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Resumo

O carcinoma colo-rectal € uma das principais cadