaliacdo patologica adequada depende de fatores como:

o Grau de displasia;

o Proporgéo do componente viloso;

o NUmero de polipos;

o Dimensao dos polipos (p6lipos pequenos <lcm; polipos grandes >2cm);
o Morfologia (pediculado, semi-pediculado ou sessil);

o Topografia dos pélipos.

Os adenomas tubulares podem ser classificados em salientes (esféricos e
pediculados) ou ndo-salientes (planos). As estruturas glandulares displasicas abrangem,
microscopicamente, pelo menos 80% da superficie do lumen.

Os adenomas vilosos séo distinguidos como sésseis, com uma superficie de aspeto
ciliar, sendo que mostram projecdes como folhas alinhadas de epitélio glandular
displasico que abrangem mais de 80% da superficie luminal.

Os adenomas tubulo-vilosos sdo caraterizados por uma juncdo de estruturas
tubulares e vilosas, com uma relacéo entre 80%/20% e 20%/80%.

H& uma relagdo direta entre o tamanho do polipo, a propor¢cdo de componente
viloso e a probabilidade de malignizacdo. Quanto maior o pdlipo, maior 0 componente
viloso e maior a probabilidade de malignizacdo. Por isso, diz-se que um adenoma
displasico é caraterizado por um elevado risco de malignizagdo, pois exibe um ou mais
dos trés aspetos subsequentes: dimensdes iguais ou superiores a 1cm, um componente
viloso relevante (mais que 25%) e/ou displasia de alto grau (Amaro, 2003).

Enquanto menos de 1% dos adenomas, com um didmetro inferior a 1cm, sofrem
malignizacdo, cerca de 10% com um didmetro maior de 1cm, degeneram ao fim de
10anos e 25%, ao fim de 20anos. A frequéncia de adenomas eleva-se de 20% a 25%, aos

50anos, para 50%, aos 75/80anos.
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2.4.1.3. Adenocarcinoma

A particularidade fundamental dos adenocarcinomas € a sua capacidade de invaséo
da submucosa e da muscularis-mucosae. Os adenocarcinomas podem ser distinguidos
tendo por base a extensao da sua componente glandular, ramificando-se em
adenocarcinomas bem ou moderadamente diferenciado, de baixo e de alto grau.

Nos adenocarcinomas pode-se observar a existéncia de glandulas, com producao
de um muco e de tdbulos, carateristicamente inconstantes, dobrados e distorcidos. A
fracdo do tumor que apresenta estruturas glandulares permite explicar a qualificacdo do
seu grau de diferenciacdo, sendo que os bem diferenciados, ou seja, de grau 1, revelam
estruturas glandulares numa é&rea da lesdo superior a 95% do total desta; o0s
moderadamente diferenciados, por tanto de grau 2, apresentam entre 50 a 95% de
glandulas; os poucos diferenciados, de grau 3, com 5 a 50% de glandulas; e os

indiferenciados, de grau 4, com menos de 5% de glandulas (Hamilton & Aaltonen, 2000).

1‘&"

Figura 9 — Imagem de um carcinoma do colon, histologicamente diagnosticado como
adenocarcinoma tubular moderadamente diferenciado. E de notar que & volta do carcinoma ha um

adenoma e um polipo hiperplésico (Adaptado de Tanaka, 2009).
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2.5. Sequéncia criptas aberrantes-adenoma-carcinoma

A sequéncia criptas aberrantes-adenoma-carcinoma é iniciada pela mucosa no seu
estado normal, evoluindo a proliferacdo celular localizada até as criptas aberrantes,
adenoma simples, adenoma avancgado e por ultimo, adenocarcinoma avancgado.

A maioria dos pdlipos colo-retais séo de pequenas dimensdes (inferiores a 5mm de
tamanho) e sdo hiperplasicos. Tendo em conta a informag&o colhida até a data, os pélipos
hiperplasicos ndo séo precursores do CCR, enquanto que os adenomas sdo provavelmente
importantes precursores da lesao.

H& um elevado risco de CCR em individuos dos quais 0os adenomas ndo sao
removidos, sendo que a polipectomia diminui o risco de CCR. O foco do carcinoma pode
sempre ser detetado nos poOlipos adenomatosos e regiGes residuais do epitélio
adenomatoso sdo quase sempre observadas em individuos com CCR. Apenas uma fracédo
do adenoma progriderd em cancro (Fearon, 2011).

O desenvolvimento ao nivel molecular do carcinoma colo-retal abrange as
seguintes fases morfoldgicas: a proliferacdo epitelial do célon, a formacdo de criptas
aberrantes, a formacao de pequenos adenomas, 0 aumento progressivo dos adenomas e do
seu grau de displasia e o aparecimento do carcinoma. Se houver a remoc¢do de adenomas
do cdlon e do reto, traduz-se numa paragem na sequéncia criptas aberrantes-adenoma-
carcinoma, ajudando assim a prevenir o aparecimento do carcinoma colo-retal no futuro
(Faias et al., 2004).

Na carcinogénese genética colo-retal, a aglomeracdo de diversas mutacdes
genéticas possibilita ndo so a ativacdo das oncoproteinas, como também a inativacao de
proteinas supressoras de tumores, levando ao desenvolvimento de tumores, no célon e no
reto.

Algumas destas mutacdes genéticas podem ser herdadas, como por exemplo as
mutacdes no gene APC relacionadas com o desenvolvimento da PAF; e outras podem ser
obtidas pela exposicdo ambiental, como por exemplo por infegdes virais que interferem
com varios mecanismos celulares (Oyasu et al., 1987) (Solomon et al., 1987) (Terry et al.,
2002) (Reid et al., 2003).
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Figura 10 — Esquema ilustrativo dos multiplos passos da carcinogénese colo-retal, com os quais o
virus JC pode interferir, quer de maneira irreversivel ou transiente (Adaptado Coelho et al., 2010).
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Figura 11 — Imagens durante colonoscopias com as diversas etapas da sequéncia criptas

aberrantes-adenoma-carcinoma. Gene APC — Adenomatous polyposis coli; ras — proteina
codificada pelo gene RAS; DCC — deleted in colon cancer; p53 — proteina citoplasmética de
53KDa (Adaptado de Smith et al, 2002).
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Tabela | — Descricdo da acdo e principal funcdo dos intervenientes na sequéncia criptas

aberrantes-adenoma-carcinoma.

Proteina Acdo Funcdo principal
APC . Regulacdo da proliferagdo celular Supressao o
K-ras | Transmiss&o membrana-nicleo o Estlmula(;ao do oncogene
DCC ' Adesdo celular §L_J_p_r_e_§§§c_)_ o
p53 Detecdo de falhas no DNA da célula _______Es_qp_r_e_gs_:_i_(_)_ e

i Remocéo de segmento alterado de DNA e i Reparacdo
hMMR-hMSH,, hMLH;, i  insercdo de novo segmento
hPMS;, h(MSHq ; !

e

SMAD, . Regulagdo da expressdo de genes especificos Sinalizacdo

3. O poliomavirus neurotrépico humano JC

3.1. Epidemiologia

O virus JC (JCV) é membro da familia Papovaviridae, que abrange também o
virus BK (BKV), a designacdo BK deve-se ao nome do paciente, no qual foi identificado
pela primeira vez e o Virus Simiam 40 (SV40), pode ser encontrado em macacos Rhesus
(Martin et al., 1984) e em seres humanos (Simiam=macaco).

O JCV foi descoberto a partir de extratos cerebrais de um doente com
Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LMP), ao qual se deve a sua designacéo, JC —
John Cunningham, ocorrendo assim, uma associacdo primaria do virus a LMP (1971).

A LMP é uma doenca neurodegenerativa do Sistema Nervoso Central (SNC),
usualmente fatal, sequente a uma infecdo litica, nos oligodendrdcitos produtores de
mielina, por JCV que exibe multiplas regiGes de desmielinizacdo (Padgett et al., 1971)
(Martyn & Khalili, 2004) (Sabath & Major, 2002).
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Esta doenca neurodegenerativa pode apresentar 0s seguintes sintomas:

o Progressiva deméncia;

o Disfungéo motora;

o Perda de visdo;

o Morte ocorrendo em meses (Hallervorden et al., 1930).

O diagndstico de LMP era relativamente raro ha vérias décadas atrés, mas tornou-
se mais usual recentemente, sobretudo no contexto dos doentes imunocomprometidos
(Sabath & Major, 2002).

O JCV, um patogénico oportunista, infeta 80 a 90% da popula¢do mundial, sendo
encontrados anticorpos especificos contra o virus, em adultos, trata-se por tanto de uma
infecdo generalizada.

Julga-se que a infecdo deverd surgir numa fase mais tardia da infancia perto da
adolescéncia (Bofill-Mas et al., 2001), pois em mais de 60% das criangas com menos de
15 anos foram detetados anticorpos contra o virus. Esta infecdo dever-se-4,
principalmente, a uma contaminacdo oro-fecal, sendo esta uma infecdo sub-clinica que
pode permanecer no estado latente ao longo da vida, sem sintomatologia.

O JCV pode ser detetado em tecidos das amigdalas, sugerindo-se que o trato
respiratorio poderd ser o primeiro local da infecdo viral (Bofill-Mas et al., 2001). Depois
de uma infecdo inicial, o virus propaga-se e estabelece-se uma infecdo persistente no
tecido renal por toda a vida do individuo.

Podemos observar que a patogenicidade do virus esta associada, primeiramente, a
individuos imunocomprometidos, tais como doentes com SIDA. Nestes, o JCV deixa de
estar no estado latente, estado carateristico nos individuos com um sistema imunitario
normal, ndo debilitado, e desencadeia a LMP (Del Valle & Khalili, 2010) (Gordon &
Khalili, 1998) (Bofill-Mas et al., 2001).

Inicialmente, esta doenca provoca desmielinizacdo, que ocorre em multiplos
focos, distribuidos espacadamente pela massa branca subcortical dos hemisférios
cerebrais. Com a progressdo da doenca, cada foco cresce a medida que o virus se espalha
de célula para célula. Microscopicamente, as areas de necrose podem se tornar lesdes

macroscopicas, apresentando até varios centimetros de diametro.
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As trés principais carateristicas patolégicas da LMP sdo: a desmielinizacdo das
lesbes, acompanhadas por nucleos oligodendrogliais anormalmente grandes e uma

hipertrofia dos astrocitos.

T
._L‘ ALY

Inclusdes de

particulas virais

Figura 12 — Imagens das trés principais carateristicas histoldgicas da leucoencefalopatia
multifocal progressiva (LMP) e do agente etioldgico. A — Multiplas areas de desmielinizagdo ou
placas em tecido cerebral de um doente com LMP; B — Astrocitos reativos multinucleados
semelhantes a células neoplasicas em lesdes por LMP; C - Oligodendrdcitos infetados pelo JCV
residual; D — Particulas nucleares icosaédricas de JC de 45nm incluidas em oligodendrécitos

(microscopia eletronica) (Adaptado de Khalili et al., 2003).

Os virides sdo mais facilmente detetados em oligodendrocitos, devido & sua
infecdo litica nestas células, que sdo as principais células-alvo humanas, do que em
astrocitos, e a sua perda neuronal é rara, com preservacdo dos axonios desmielinizados
(Ledoux et al., 1989) (Laghi et al., 1999).

Os macréfagos estdo muitas vezes presentes nas lesbes de LMP, sendo a sua
funcdo nelas a remocdo de produtos com desarranjos de mielina ou oligodendrocitos
danificados. O sistema imunitario envolve a infiltracdo linfocitica, podendo conduzir a

periodos de avango e recuo da doenca (Kepes et al., 1975) (Sabath & Major, 2002).
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Ao infetar animais e humanos o JCV pode ter dois desfechos possiveis:

o No caso das células permissivas (como os oligodendrocitos), capazes de
suportar a replicacdo do DNA viral resultando no completar do seu ciclo litico, o JCV
pode induzir desordens na desmielinizacdo, levando a LMP, em pacientes
imunocomprometidos (Berger & Concha, 1995) (Pifia-Oviedo et al., 2007);

o No caso das células ndo permissivas (como as células do epitélio colo-
retal), que ndo suportam a replicacdo do DNA viral nem a consequente infecdo litica, ha

um blogueio da replicacdo viral causando uma infegéo latente ou abortiva.

Na infecdo latente hd a expressdo do genoma do JCV, incluindo o antigénio-T
(Ag-T) e possivelmente a agnoproteina, possibilitando a indugdo da proliferacéo celular e
a formagdo do tumor (Del Valle & Khalili, 2010) (White & Khalili, 2004) (Coelho et al.,
2010).

A natureza multifocal da infecdo pelo JCV resulta da variedade de sintomas
clinicos possiveis, incluindo a deficiéncia visual ou cegueira, disfuncdo ou debilidade
motora, deméncia e outras anormalidades cognitivas, tais como mudanca de

personalidade, amnésia e instabilidade emocional (Major et al., 1992).

Infegdo litica Infegdo abortiva

@
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células neuronais,
epitélio intestinal
e outros tecidos
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(oligodendrécitos)
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Ndo hd formagdo de virides
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Figura 13 — Diagrama representativo dos dois principais mecanismos de infecdo do JCV
(Adaptado de Khalili et al., 2003).
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3.2. Morfologia

O JCV é um tipo de virus de DNA, oportunista, sem involucro, com uma capside
de tamanho aproximado de 40nm de didmetro, uma estrutura icosaédrica com cadeia
dupla superenrolada e um genoma circular pequeno, de aproximadamente 5,13 kb, que
codifica seis genes (Martyn & Khalili, 2004) (Major et al., 2001) (Bofill-Mas et al.,
2001).

O genoma do poliomavirus codifica varias proteinas nao-estruturais, mas
multifuncionais, sendo constituido por trés regides funcionais: duas regides codificantes
altamente conservadoras (uma regido precoce e uma regido tardia) e uma regido
regulatéria varidvel, a TCR (Transcriptional Regulatory Region), que abranjem
promotores/enhancers e a origem da replicacdo do DNA (Cole, 1996).

A regido precoce é constituida por cinco proteinas, sendo estas o0 Ag-T e 0
antigénio t pequeno (Ag-t), altamente oncogénicas, que regulam a transcricdo das
proteinas da regido tardia. O Ag-T tem trés formas adicionais de splicing alternativo:
T°135, T°136 e T’165 (Seth et al., 2003) (White et al., 2006).

A regido tardia codifica quatro proteinas, as trés proteinas da capside (VP1, VP2 e
VP3) e uma pequena proteina regulatoria, a agnoproteina (Darbinyan et al., 2004) (Bofill-
Mas et al., 2001).

......

Figura 14 — Esquema do genoma do virus JC. O esquema de representacdo mostra a estirpe Mad-
1 do virus JC, a zona precoce e a zona tardia, 0 Ag-T, 0 Ag-t, T’135, T’136 e T’165 (as trés
formas adicionais de splicing alternativo), Agno — agnoproteina, uma proteina tardia, ELP —
Putative early leader protein, VP1, VP2 e VP3 — as trés proteinas estruturais do virus (Adaptado
de White et al., 2006).
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O Ag-T do JCV é uma proteina pleiotrépica, com habilidade para interagir com
varias proteinas supressoras de tumores, incluindo a p53, a pRb e a NF2 (Del Valle &
Khalili, 2010), sugerindo assim, a sua funcéo de proteina necesséria para a regulacdo da
replicagéo e transcricdo do DNA viral, contribuindo para a desregulagéo da proliferagéo
celular (Sabath & Major, 2002).

O Ag-t é uma proteina que ndo tem funcdo na multiplicacdo, mas pensa-se que
poderd ter algum tipo de funcdo na patogenicidade viral nos humanos, pois apesar desta
ainda nédo estar bem esclarecida, sabe-se que coopera com o Ag-T na transformagao
celular in vitro. Tal como o Ag-T, o Ag-t pode estar envolvido na transformacédo de

células de primatas ndo-humanos e roedores infetados (Sabath & Major, 2002).

Adenocarcinoma do cdlon Célon normal

Figuras 15 — Imagens de dete¢do imunohistoquimica do Ag-T em cancros humanos. A expresséo
do Ag-T é muito detetada nas células epiteliais neoplasicas de adenocarcinomas do célon (E), e

ndo nas amostras de célon normal (F). (Adaptado de Del Valle & Khalili, 2010).

As proteinas da capside delimitam o virus. A VP1, a proteina maior e mais
externa, € a responsavel pela formacdo da estrutura icosaédrica com 72 pentdmeros e
contém os epitopos para a indugdo e o reconhecimento dos anticorpos e é responsavel
pela capacidade hemaglutinante do virus, sugerindo-se um envolvimento na interacdo
com a proteina recetora celular no momento da adesédo. A ligacdo pentdmero - pentamero
adjacente ¢ feita através do terminal carboxilo de cada VP1, interagindo assim com o0s
pentdmeros adjacentes. A VP2 e VP3 sdo proteinas internas da capside com 30 a 60
moléculas e funcionam como componentes de estrutura menor, e pensa-se que auxiliam
na manutencdo da estrutura da cépside (Behbanhani et al., 2004) (Sabath & Major, 2002)
(Gardner & Knowles, 1995).
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A agnoproteina do JCV tem sido alvo de bastante interesse cientifico ao nivel da
carcinogénese do JCV, tendo sido observada a sua expressao em tumores cerebrais e ndo-
cerebrais. A agnoproteina € uma proteina de reduzido peso molecular que interage
diretamente com 0 Ag-T e é caraterizada pela habilidade de desregular o ciclo da célula e
interfere com as vias envolvidas na reparacdo do DNA e na estabilidade cromossémica,
contribuindo também para o aumento da permeabilidade membranar da célula infetada
pelo virus, facilitando a saida do virus do complexo celular por via ndo litica (Darbinyan
et al., 2002) (Darbinyan et al., 2007) (Sabath & Major, 2002) (Merabova et al., 2008).
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Figura 16 - Imagens de detecdo imunohistoquimica da agnoproteina em cancros humanos: (A) em
astrocitomas de baixo grau, (B) em tumores anaplasicos, (C) em glioblastomas multiformes e (D)
em citoplasma de células epiteliais neoplasicas de adenocarcinomas do co6lon. (Adaptado de Del
Valle & Khalili, 2010).

A TCR é uma regido regulatdria ndo-codificante bastante variavel (Dang et al.,
2012), composta por cerca de 200pb situados entre as duas sequéncias codificantes. Esta
regido é considerada um modelador primério da atividade viral e do tropismo celular.

A TCR representa a maior variabilidade de sequéncia no genoma do JCV, talvez
devido aos rearranjos, duplicacBes e/ou delecBes e mutacBes pontuais adquiridas durante
toda a propagacdo do virus na regido da TCR contribuindo assim para a ubiquidade do
virus (Sabath & Major, 2002). Esta variabilidade gera as diversas variantes do JCV, como
por exemplo as chamadas “tipo LMP”, tais como a Mad-1 e Mad-4 (Sabath & Major,
2002) e o arquétipo (JCVcy), que é encontrado no epitélio renal dos individuos saudaveis

e é a forma geralmente excretada na urina (Bofill-Mas et al., 2003) (Rossi et al., 2007).
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O JCVcy raramente é encontrado em tumores do cerebro e em linfocitos
periféricos de individuos com ou sem LMP. Estudos recentes, concluiram que existem
algumas variantes do JCV que se conseguem replicar em células linféides e que a
capacidade de replicacdo do JCV em outros tipos de células hospedeiras esta altamente
dependente da TCR (Monaco et al. 1998).

3.3. Ciclo de vida

A auséncia da replicacdo viral em quaisquer outras células ou tecidos, indica que o
ciclo litico produtivo do JCV ¢é especifico para as células neuronais e ocorre quase
sempre, exclusivamente, nos oligodendrocitos e nos astrocitos (Del Valle & Khalili,
2010), demonstrando assim um tropismo seletivo pelas células gliais que causa a morte
celular por infecdo litica (Seth et al., 2003).

Os viriGes ligam-se, através das suas proteinas da capside, aos oligossacarideos
das N-glicoproteinas e dos N-glicolipidos, que funcionam como recetores, contendo os
acidos sialicos a(2-6) da superficie de células permissivas. Esta ligacdo resultard na
infecdo, ha a ativacdo dos recetores especificos presentes na superficie das células
referidas, contribuindo para a ligacdo do virus a célula. Consequentemente, o virus entra
na célula por via de endocitose. O virus é transportado no interior de vesiculas revestidas

por clatrina para o nlcleo da célula hospedeira, onde é desencapsulado (Figura 17).
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Figura 17 — Esquema ilustrativo do ciclo de vida do virus JC. a. O ciclo de vida viral comega com
a ligacéo aos recetores da superficie celular e é completado com a libertagdo do virus pela célula
hospedeira. b. Apesar de ja ser conhecido que o JCV infeta uma variedade de células, a producéo
de descendéncia mais eficiente parece ocorrer nas oligodendrogliais, sob a acéo determinante de

multiplos fatores nucleares. (Adaptado de Shishido-Hara, 2010).
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O virus, uma vez transposto para o interior do nucleo da célula hospedeira,
encontra-se livre para iniciar a transcricao viral resultando em dois mMRNAs codificantes
dos dois antigénios: Ag-T e Ag-t. Estes vdo promover a entrada da célula hospedeira no
ciclo mitético, inicialmente na fase S e seguidamente na replicagdo do DNA da célula
hospedeira e das proteinas tardias (VP1, VP2, VP3 e Agnoproteina).

As trés proteinas tardias VP1, VP2 e VP3 aglomeram-se e formam a capside do
virus e h4 a formacdo de novos viriGes. Os novos virides sdo libertados da célula
hospedeira por lise celular, através da formagao de poros hidrofilicos na membrana desta,
estando assim em condic¢des de infetar outras células — ciclo de vida litico (Sabath &
Major, 2002).

No caso das células ndo permissivas, o virus pode potenciar o desenvolvimento de
doengas. Tal deve-se ao fato do virus apesar de ndo se conseguir replicar, tem a
possibilidade de integrar o seu genoma no DNA da célula hospedeira, de forma nédo
especifica (infecdo latente ou abortiva).

Neste tipo de infecdo, ou 0 DNA viral ndo é replicado ou € replicado mas sem lise
no final. Quando ha replicagdo do virus mas sem lise no final, as oncoproteinas virais
saem da célula também através de poros, havendo por tanto a sua expressao
transformando a célula em neoplasica, levando a desregulacdo a proliferacdo celular
(ciclo de vida por via transformante) (Martyn & Khalili, 2004) (Khalili et al., 2003).

As proteinas virais desempenham varias func@es na célula hospedeira, podendo até
interferir no ciclo de vida do proprio virus por forma a criar as condi¢fes necessarias para
a sua replicacdo, controlando para isso os mecanismos da célula hospedeira.

O Ag-T é uma fosfoproteina nuclear, imprescindivel no processo de replicacao e
transcricdo do DNA do virus, pois € capaz de se ligar especificamente ao DNA da célula
hospedeira, promovendo o desenrolamento da dupla hélice, caraterizando-se assim por
apresentar funcbes de helicase e de ATPase. Esta tem também capacidade de se ligar,
interagindo de forma a inativar diversas proteinas supressoras tumorais, tais como a p53
(proteina citoplasmaética de 53 KDa) e a pRb (proteina de retinoblastoma), modulando as
vias de sinalizacdo celular, regulando assim a progresséo do ciclo celular e a apoptose.

Estudos recentes concluem que o JCV tem um elevado poder oncogénico. Este
virus € capaz de induzir varios tipos de tumores no SNC, quer em individuos saudaveis
quer com LMP. O JCV ¢ tambem capaz de infetar e transformar células humanas de

origem n&o neuronal (células do sistema imunitério, células dos tratos urinario e
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gastrointestinal), apesar do seu efeito na carcinogénese humana ainda nao estar bem
definido.

Este elevado poder oncogénico talvez dever-se-& maioritariamente ao Ag-T, pois
este € uma proteina que apresenta multifuncionalidades dependendo da molécula a qual se
liga, tendo a capacidade, de entre outras, de desregular a proliferacdo celular, interferindo
para isso nos processos intervenientes do ciclo celular e da apoptose celular (oncogénese).

Na célula hospedeira, em condicdes fisiologicas normais, a pRb (regulador da
proliferacdo celular) ¢ mantida no estado hipofosforilado e liga-se aos fatores de
transcricdo E2F (mediadores da repressao/ativacdo da transcricdo) formando o complexo
pRb:E2F, provocando assim uma repressdo da transcricdo dos genes da célula essenciais
a replicacdo do DNA na fase S do ciclo celular.

A pRb exerce assim uma regulacdo negativa sobre o ciclo celular, podendo ser
contrariada através da sua fosforilagdo com as ciclinas D4 e D6, promovendo assim a
quebra da ligacdo desta aos fatores de transcricdo E2F, resultando na transcricdo dos
genes necessarios para a entrada da célula na fase S e consequente replicacdo do DNA do
virus e infe¢do viral.

Uma vez as células infetadas com o JCV, o Ag-T do virus tem a capacidade de se
ligar a proteina pRb, mimetizando a acdo anteriormente descrita das ciclinas, resultando
na transcricdo dos genes necessarios para o0 avanco do ciclo celular. Assim estamos
perante uma proliferacdo descontrolada e inapropriada de células infetadas pelo JCV.

Contribuindo de igual maneira para a infecdo descontrolada das células, temos o
fato da quebra da ligacdo pRb-fatores E2F colocar os fatores E2F livres na célula,

induzindo assim a expressdo do gene p14”~F

, potente supressor tumoral, que interfere
com a atividade da proteina MDM2, inibindo a normal agdo desta, que é o principal
antagonista da proteina p53, responsavel nomeadamente pelo controlo do ciclo celular,
reparacao dos danos DNA e apoptose celular. Consequentemente, a p53 é estabilizada,
inibindo o ciclo celular e promovendo a apoptose (via A da Figura 18). Para que tal ndo
se verifique é imprescindivel que haja a ligacdo do Ag-T a p53, para haver a inativacdo da
normal acdo da p53 (via B da Figura 18).

O Ag-T também interage com outras proteinas como por exemplo a p-catenina

(promove a adesdo entre células epiteliais), IGF-1R (fator de crescimento semelhante a

insulina-1) e IRS-1 (recetor do substrato de insulina).
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Figura 18 — Esquema representativo das interagcdes do Ag-T do virus JC (JCV) com as vias de
sinalizacdo. pRb — proteina do retinoblastoma; E2F — fatores de transcri¢do; Ag-T — Antigénio T
grande; IRS-1 — recetor do substrato de insulina de tipo 1; p-cat - B-catenina; CDK1 — Cinase
dependente de ciclina de tipo 1; p53 — proteina citoplasmatica de 53KDa; MDM2 — proteina
inibidora da p53 de tipo 2 (Adaptado de Boland et al., 2005).

Acredita-se que o Ag-T do JCV conduz a um processo oncogénico atraveés da sua
associacdo com varias proteinas celulares.

Uma das vias de sinalizacdo importante que é afetada pelo JCV é a via IGF/IRS-1.
O IRS-1 é 0 membro chave da via de sinalizacdo IGF. Varios estudos tém mostrado que o
Ag-T ao ligar-se ao IRS-1 leva a quebra da ligagdo do IGF-1R com o IRS-1 e € capaz de
transpor o IRS-1 para o nucleo, local onde ele vai interferir com a fidelidade da reparacao
do DNA, resultando na possivel acumulacdo de mutac@es (via C da Figura 18) (Lassak et
al., 2002) (Trojanek et al., 2006).

Outra via de sinalizacdo bastante importante para o desenvolvimento do CCR, de
entre outros tipos de tumores € a via de sinalizacio WNT, que tem como funcdo o
controlo da proliferagdo celular, que envolve a participacdo da -catenina e o Ag-T do
JCV. O Ag-T pode ser oncogénico pela desregulacéo desta via de sinalizacdo. Em células
normais, os niveis de -catenina sao regulados pelo complexo de proteinas GSK3f, Axin-

1 e APC, que fosforilam a -catenina e provoca a sua degradacéo.
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Na infecdo do JCV, o Ag-T liga-se a f-catenina, conduzindo a sua estabilizagéo e
fornecendo um sinal da localizacéo nuclear. Uma vez no nlcleo, a B-catenina estabilizada
complexa com os fatores de transcrigdo, como por exemplo o TCR/LEF, que estimula a
transcricdo dos genes reguladores do ciclo celular (incluindo a c-myc e a ciclina D1), se
houver danos na transcricdo vai levar a desregulacdo de todo o ciclo celular (via D da
Figura 18) (Del Valle & Khalili, 2010) (Khalili et al., 2003) (Alexander et al., 2002).

3.4. Laténcia e reativacao

O estado latente do JCV ainda ndo esta bem descrito, no entanto, sabe-se que a
infecdo primaria € uma infecdo que ocorre no fim da infancia, é assintomatica, cronica e
persistente, na qual o DNA do JCV pode ser detetado (Sabath & Major, 2002). Pensa-se
também que, em hospedeiros imunocompetentes, ap6s uma infecdo priméaria, o JCV
permanecera num estado latente indefinidamente no tecido renal, nos tecidos linfoides e
na medula 6ssea sem sintomas ébvios (Sock et al., 1996) (Laghi et al., 1999).

O JCV é excretado na urina de pessoas saudaveis e com LMP, e foi também
detetado no tecido renal de pessoas saudaveis (Chesters et al., 1983). Isto sugere que 0s
rins servem como o reservatério do virus durante a infecdo na fase latente, mas os
mecanismos e 0s eventos bioguimicos estudados ainda ndo tornam isto claro.

Apesar dos hospedeiros imunocompetentes excretarem o JCV na urina, a infecdo é
latente no tecido renal, no sentido em que ndo ha lise mas ha constantemente a replicacdo
do virus que é continuamente excretado na urina, segundo alguns autores, podendo entéo
concluir-se que ha persisténcia do virus nos rins, sendo que a duracdo desta varia
consoante o grau de imunossupressdo do individuo portador do virus (Kitamura et al.,
1997).

Outro local possivel, para a permanéncia do virus no estado latente é a medula
6ssea. O JCV é também capaz de infetar culturas primarias de endotélio vascular e de
células amnioticas, células progenitoras hematopoéticas (CD34) e linhas celulares
relacionadas (KG 1 e KG-1a).

A infecdo persistente pode ocorrer, se as populacbes de células progenitoras se
expuserem ao JCV por via da circulacdo de linfocitos infetados. As células progenitoras
hematopoiéticas infetadas diferenciam-se em linfécitos B, e assim o virus é espalhado por

todo o hospedeiro.
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E possivel que o arquétipo do JCV infete as células progenitoras hematopoiéticas
ou entdo que as mutacGes possam ocorrer in vivo durante a replicacdo do DNA para
produzir sequéncia de arquétipo. Como no rim, o arquétipo do JCV pode ser menos ativo
nos progenitores hematopoiéticos do que nas variantes de protétipos, favorecendo assim o
comeco da laténcia (Sabath & Major, 2002).

O processo de reativacao do JCV ainda tem de ser melhor descrito, apesar disto,
sabe-se que geralmente ocorre em individuos imunocomprometidos, particularmente com
SIDA. Nestes, a perda de especificidade das células imunoldgicas que em condicGes
normais mantém o virus no estando latente, pode permitir que o virus se replique de modo
a tornar a infecdo viral ativa, passando a ter um efeito transformante oncogénico para as
células ndo permissivas (Sock et al., 1996).

Outros estudos sugerem que em condi¢des de imunossupressdo, hé a criacdo de
condicBes susceptiveis para mudanc¢as na regido regulatoria do JCV. Assim, conduz a
sequéncias de diversas atividades bioldgicas, que permitem a expressdo de proteinas do
genoma viral e a replicacdo do DNA viral nos oligodendrocitos. Consequentemente, pode
causar a destruicdo citologica destas células e o desenvolvimento de uma doenca
desmielinizante fatal, a LMP.

Por clarificar encontra-se o fato de algumas pessoas imunocomprometidas
desenvolverem LMP, enquanto que outras com carga semelhante de JCV ndo
desenvolvem a doenca (Del Valle & Pifia-Oviedo, 2006) (Laghi et al., 1999) (Sabath &
Major, 2002).

Inullgﬁo
amigdala
amigdalas

Imunocompeténcia /
laténcia viral

Medula éssea

Imunossupressdo/

Linfécitos B

Figura 19 — Diagrama de um possivel percurso para 0 movimento viral baseado nas observagdes
do tropismo do JCV. Em imunossupressdo, o JCV pode ser reativado e infeta os linfécitos B
circulantes. Estas células podem passar a barreira hemato-encefalica e infetar os oligodendrécitos,
levando a desmielinizacdo e a LMP. (Adaptado de Sabath et al. , 2002).
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4. Dados experimentais que estabelecem uma ligacao
entre 0 JCV e o CCR

O poliomavirus humano JC codifica um potente oncogene, 0 Ag-T, que parece
estar envolvido no desenvolvimento do CCR, mas esta continua a ser ainda uma questéo
por esclarecer em pleno, como por exemplo qual a funcdo das oncoproteinas virais na
promocdo da transformacéo de células e o papel do JCV nas neoplasias humanas, apesar
de que ha certeza da presenc¢a do JCV em tecidos do c6lon humano e em neoplasias colo-
retais.

A infecdo pelo JCV pode estar envolvida na carcinogénese através da
desregulacédo da via de transducdo de sinais WNT que estdo associados a incapacidade do
JCV codificar as suas proteinas essenciais a replicacdo do virus. Para isto é necessario
que a ceélula hospedeira realize mecanismos compensatérios para 0 Vvirus conseguir
replicar o seu DNA.

Vaérios estudos comprovaram a influéncia oncogénica de certos microrganismos
sendo considerados por isso como agentes infeciosos, por exemplo a infegdo pelo Virus
do Papiloma Humano (HPV) associado ao adenocarcinoma do colo-uterino e a infecéo
pelo Helicobacter pylori associado ao carcinoma gastrico (DiMaio & Liao, 2006) (Prinz
et al., 2006).

Varios estudos comprovaram também a presenca do JCV em amostras de tecidos
de mucosas colo-retais de doentes com carcinomas no trato gastrentestinal (Enam et al.,
2002) (Hori et al., 2005). O grupo de estudo de Ricciardiello et al. (2000) considera a
mucosa colo-retal como “o reservatorio natural” do JCV no organismo humano.

O JCV é um virus sobretudo neurotrépico, expressando 0S Seus genes
principalmente nos oligodendrdcitos humanos. O virus tem capacidade de transformacéo
oncogenica nas células neuronais (Henson et al., 1995) e em muitos outros tipos de
células em cultura em diversos modelos animais sem origem neuronal (Khalili et al.,
2003). Com isto, sugere a hipotese de que o JCV podera ter a capacidade de infetar varios
tipos de células e de tecidos humanos de forma transformante através da ligacao do virus
aos recetores da membrana da celula hospedeira. Para comprovar esta hipotese, foi
detetada a presencga do JCV em células do estroma da amigdala (Padgett et al., 1971), em
linfécitos B (Sabath & Major, 2002), em células do epitélio renal (Safak et al., 2001) e no

trato gastrentestinal (Ricciardiello et al., 2000).
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Os Ag-t e Ag-T tém propriedades oncogénicas em diversos modelos animais,
podendo a sua associagdo com varias proteinas, levar a que o JCV seja sugerido como a
causa provavel da ativacdo de oncoproteinas e inativacdo de proteinas supressoras de
tumores, da proliferagéo celular descontrolada, da interferéncia com os mecanismos de

reparacao do DNA, que se traduzem na instabilidade cromossémica no CCR.

5. Caracterizacao da p53

Em cerca de 50% de todos os casos de cancro humano, incluindo o CCR, o
genoma da proteina p53 estd mutado. O gene da p53 esta localizado no cromossoma 17p,
que foi inicialmente identificado devido a elevada frequéncia de perda de alelos nesta
regido do cromossoma 17.

A funcdo da proteina p53 é a de regulacdo-chave da transcricdo que codifica
proteinas com funcdes nos pontos de verificagdo do ciclo celular, nos limites das fases
G1/S e G2/M, na promocao da apoptose depois de certos tipos de danos quando estes sao
muito severos e na restricdo da angiogénese.

A funcdo normal desta proteina pode ser avaliada pela resposta aos danos no
DNA, por exemplo por radiagdes-y. Como tal, a selegdo de alteracdes na p53 na transi¢do
adenoma-carcinoma pode refletir o fato de que o stress nas células tumorais pode ativar o
controlo do ciclo celular. Este stress pode incluir a rutura das bandas de DNA, a erosao do
telémero, a hipoxia e a exposicao reduzida aos nutrientes (lacopetta, 2003) (Rodrigues et
al., 1990) (Fearon, 2011).

As mutacdes na p53 podem facilitar o crescimento continuo e a aquisicdo de
propriedades invasivas face ao stress, que de outro modo poderiam limitar severamente a
sobrevivéncia de células tumorais e a manutencdo da transicdo adenoma-carcinoma. As
mutacdes da p53 em casos de tumores sdo especificas, porque elas interferem com o
processo apoptatico.

A proteina p53 do tipo selvagem, provavelmente também terd alguns papéis
importantes na transi¢do independente fora do nucleo como por exemplo na regulacdo da
morte celular na mitocondria e talvez na inibicdo de autofagia, regulando a duplicagéo do
centrossoma e outros processos no citoplasma.

Até a data, mais de 85% das mutacdes da p53 reportadas nos carcinomas colo-

retais sdo mutagdes missense, que tém sido alvo de estudos quer in vivo quer in vitro.
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Estudos feitos in vitro, mostram claramente que:
a) Muitas proteinas p53 mutantes podem inibir a fungdo normal da p53;
b) Proteinas mutantes podem ser funcionalmente anormais;

C) Mutantes diferentes variam na sua oncogenicidade.

As mutacdes em pontos missense, quebram a p53 ou 0s seus dominios funcionais
ou o resultado do isolamento da proteina na sua inativacdo, que por sua vez promove a
progressdo tumoral e leva a diminuic&o da sobrevivéncia dos doentes.

As mutacOes em localizacbes que afetam os dominios estruturais ou funcionais e
em regides conservadas evolutivamente sdo geralmente associadas a tumores agressivos e
a quimio-resisténcia.

O papel da p53 mutante no processo de carcinogénese pode ser muito mais
complicado do que previamente pensado, podendo envolver a especificidade do tipo de
célula e potenciais interacGes com alteracdes noutros genes (Katkoori et al., 2009) (Liu et
al., 2006) (lacopetta, 2003).

No CCR, as muta¢des na p53 podem facilitar o crescimento continuo e a aquisi¢ao
de propriedades invasivas face a variados tipos de stress, que de outro modo limitam
severamente a sobrevivéncia celular na transicdo adenoma-carcinoma. A selecdo de
mutacOes da p53 no CCR pode ser derivada em parte a perda da fungéo transcricional na
regulacdo dos principais genes-alvo (por exemplo p21"A7C"1 pUMA, BAX e MDM2).
Contudo, as proteinas p53 mutantes missense presentes nas células cancerigenas podem

contribuir positivamente para o fen6tipo de cancro via diversos fatores e mecanismos.

A p53 mutante missense pode contribuir para varios mecanismos possiveis, como

por exemplo:
a) Efeitos na proliferacdo celular do tumor;
b) Diminuicao da apoptose celular do tumor;

C) Aumento da angiogénese tumoral;
d) Reducéo da hipoxia celular;
e) Efeitos na autofagia;

) Alteracdo no processamento do microRNA (miRNA).
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No que diz respeito aos efeitos na autofagia, a p53 do tipo selvagem pode
funcionar de pelo menos duas maneiras possiveis:
l. Ativa a autofagia via mecanismos dependentes da transcrigéo;
. Inibe a autofagia via funcéo da p53 no citoplasma.

Em casos ja estudados, sugeriu-se que a p53 mutante missense, uma vez no
citoplasma, mantém a capacidade de inibir a autofagia, tal como a p53 do tipo selvagem
faz, mas esta primeira ndo pode funcionar no nucleo, para ativar os genes promotores de
autofagia. O efeito previsto é que as células cancerigenas com p53 mutante missense
tenham menos autofagia do que as células p53 do tipo selvagem ou as p53 com alelos
nulos (com delecbes na sequéncia). Neste caso, o papel da p53 independente de
transcricdo no processamento do miRNA, é interagir com o complexo processamento do
miRNA Drosha, e a p53 mutante missense pode interferir com as interacGes funcionais da
p68 helicase de RNA Drosha, que leva a atenuagdo aparente no processamento de certos
miRNAs (Fearon, 2011).

Os polimorfismos da p53 séo encontrados tanto em exdes como em intrdes. Os
polimorfismos mais bem caraterizados funcionalmente séo os do ex&o 4 nos coddes 47 e
72. O polimorfismo do coddo 72 € uma alteracdo comum na populacdo em geral, que
resulta na presenca de residuos de prolina ou arginina na posi¢do72, no dominio rico em
prolina (residuos 64-92) da proteina p53, resultando numa mudanga marcada na estrutura
da proteina.

Vaérios estudos, quer in vivo quer in vitro, relatam a diferenca funcional entre as
variantes Pro/Pro e Arg/Arg, com a forma Arg/Arg a p53 do tipo selvagem apresenta um
melhor potencial de indu¢do de apoptose que o fenétipo Pro/Pro.

Quando comparamos com outros polimorfismos da p53, o polimorfismo do cod&o
72 exibe um elevado nivel de variacdo de frequéncia entre grupos étnicos/racas diferentes
e esta relacionado com a progressdo do cancro. E importante perceber o efeito do
polimorfismo do coddo 72 da p53 na progressdo da doenca e resultados clinicos baseados
nas racgas/etnicidade (Katkoori et al., 2009).
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Il. Objetivos
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O trabalho aqui apresentado foi desenvolvido visando os seguintes objetivos:

l. Tentativa de estabelecer um padrdo de polimorfismos da p53 relacionaveis
com a presenca do virus no cancro colo-retal.
. Contribuicdo para o estudo da relacdo entre o virus JC e o cancro colo-

retal.
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1. Material e métodos
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1. Colheita do material bioldgico

Todo o trabalho clinico foi realizado no Servico de Cirurgia (Prof. Doutor Carlos

Costa Almeida e Dr Carlos E. Costa Almeida) e no Servico de Gastrenterologia (Prof.

Doutor Pedro Figueiredo) do Centro Hospitalar e Universitario de Coimbra (CHUC), de

acordo com os protocolos pré-estabelecidos.

A colheita e manipulacdo das amostras de tecido humano foram realizadas de

acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica dos CHUC. O envolvimento dos

individuos no estudo foi precedido de consentimento informado.

Grupo de estudo — constituido por 22 portadores de CCR, cada um com pelo

menos um adenocarcinoma colo-retal, dos quais se colheram 3 bidpsias: 1 de

adenocarcinoma colo-retal, 1 de mucosa colo-retal adjacente e 1 de mucosa colo-retal ndo

adjacente (Tabela I1).

Tabela 1l — Caraterizac¢do do grupo de estudo (GE)

GE

NUmero Nome do Sexo Idade Amostras clinicas colhidas
atribuido doente Adenocarci- Mucosa Mucosa nio
noma (A) adjacente (B) | adjacente (C)
1 L.M. Fem. 79 Sim Sim Sim
2 S.M.P. Masc. 61 Sim Sim Sim
3 J.F.J. Masc. 76 Sim Sim Sim
4 M.H.C.T. Fem. 67 Sim Sim Sim
5 M.G. Masc. 72 Sim Sim Sim
6 M.A.C. Fem. 67 Sim Sim Sim
7 H.T.R.G. Masc. 66 Sim Sim Sim
8 M.C.J.P.C. Fem. 67 Sim Sim Sim
9 J.F.S. Masc. 71 Sim Sim Sim
10 A.M. Masc. 97 Sim Sim Sim
11 J.M.N. Masc. 79 Sim Sim Sim
12 AMR. Masc. 68 Sim Sim Sim
13 UM.C Fem. 68 Sim Sim Sim
14 A.CR. Masc. 77 Sim Sim Sim
15 M.L.P.J. Fem. 81 Sim Sim Sim
16 A.C.F. Masc. 69 Sim Sim Sim
17 F.C. Masc. 79 Sim Sim Sim
18 L.S.A. Fem. 73 Sim Sim Sim
19 1.M.J. Masc. 67 Sim Sim Sim
20 R.M.N.S Fem. 59 Sim Sim Sim
21 E.R.F. Masc. 74 Sim Sim Sim
22 H.AM.T.S. | Masc. 68 Sim Sim Sim

Masc. — masculino; Fem. — feminino; B — mucosa normal a menos de 5mm da lesdo; C — mucosa

normal colhida na peca operatoria, 0 mais afastada possivel da lesdo.
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Grupo-controlo — constituido por 21 ndo portadores de CCR ou de lesbes pré-
cancerosas, de cada um dos quais se colheu 1 bidpsia de mucosa colo-retal normal, com

localizacéo aleatoria (Tabela I11).

Tabela 111 — Caraterizagdo do grupo-controlo

NUmero Nome do Sexo Idade
atribuido paciente

1 M.C.M.T. Fem. 56

2 M.L.C.R. Fem. 65

3 J.F.O.C. Masc. 74

4 M.J.G. Fem. 66

5 B.A.M. Fem. 82

6 0.D. Fem. 84

7 AAF. Fem. 93
Grupo 8 A.G.S. Fem. 90
controlo 9 AM.S.B.R. Fem. 41
10 LM Fem. 76

11 M.A.F.M.D. Fem. 41

12 M.O.G. Fem. 52

13 J.M.D.M. Masc. 52

14 M.1.S.C. Fem. 56

15 C.S. Fem. 46

16 M.AF. Fem. 82

17 AD.S. Masc. 79

18 AJR Masc. 77

19 R.J.L.M. Fem. 64

20 J.N. Masc. 79

21 AS. Fem. 69

Masc. — masculino; Fem. — feminino.

Reuniram-se todos os dados clinicos que se julgam relevantes sobre cada paciente,
exceto a identificacdo, por motivos éticos.

Obtivemos um total de 66 amostras do grupo de estudo com a média de idades de
72.05 anos (14 homens e 8 mulheres) e 21 do grupo-controlo com a média de idades de
67.81 anos (5 homens e 16 mulheres).

As amostras de mucosa colo-retal foram inseridas em eppendorfs de 1,5ml com
200ul de RNAlater (Applied, Carlsbad, California) (um reagente de estabilizacdo e

protecdo celular para RNA) e foram posteriormente conservadas a -80°C.
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2. Métodos experimentais para a detecdo da presenca do JCV

Primeiramente, as amostras foram descongeladas e retiradas dos eppendorfs do
RNAlIlater para novos eppendorfs. Nestes, o tecido é cortado em pequenos fragmentos que

é essencial para uma digestao adequada.

2.1. Extracdo de DNA total por fenol/cloroférmio

A extragdo de DNA é um procedimento basico que envolve a lise celular, com a
libertacdo de todo o material genético intracelular e posterior purificacdo do DNA.

Com a lise celular sdo libertados todos os compostos intracelulares, como por
exemplo proteinas, lipidos, polissacarideos, acidos nucleicos, moléculas organicas de
baixo peso molecular e ides.

Na purificacdo do DNA, h4 a libertacdo de todos os compostos acima referidos,
que é feito por meio de varias precipitacdes diferenciais. Para estas precipitacdes utiliza-
se a mistura de fenol:cloroférmio:acido isoamilico, em que primeiramente, o fenol e o
cloroférmio vdo desnaturar as proteinas, solubilizando-as na fase fendlica que se separa
com maior eficacia da fase aquosa por a¢do do cloroférmio e do &cido isoamilico.

Posteriormente, o procedimento tem por base a insolubilidade do DNA em etanol
na presenca de concentracdes elevadas de catibes monovalentes. Os solutos organicos e
residuos de fenol e de cloroférmio vado permanecer em solucdo, e sdo retirados através de
lavagens com etanol onde se dissolve a maioria dos catides. Como resultado final, temos
um DNA praticamente puro no precipitado.

O DNA deve ser guardado solubilizado em H,O mQ a -70°C para prevenir
possiveis mutacdes espontaneas e acdo das DNAses que possam contaminar a solucdo.
Deve se ter em conta que descongelagdes sucessivas podem provocar quebras no DNA.

No laboratorio, numa fase inicial do protocolo de extracdo de fenol/cloroférmio
foi preparado o buffer de digestdo com 50mM Tris pH 8.0, ImM EDTA e 0.5% Tween
20. Colocou-se 500ul de buffer de digestdo nos eppendorfs com o tecido cortado em
pequenos fragmentos.

Adicionou-se 50pl de Proteinase K (5 Prime, Hamburg Alemanha) para digerir as

proteinas celulares e colocou-se os eppendorfs no vortex durante alguns segundos.
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Incubou-se a amostra a 55°C overnight ou até a lise ficar completa e inativou-se a
Proteinase K incubando a 95°C por 10minutos.

Centrifugou-se (centrifuga - Sigma, Madrid, Espanha) 5minutos a 13000rpm para
separar o material ndo lisado do restante. Transferiu-se o sobrenadante para um novo
eppendorf de 1.5ml.

Adicionou-se 550ul de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), que é
eficiente para desproteinizar através da propriedade hidrofobica das proteinas que
apresentam afinidade por solventes organicos, deixando a parte organica mais densa e
agitou-se rapidamente, mas ndo no vortex para ndo danificar o DNA, durante cerca de
2minutos. Centrifugou-se a 13000rpm durante 10minutos a temperatura ambiente.
Removeu-se a fase aquosa (fase superior) para um novo eppendorfs de 1.5ml, teve-se
cuidado para néo tocar na interface, ajudando assim a prevenir contaminagdes. Repetiu-se
a extracdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico por mais 2 vezes.

Repetiu-se a extracdo novamente mas desta vez com cloroférmio para retirar 0s
residuos de fenol. Removeu-se a fase superior para um novo eppendorf de 1.5ml e mediu-
se 0 volume aproximado. Adicionou-se 1/10 do volume de acetato de sodio 3M pH 5.2
para induzir a precipitacdo e colocou-se 1 volume de etanol a 95% a temperatura
ambiente. Centrifugou-se a 13000rpm durante 30minutos a temperatura ambiente.

Descartou-se 0 sobrenadante e lavou-se o pellet de DNA com 1 volume de etanol
a 70% para retirar possiveis impurezas e centrifugou-se a 13000rpm durante 10minutos.
Depois desta lavagem, descartou-se o etanol a 70% e deixou-se o pellet no eppendorf
virado para baixo sob uma folha de papel para secar durante a noite.

Por ultimo, adicionou-se 50ul de agua mili-Q (adgua desionizada) e armazenou-se

a -20°C até a sua manipulagéo.

2.2. NanoDrop

O NanoDrop é um aparelho que se baseia no método espetrofotométrico que é o
método mais usado para a determinacdo do grau de pureza e a concentragdo de amostras
de DNA.

Para a determinacdo do grau de pureza da amostra, faz-se uma leitura da

absorvancia a 280nm, sendo que o grau de pureza é frequentemente calculado através do
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racio Azso/Azgo que deve se situar entre 1.8 a 2.0 para que a amostra seja considerada com
grau de pureza aceitavel.

No laboratorio, colocou-se amostras no NanoDrop para saber qual a concentracéo
de DNA total das amostras e a sua pureza.

2.3. Polymerase Chain Reaction ou PCR

Polymerase Chain Reaction ou PCR é uma técnica de Biologia Molecular que
permite a amplificacdo, in vitro, de um segmento de DNA de forma seletiva. Para que tal
seja possivel é imprescindivel o conhecimento das sequéncias de nucledtidos que
delimitam a sequéncia de interesse, sendo que estas vdo dar origem os primers forward e
reverse. Os primers vdo proceder a realizacdo da reacdo de catalise enzimatica
possibilitando a amplificacdo da sequéncia de interesse.

Com a PCR, através de quantidades minimas de material genético pode-se
amplificar imensas vezes em poucas horas, ajudando assim numa dete¢do mais rapida e
fiavel dos marcadores genéticos de doencas infeciosas ou genéticas ou até mesmo cancro.

Esta reacdo baseia-se no simples processo de replicacdo que acontece durante o
ciclo celular na fase S. Para que tal aconteca é necessario uma serie de intervenientes,
sendo estes 0 PCR buffer sem Mg®*, MgCl,, dNTPs mix, primer forward e reverse, Taq
DNA polimerase, H,O mQ e a amostras de DNA.

O PCR buffer fornece o ambiente necessario para a enzima Tag DNA polimerase
exercer a sua funcéo.

O MgCl, vai formar ides Mg”* (co-fator) que véo formar complexos soliiveis com
os desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) para produzir o substrato para a polimerase
reconhecer, a sua concentracdo tem que ser a 6tima pois 0 excesso de Mg?* pode
aumentar a ligacdo ndo especifica dos primers produzindo assim um resultado da PCR
ndo especifico.

A dNTPs mix é uma mistura dos dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) que vai
servir de substrato para a enzima.

Os primers forward e reverse vao fazer a selecdo da sequéncia de interesse alvo da
Taq DNA polimerase, numa banda vai definir o fim 5” (primer forward) e noutra banda o
fim com o grupo-OH do atomo de carbono 3 (primer reverse) do alvo de amplificacdo,

sendo que a sua sequéncia e concentragdo determinam o sucesso global da reacéo.
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A Taq DNA polimerase € uma enzima termoestavel recombinante da bactéria
Thermus aquaticus, que é utilizada na amplificacdo de fragmentos de DNA através da
técnica de PCR.

A amostra de DNA é a amostra de onde a PCR vai originar a amplificacdo e tem
que ter um grau de pureza e de integridade do DNA elevado pois influencia o rendimento
da PCR.

A PCR baseia-se em trés fases: (I) a desnaturacdo da cadeia de DNA, a uma
temperatura bastante elevada, cerca de 94°C, que vai causar a separacdo das bandas de
DNA,; (Il) annealing, ha uma diminuicdo da temperatura para a ligacdo dos primers a
cadeia; (I1l) extensdo, ha a sintese de DNA a temperatura 6tima da enzima Taq DNA

polimerase, 72°C.

Tabela IV — Caraterizagdo dos primers usados na dete¢do da presenga ou auséncia do virus JC nas

amostras de estudo.

Designacéo dos | Gene alvo Sequéncia de nuclettidos Temperatura | Tamanho do
Primers (Stabvida, de annealing | amplimero (em
Caparica, Portugal) (°C) pares de bases)
JCTR1 Forward Antigénio-t 5’-cttgggttaagtcacaccca-3’ 58 347pb

JCTR2 Reverse (regido de | 5’-atgcaaagaactccaccctg-3’

JCTR3 Forward COoNsenso) 5’-tccacacaagtgggctgctt-3° 60 265pb

JCTR4 Reverse 5’-ggtggggacgaagacaagat-3’

No laboratdrio, primeiramente preparou-se uma mistura para a reacao de PCR,

também chamada de master mix, com a seguinte constituicao:

Componente Quantidade / 1 reagdo
Volume final=50pl

PCR Buffer (s/ Mg) 10x (Bioron, Ludwigshafen Alemanha) 5pl

MgCl, (2 mM) (Bioron, Ludwigshafen Alemanha) Tl

dNTP Mix (0,2 mM) (Bioron, Ludwigshafen Alemanha) Tl

Primer Forward 0,5ul

Primer Reverse 0,5ul

Taq DNA Polymerase (5U/pl) (Bioron, Ludwigshafen Alemanha) 0,5ul

H,0 mQ Variavel

Adaptou-se as quantidades para o numero de reacGes a executar, adicionando um
excesso de 10% por precaucdo de erros de pipetagem. Misturou-se com a micropipeta,

pipetando vérias vezes suavemente.
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Seguidamente transferiu-se 45ul da master mix para o microtubo de 0.2ul e
adicionou-se 5ul da amostra de DNA. Misturou-se pipetando varias vezes com a
micropipeta suavemente.

Deve usar-se sempre um controlo positivo, o plasmideo pBR322 — BamHI
contendo o genoma do JCV-Mad-1, gentilmente cedido por Kamel Khalili MD PhD
(Investigador do Neurovirology and Cancer Biology Department, Temple University,
Philadelphia- USA) e um controlo negativo (H,OmQ).

E por fim, ligou-se o aparelho de PCR e iniciou-se o programa de amplificacao.

Programa de PCR:

94°C — 10 min

94°C — 30seg

58/60°C — 30seg x40 ciclos
72°C — 30seg

72°C — 10min

Figura 20 — Imagem do aparelho de PCR (C1000) utilizado.

Para analisar o resultado da PCR fez-se uma electroforese em gel de agarose a 2%.

2.4. Electroforese em gel de agarose a 2%

A electroforese em gel de agarose é uma técnica de biologia molecular que é
utilizada para separar e estimar o tamanho de biomoléculas, sujeitadas para isso a agédo
de um campo elétrico. No gel de agarose, as biomoléculas sujeitas a um campo elétrico
migram em direcdo ao polo positivo, pois apresentam carga negativa dos grupos fosfato
a pH neutro, de acordo com a razdo carga/massa. A estimativa é feita de acordo com as

suas diferentes mobilidades no campo elétrico, com base na comparacdo da distancia
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percorrida pelos fragmentos com a distancia percorrida pelos fragmentos de peso

molecular conhecido fornecidos pelo padrdo de pesos moleculares.

A agarose é um polissacarideo, que vai formar uma matriz porosa que prende as

biomoléculas durante a migracdo e que permite uma passagem mais réapida de

biomoléculas de dimensdes mais pequenas, que vao migrar mais do que as de maiores

dimensoes.

Para delinear a electroforese é necessario ter em conta os fatores que influenciam

a mobilidade dos fragmentos do DNA:

Peso molecular, com o aumento do tamanho da biomolécula hd um maior
atrito com a matriz, menor velocidade de migracao;

Concentracdo da agarose, 0 aumento da concentracdo de agarose leva a
diminuicdo da migracdo electroforética, ou seja, quanto maior a
concentracdo do gel menor sera a porosidade e por tanto menor o
fragmento de DNA que podera ser separado, contudo quanto maior a
concentracdo do gel menos fragil ele se torna;

Voltagem aplicada, a voltagem deve ser regulada tendo em conta o
tamanho dos fragmentos que queremos visualizar, sendo que para
fragmento de maiores dimensfes deve-se aplicar uma voltagem mais
baixa 80-130;

Tampdo de electroforese, o tris/borato (TBE) tem uma boa capacidade de
tampdo, pois permite obter uma excelente resolucdo e definicdo dos
fragmentos de DNA no gel de electroforese;

Brometo de Etideo, substancia mutagénica, € um corante fluorescente
quando € exposto a radiacdo ultravioleta e como tem a propriedade de se
intercalar entre pares de bases do DNA possibilita a visualizagdo das

bandas no transiluminador de luz ultravioleta.

Figura 21 — Estrutura quimica do brometo de etidio (CyHxoBrNz).
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No laboratdrio este processo baseia-se em duas fases:

2.4.1. Preparacdo do gel de agarose a 2%:

Preparou-se uma solucao de agarose em tampédo TBE 1x com concentracao final
de 2% (p/v). Aqueceu-se a mistura com agitacdo frequente, até toda a agarose se
dissolver e a solucéo ferver.

Deixou-se arrefecer um pouco a solugédo e enquanto isso preparou-se o suporte
do gel, selando as laterais com fita adesiva. Colocou-se 0 pente em posi¢ao conveniente
no suporte.

Acrescentou-se 0 Brometo de Etideo (0,5ug/ml) (Sigma, Madrid, Espanha) e
misturou-se com agitacdo leve, e com bastante cuidado na sua manipulagdo. Esta
solucdo € um agente mutagénico potente, deve ser manuseado com luvas e colocar todo
0 material que tenha entrado em contato com ele num recipiente préprio.

Verteu-se a solugédo para o suporte devidamente selado. Eliminou-se as bolhas de
ar que se formaram, com uma micropipeta e deixou-se polimerizar a temperatura
ambiente.

Apbs a polimerizacao, colocou-se o gel na tina de electroforese, de modo a que
0s pocos estejam do lado do elétrodo negativo. Retirou-se lentamente o pente para nao
danificar os pocos, e adicionou-se tampdo TBE até aproximadamente 1mm acima do

gel.

2.4.2. Preparacdo das amostras:

Para cada amostra, misturou-se no parafilme:

o 6ul de DNA

o 2ul de tampao de corrida (Loading Buffer), que € um composto de elevada
densidade que possibilita a visualizacdo da migracdo das moléculas durante a
electroforese.

Aplicou-se as amostras nos respetivos pocos, enchendo lentamente cada pogo
com uma micropipeta. No dltimo poco, colocou-se o padrdo de pesos moleculares
(Ladder 100pb) (Bioron, Ludwigshafen, Alemanha), que é formado por uma mistura de

varios fragmentos de tamanho conhecido.
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Colocou-se a tampa da tina. Verificou-se que as amostras estavam colocadas do
lado do polo negativo (catodo, elétrodo de cor preta) e que a migracao sera no sentido do
polo positivo (&nodo, elétrodo de cor vermelha).

Ligou-se os cabos a fonte de voltagem e amperagem, seguidamente ligou-se a
fonte e regulou-se para uma voltagem adequada, que deve ter em conta diversos fatores
como por exemplo o tamanho do gel e o tamanho das cadeias que se pretendem ver
amplificadas. Verificar sempre se ha desprendimento de bolhas dos elétrodos devido a
eletrdlise e se, passados alguns minutos, o azul de bromofenol j& comegou a migrar no
sentido correto.

Apdbs a migracdo adequada (por avaliacdo da posicdo do azul de bromofenol a
sensivelmente 3/4 do comprimento do gel), desligou-se a corrente elétrica na fonte e
seguidamente os cabos e retirou-se a tampa da tina. Retirou-se o gel cuidadosamente
para ndo partir e analisou-se sob radiagéo ultravioleta no transiluminador.

No fim tirou-se uma fotografia no Chemidoc.

3. Métodos experimentais para seqguenciacado de DNA

A sequenciacdo de DNA ¢é uma técnica de biologia molecular, consiste na
determinacdo da sequéncia exata dos nucledtidos constituintes do DNA, através de um

conjunto de processos seguidamente descritos.

3.1.Polymerase Chain Reaction ou PCR

Pipetou-se 2ul de amostra de DNA em cada microtubo e colocou-se a desnaturar
no termociclador com o seguinte programa:
e 95°C durante 5minutos

e Conservar a 4°C
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Enquanto as amostras estavam a desnaturar, preparou-se a master mix para a PCR

com a seguinte constituicdo:

Componente Quantidade / 1 reacéo (Volume final=50ul)

PCR Buffer (s/ Mg) 10x Sul

MgCl, (2 mM) 1ul

dNTP Mix (0,2 mM) 1ul

Primer Forward 0,5ul

Primer Reverse 0,5ul

Tagq DNA Polymerase (SU/ul) 0,5ul

H,0 mQ Variavel

Tabela V — Caraterizacdo dos primers usados na sequenciacdo da p53 nas amostras de estudo.

Designacéo dos Temperatura de
Primers  (Stabvida, | Exdes Sequéncia de nucleétidos annealing  (em
Caparica, Portugal) alvo °C)
P53E1Forward 1 5’-gctcaagactggcgctaaaa-3’

P53E1Reverse 5’-atgagtcctctctgagtcac-3’

P53E2/3Forward 2/3 5’-aagtgtctcatgctggatcc-3°

P53E2/3Reverse 5’tggtcectetgactgetcttt-3”

P53E4Forward 4 5’-tggtcctctgactgcetettt-3°

P53E4Reverse 5’ctggcttccatgagacttca-3’

P53E5/6Forward 5/6 5°-cacttgtgccctgactttca-3’ 60 ou 63
P53E5/6Reverse 5’-ttaagggtggttgtcagtgg-3’

P53E7Forward 7 5’-cttgcagtgagctgagatca-3’

P53E7Reverse 5’-cccacctcttaccgatttct-3°

P53E8/9Forward 8/9 5’-taaatgggacaggtaggacc-3’

P53E8/9Reverse 5’-gggacctcttatcaagtgga-3’

Retirou-se 0os microtubos do termociclador ap6s a desnaturagdo para um suporte
dentro de uma caixa de gelo, pois eles ficam no aparelho conservados a 4°C e deve se
manter a temperatura, e adicionou-se a mix as amostras.

Por fim, colocou-se novamente os microtubos no termociclador com o seguinte

programa de amplificacdo:

e 96°C-—1min
e 96°C-1min
e 60°C — 30seg 40 ciclos
e 72°C—1min

e 72°C—10min

e Conservar a 4°C
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3.2.Electroforese em gel de agarose 2%

3.3.Purificacdo dos produtos da PCR

Pipetou-se para novos microtubos 10ul de amostra e adicionou-se 1.50ul de exosap,
gue é um reagente que auxilia ha remocao primers e nucleétidos das reac@es anteriores de PCR.

Colocou-se os microtubos no termociclador como o seguinte programa:
o 37°C durante 30min
o 80°C durante 15min

. Conservar a 12°C

3.4.PCR de sequenciacao

Preparou-se a master mix com a seguinte composigao:

Componente Quantidade / 1 reacdo (Volume final=20pl)
H,0 mQ 13 ul

Tampé&o 5x 2ul

B.D. Verséao 1.1 2ul

Primer Forward 1ul

Numa caixa de gelo, pipetou-se 18ul da master mix para novos microtubos e
adicionou-se 2l da amostra de DNA e colocou-se no termociclador com o seguinte programa:
e 96°C durante 10seg
e 50°C durante 5seg *25ciclos
e 60°C durante 4min

e Conservar a 4°C

3.5.Purificacdo dos produtos de sequenciacao

Colocou-se as colunas nos tubos e pipetou-se 650ul de Sefadex, tapou-se os tubos
com as tampas, mas ndo se fechou totalmente e colocou-se na centrifuga durante 1minuto a

2000rpm.
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Retirou-se as colunas com a resina formada para o0s novos eppendorfs e adicionou-se o
total da amostra (20pl) sobre a resina e colocou-se os tubos abertos, com a tampa do eppendorfs
virada para o centro da centrifuga, fechou-se e centrifugou-se novamente durante 1minuto a
2000rpm.

Apbs a centrifugacdo retirou-se as colunas dos eppendorfs e fechou-se a tampa e

conservou-se a -4°C.

3.6.Sequenciacao

Numa placa de sequenciacdo colocou-se em cada po¢o 18ul e adicionou-se 2ul da
amostra.

Introduziu-se os dados de cada amostra no computador no respetivo programa, definiu-
se a versdo da corrida, o protocolo instrumental e o protocolo de andlise e colocou-se a placa
devidamente no sequenciador, iniciando-se de seguida todo o procedimento.

Figura 22 — Imagem do aparelho utilizado na sequenciacéo da p53.

4. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados sob a forma frequéncias absolutas
(nimero de amostras com a carateristica estudada/nimero de amostras total) e/ou
relativas (frequéncia absoluta * 100%). Foi feita uma comparacdo entre ambos 0s grupos
e entre amostras de cada grupo, pelo teste de 2, bilateral, (P<0.05), com o auxilio de uma
estimativa aproximada do “risco”, Odds ratio, que mede a forca de associagéo entre duas
variaveis e com os respetivos intervalos de confianca (IC) para um nivel estatistico de
95%.
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V. Resultados e discussao
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1. Detecdo de sequéncias de DNA do virus JC em amostras de

bidpsia colo-retal

Apo6s a amplificagdo das amostras clinicas, pela técnica de Nested-PCR e posterior
visualizacdo por electroforese horizontal em gel de agarose, verificou-se positividade para
a presenca de sequéncias de DNA do JCV na maioria das amostras do grupo de estudo,
nomeadamente em 18 de 22 (81.8%) de adenocarcinomas; em 15 de 22 (68.2%) de
mucosa adjacente; e em 13 de 22 (59.1%) de mucosa ndo adjacente. No entanto, verificar-
se uma ligeira diminuicdo da detecdo de DNA do JCV a medida que a amostra colhida se
distancia mais da lesdo (Tabela VI) (Theodoropoulos et al. 2005) (Mou et al., 2012).

Tabela VI — Frequéncias absolutas e relativas da presenca de DNA do virus JC em trés tipos de
amostras (adenocarcinoma, mucosa adjacente e ndo adjacente) dos individuos do grupo de estudo.

Frequéncia absoluta Frequéncia relativa

Adenocarcinoma 18 (22) 81.8%
Mucosa adjacente 15 (22) 68.2%
Mucosa ndo adjacente | 13 (22) 59.1%

No grupo de estudo, os trés tipos de amostras comportam-se de maneira
semelhante. Tanto em adenocarcinoma como em mucosas, adjacente e ndo adjacente, a
presenca de sequéncias de DNA do JCV predomina. Todavia, hd uma tendéncia para o
aumento da frequéncia relativa no caso da lesdo, especificamente adenocarcinoma versus
as restantes mucosas, que ndo € muito significativo tendo em conta o baixo nimero do
total de amostras (n=22) (Figura 23).

304

104

Frequéncia absoluta

Adenocarcinoma  Mucosa adjacente Mucosa nio adjacente
N=22 N=22 N=22

Figura 23 — Frequéncias absolutas de amostras do grupo de estudo, quer na presenca de
sequéncias de DNA do virus JC (JCV+), quer na auséncia (JCV-), colhidas de adenocarcinoma e

de mucosas adjacente e ndo adjacente a este.
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Esta distribuicdo aparenta uma relacéo entre o JCV e a lesdo, seja ela de causa-
efeito, num sentido ou no inverso, ou de mera coincidéncia.

Ao estimar-se o “risco” da presenca vs a auséncia de DNA de JCV em
adenocarcinoma e em mucosas, adjacente e ndo adjacente, verificamos que ndo existem
diferencas significativas entre quaisquer combinagdes do grupo de estudo (Tabela VII).
Este resultado pode dever-se ao fato da amostra colhida, de forma aleatéria e de reduzido
tamanho, poder ndo ser representativa de toda a mucosa colo-retal, devido a diferente
distribuicdo do virus na mucosa, que pode ser mais ou menos homogénea.

Ainda assim, podemos verificar que, nas amostras do grupo de estudo, se
comprova a existéncia de uma forte ligacéo entre a presenca do DNA do JCV e o estado

lesional, seja em adenocarcinoma, em si, seja em mucosas, adjacente e ndo adjacente.

Tabela VII — Estimativa de “risco” e intervalos de confianga (IC95%) da presenga de DNA do

virus JC em adenocarcinomas versus mucosas em individuos do grupo de estudo.

Adenocarcinoma Vs 2.100 0.5142-8.576 &3
mucosa adjacente
Adenocarcinoma Vs 3.115 0.7859-12.35 *

mucosa ndo adjacente

*=ngo tem significancia

No grupo-controlo, verificou-se positividade quanto a presenca de sequéncias de
DNA do JCV em 5 de 21 amostras de mucosa colo-retal (23.8%) (Tabela VIII e Figura
24). Esta elevada auséncia de DNA do virus JC em amostras de mucosa normal

(individuos sem CCR) é semelhante a ja descrita por Mou et al., 2012.

Tabela VIII — Frequéncia absoluta e relativa da presenca de DNA do virus JC em amostras de

mucosa de individuos do grupo-controlo.

Frequéncia  Frequéncia

absoluta relativa

Mucosa | 5(21) 23.8%
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Figura 24 — Frequéncias relativas de amostras de mucosa colo-retal do grupo-controlo, quer na

presenca do virus JC (JC+) quer na sua auséncia (JC-).

Estimou-se um maior “risco” da presenca de DNA do JCV em adenocarcinoma
(grupo de estudo) do que em mucosa normal (grupo-controlo), o qual é significativo
(RC=14.40; 1Cg50,=3.286-63.11) (Figura 25).
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Figura 25 — Comparacéao entre as frequéncias absolutas de adenocarcinoma colo-retal (grupo de
estudo) e de mucosa colo-retal (grupo-controlo), quer na presenga (JCV+) quer na auséncia
(JCV-) do virus JC.

Quanto a estimativa do “risco” da presenca de DNA do JCV é significativamente
maior (RC=6.857; 1Cg5¢=1.265-6.481) em mucosa adjacente (grupo de estudo) do que em

mucosa normal (grupo-controlo) (Figura 26).
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Figura 26 — Comparacdo entre as frequéncias absolutas de mucosa colo-retal adjacente (grupo de
estudo) e de mucosa colo-retal (grupo-controlo), quer na presenga (JCV+) quer na auséncia
(JCV-) do virus JC.
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Estimando do “risco” da presenca de DNA do JCV em mucosa ndo adjacente (do
grupo de estudo) € significativamente maior (RC=4.333; 1Cgs0,=1.155-16.25) do que em

mucosa normal (grupo-controlo) (Figura 27).

JC+
3 JC-

Frequéncia absoluta

Mucosalnﬁo adjacente Mut:r.»saI normal
N=22 N=21

Figura 27 — Comparacdo entre as frequéncias absolutas de mucosa colo-retal ndo adjacente (grupo
de estudo) ao adenocarcinoma e de mucosa colo-retal (grupo-controlo), quer na presenca (JCV+)

quer na auséncia (JCV-) do virus JC.

Quanto a estimativa do “risco” da presenga de DNA do JCV em mucosas
adjacente versus ndo adjacente, ambas do grupo de estudo, ndo é significativamente
diferente (RC=1.484; 1Cg50,=0.4310-5.107) (Figura 28).
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Figura 28 — Comparacgdo entre as frequéncias absolutas de mucosa colo-retal adjacente e nédo

adjacente ao adenocarcinoma, quer na presencga (JC+) quer na auséncia (JC-) do virus JC.

Todas estas observagdes demonstram que, provavelmente, dependendo do seu
tropismo e do local onde este se acumula, poderdo existir processos distintos de infecéo

no organismo hospedeiro.
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Por fim, segue-se o escalonamento das frequéncias relativas da presenca e

auséncia de DNA do JCV em todas as amostras avaliadas (Tabela IX).

Tabela 1X — Frequéncias relativas da presenca de DNA do JCV (JC+) e auséncia (JC-) em
amostras, adenocarcinoma, mucosa adjacente e ndo adjacente, de individuos do grupo de estudo e

amostras de mucosa normal do grupo-controlo.

Adenocarcinoma 81.8% JCV+
Mucosa normal (controlo) 76.2% JCV-
Mucosa adjacente 68.2% JCV+
Mucosa ndo adjacente 59.1% JCV+
Mucosa ndo adjacente 40.9% JCV-
Mucosa adjacente 31.8% JCV-
Mucosa normal (controlo) 23.8% JCV+
Adenocarcinoma 18.2% JCV-

A diminuicdo das frequéncias de individuos com DNA do JCV parece ser
progressivamente maior partindo da lesdo central, adenocarcinoma, para a periferia, isto
é, passando pela mucosa adjacente e acabando na mucosa nao adjacente (tropismo).

Comparando a presenca do JCV em amostras de adenocarcinoma, em relacéo ao
sexo e a idade (Tabela X), numa anélise apenas qualitativa, devido ao nimero total de
amostras ser reduzido (n= 22), verifica-se que, aparentemente, as frequéncias relativas

ndo se diferenciam muito nos dois sexos e as absolutas diferem muito quanto a idade.

Tabela X — Frequéncias absoluta (FA) e relativa (FR) de detecdo de DNA do virus JC nas

amostras de adenocarcinoma em relacdo ao género e a idade.

Homens 12/14 85.7%
Mulheres 6/8 75%
<64 anos 2/2 100%
>64 anos 16/20 80%
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2. Detecdo de polimorfismos na sequéncia da p53 em amostras de

bidpsia colo-retal

Apos a amplificacdo das amostras, por PCR, usando primers os adequados para

cada exdes da p53 e posteriores purificacdo e sequenciacdo, no grupo de estudo, em

adenocarcinoma e em mucosa, adjacente e ndo adjacente e em mucosa do grupo-controlo,

verificou-se a existéncia de algumas mutac6es abaixo descritas (Tabela XI).

Tabela XI- MutacGes encontradas na sequéncia da p53 em amostras humanas de adenocarcinoma,

mucosa adjacente e ndo adjacente do grupo de estudo (GE) e em mucosa do grupo-controlo (GC).

Caso N°do [ N°do | Codédo | Coddo | Alteragdo aa aa Variacéo Mutacéo
n® exdo codédo WT mut do aa WT | mut descrita
1 4 72 CGC CCC sim Arg | Pro | Polimorfismo | P.Pro72A
G->C rg
GE 2 6 213 CGA CGG néo Arg | Arg | Polimorfismo | P.Arg213
o A->G Arg
e 2 Intrdo 2 | 11818 | CAC CCA Insercéo de C Né&o
pb
3 Intrdo 2 | 11827 | GAC CAC sim Asp | His Mutacéo C.74+38
pb C>G
4 Intrdo 2 | 11874 | ATG CAT Insercéo de C Né&o
pb
WT - wild type; mut — mutante; aa — aminoacido;Arg — arginina; Pro — prolina
Tabela XII — Frequéncias relativa e absoluta da presenca de pelo menos uma alteragdo na
sequéncia da proteina p53, nos exdes 1 — 9, em individuos do grupo de estudo.
Ex&o 1 Exdes 2/3 Ex&o 4 Exdes 5/6 Ex&o 7 Exdes 8/9
FR FA FR FA FR FA FR FA FR FA FR FA
0(12) 0% 11 (11) 100% 2(7) 286%  1(8) 125% 0() 0%  0(11) 0%
0(12) 0% 11 (11) 100% 5 (10) 50% 1(4) 25% 0(7) 0%  0(6) 0%
0(12) 0% 8(8) 100% 5 (9) 556%  1(4)  25% 0@ 0% 0(12) 0%

FR — frequéncia relativa; FA — frequéncia absoluta; A — adenocarcinoma; B — Mucosa adjacente;
C — Mucosa nédo adjacente.
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Estes resultados, apoiados por (Fan et al., 2000) (Pleasents &Hansen, 1994)
(Santos et al., 2004) (Carbone et al., 1991), parecem mostrar que no exdes 1,7 e 8/9 ha
uma tendéncia para ndo ocorrer qualquer tipo de alteracdo genética, havendo nos restantes
ex0es e no intrdo 2.

Nos exfes 2/3 ndo se encontrou quaisquer alteracfes nas sequéncias, apesar de se
ter encontrado duas inser¢bes de 2 nucleétidos de citosina e uma alteracdo de um
nucleétido de guanina para citosina no intrdo que os separa, a semelhante do grupo de
controlo. N&o se sabe ainda qual a fungdo do intréo, se € que a tem, e se estas alteragdes
geneticas interferem com a atividade de exdes.

A semelhanca do que se passa no grupo de estudo, no grupo-controlo as alteracdes
referidas que ocorrem no intrdo (entre o exdo 2 e o0 3) apresentam elevada frequéncia,
independentemente se na mucosa normal esta presente ou ndo o DNA do JCV (Tabela
XI11).

Tabela XIIlI — Frequéncias relativa e absoluta da presenca de pelo menos uma alteracdo na
sequéncia da proteina p53, nos exdes 2 — 6, em individuos do grupo-controlo, com presenca e

auséncia de DNA do virus JC na mucosa normal.

Exoes 2/3 Exao 4 Exoes 5/6

FR FA FR FA FR FA
M+ 7(7) 100% 0 (6) 0% 0 (4) 0%
M- 7(7) 100% 1(9) 11% 2(5)  40%

M+ - mucosa normal positivo para o virus JC; M- - mucosa normal negativa para o virus JC; FR —
frequéncia relativa; FA — frequéncia absoluta.

Ao comparar-se 0 comportamento de grupos quanto ao numero total de mutacgdes
ou ao numero de amostras com pelo menos uma mutacdo, verificou-se que, em relacdo a
esta Ultima caracteristica, em mucosa adjacente do grupo de estudo, com a presenca de
JCV, esse nlimero é significativamente diferente (x> =4.406 e P<0.05) do observado em
mucosa do grupo controlo, também com a presenca de virus. Apesar disto, ndo ha

significancia, quando se pretende estimar o “risco” (RC = 12.69; IC =0.5831-276.3) de

69



MARCADORES DE NEOPLASIA E DE INFEGAO POR VIRUS JC EM COLON HUMANO | 2012

haver um maior numero de amostras com mutagdes no primeiro grupo do que no
segundo.

Em nenhuma outra comparagdo de grupos, relacionando o numero total de
mutacBes ou o numero de amostras com pelo menos uma mutacdo e em nenhuma
estimativa do risco entre 0s mesmos grupos, jamais ha significancia estatistica.

Todavia, ha, com frequéncia, tendéncia para distintas estimativas do risco, entre
grupos. Por exemplo, comparando o adenocarcinoma do grupo de estudo com a mucosa
normal do grupo controlo, denota-se que ha uma tendéncia para o aumento do nimero de
amostras com mutacdo nos adenocarcinomas face ao existente na mucosa normal do
grupo controlo (RC=2.167 e 1Cg54=0.2988-15.71). O mesmo sucede como
comportamento da mucosa adjacente quando comparada com o0 grupo controlo
(RC=5.571 e 1Cg50,=0.8797-14.29).

Dentro do grupo controlo, comparando 0 comportamento das mucosas, com
presenca de JCV versus a com auséncia de JCV (RC=0.1733 e 1Cg50,=0.006969-4.311),
mostra-se uma tendéncia para a diminuicdo do ndmero de amostras com mutacdo nas
mucosas com presenca de JCV.

Atendendo a comparacdo do comportamento, com auséncia do JCV, da mucosa
adjacente do grupo de estudo com a mucosa normal do grupo-controlo (RC=3.000 e
1Cg50,=0.1221-73.70) e da mucosa ndo adjacente do grupo de estudo com a mucosa
normal do grupo-controlo (RC=1.500 e 1Cg50,=0.1454-15.47), observa-se em ambos uma
tendéncia para o aumento do nimero de mutagdes nas mucosas adjacente e ndo adjacente,
apesar dessa tendéncia diminuir da mucosa adjacente para a ndo adjacente.

Comparando o comportamento, com presenca do JCV, do adenocarcinoma do
grupo de estudo com a mucosa normal do grupo-controlo (RC=5.769 e 1Cgs50,=0.2320-
143.5) e da mucosa adjacente do grupo de estudo com a mucosa normal do grupo-
controlo (RC=12.69 e 1Cg50,=0.5831-276.3), observa-se em ambos uma tendéncia para o
aumento do numero de mutagdes no adenocarcinoma e na mucosa adjacente, apesar dessa
tendéncia aumentar do adenocarcinoma para a mucosa adjacente. Esta tendéncia também
se verifica no caso da mucosa ndo adjacente com presenca de virus do grupo de estudo
(RC=4.000 e 1Cgs0,=0.4468-35.81).
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A funcdo normal da proteina p53 é ser uma potente barreira para o cancro. No
CCR, as alteracGes na sequéncia da p53, quer afetando os dominios estruturais quer 0s
funcionais, podem refletir-se ao nivel da transicdo adenoma-carcinoma limitando
severamente a sobrevivéncia celular, facilitando o crescimento continuo e a aquisi¢do de
propriedades invasivas face a varios tipos de stress, danificando a sequéncia durante a
carcinogeénese.

Estas alteracbes em casos de tumores sdo especificas, pois levam a perda da
funcdo transcricional na regulacdo dos principais genes-alvo e interferem com todo o
processo apoptotico celular diminuindo-o. Se as alteracdes forem em regides conservadas
evolutivamente sdo associadas normalmente a tumores agressivos e a quimio-resisténcia.

Estudos feitos mostram que muitas proteinas p53 mutantes podem inibir a funcéo
normal da p53, estas proteinas mutantes podem também adquirir novas funcdes e variar a
sua oncogenicidade.

Apesar de mais de 90% dos polimorfismos na p53 ndo ocorrerem em sequéncias
codificantes (Whibley et al., 2009), estdo descritas mutacdes relevantes para a
carcinogénese.

Mais de 85% das mutagcOes da p53 estudadas nos carcinomas colo-retais séo
mutacOes missense. Estas mutacdes quebram a proteina ou os seus dominios funcionais
ou o resultado do isolamento da proteina na sua inativacdo, aumentando a angiogénese
tumoral, resultando na progresséo do tumor, diminuindo a sobrevivéncia dos doentes.

O polimorfismo P.Pro72Arg (exdo 4), correspondente a uma alteracdo G->C é
uma mutacdo comum na populacdo (>50%) (Whibley et al., 2009), o que aparentemente é
corroborado pelos resultados do presente trabalho. Estudos anteriores revelaram uma
associacdo entre este alelo e o cancro, com baixos niveis de transcricdo da p53, sugerindo
que este polimorfismo causa uma alteragcdo no processamento do mRNA, promovendo
um possivel base para o aumento associado no risco de desenvolvimento de cancro
(Whibley et al., 2009).

No entanto ha também mutacGes silenciosas, como por exemplo o polimorfismo
no codao 213 (exdo 6) no genoma da p53. Esta mutacdo € um polimorfismo raro, descrito
pelo grupo de Carbone (1991), em cancro do pulmao e da mama, o que aparentemente é

reforgado pelos resultados do presente trabalho.
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Nos exdes 2/3 ndo foi encontrada qualquer mutagdo, mas na sequéncia do intrao
que separa estes dois exBes foram encontradas trés alteracdes, duas insercbes de um
nucledtido de citosina e um polimorfismo G->C. Como é na regido do intrdo nédo se
conhece ainda qualquer funcgdo desta. As duas insercdes ainda ndo se encontram descritas,
mas o polimorfismo G->C esta descrito pelo grupo de Pleasants & Hansen (1994).

E importante o desenvolvimento de terapias génicas para prevencdo, modulagio e
tratamento desta patologia. A p53 geralmente confere a célula tumoral sensibilidade para
a quimio-radiacdo. Assim a p53 tornou-se um alvo para o desenvolvimento de farmacos
anti-tumorais (Wang & Sun, 2010). Alguns grupos ja propuseram algumas terapias, como
é 0 exemplo do grupo de Palmer (2002).

O grupo de Palmer (2002) desenvolveu potenciais tratamentos para 0 CCR. Com a
informacdo pré-clinica destes, foram feitos alguns ensaios clinicos. Os resultados dos
ensaios de primeira fase provaram aa seguranca dos reagentes, mas nao demonstraram
beneficios terapéuticos significativos. Para contrariar isto o grupo propés-se melhorar a
potencia anti-tumoral, a eficiéncia da libertacdo génica e a precisao dos genes-alvo.

Os potenciais tratamentos desenvolvidos foram: a estimulagdo imunoldgica,
recorrendo, independentemente, ao antigénio HLA e a citoquinas para estimular a
resposta das células-T e ao antigénio carcino-embrionico (CEA), potencialmente uma
vacina; a correcdo do gene mutante, nomeadamente do supressor tumoral p53; a ativacao
de um pré-farmaco, através da citosina desaminase/5-fluorocitosina e nitroreductase/ pré-
farmaco CB 1954; a terapia com virus oncolitico modificada geneticamente, como por
exemplo utilizando o adenovirus oncolitico entre outros; a transferéncia de gene mielo-
protetor em conjuncdo com a quimioterapia; a terapia com oligonucleétido antisense; o
uso de farmacos ativos na transcricdo; e a terapia génica com vetores bacterianos (Palmer
et al., 2002).

O grupo de Wang & Sun (2010) propbs o desenvolvimento de trés classes de
moduladores da p53, que podem ser usados independentemente ou em combinacdo com a
quimio-radiacdo mediante: a reintroducdo da p53 wild-type recorrendo ao adenovirus,
Ad-p53; a eliminacdo da p53 mutante, utilizando o adenovirus, ONYX-015, com maior
efeito quando combinado com quimioterapias; o uso de pequenas moléculas, que
interferem na reativagdo da p53 e na indugdo da apoptose das celulas tumorais, como por

exemplo a molécula RITA, que tem efeito na supresséo do crescimento celular tumoral.
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V. Conclusdes
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Na mucosa colo-retal, a presenca de JCV € a exce¢do em grupo-controlo e a regra
em grupo com adenocarcinoma.

Entre a referida presenca e a lesdo, parece haver uma forte ligacao, que pode ser
de causa-efeito, direta ou indireta, sendo a lesdo a causa ou o efeito, ou apenas
coincidéncia.

Parece existir algum tropismo do virus JC pela lesédo de adenocarcinoma.

A presenca do JCV tende a ser maxima na lesdo, tendencialmente menor na
mucosa adjacente e ainda menor na nao adjacente.

Parece haver uma tendéncia para um aumento do risco de ocorrerem mutagdes em
adenocarcinoma colo-retal, em mucosa adjacente e ndo adjacente.

A comprovar-se este aumento e atendendo aos mecanismos patogénicos
derivados da presenca de algumas mutacdes serd aconselhado desenvolver estratégias

terapéuticas que as previnam, as modulem ou as tratem.
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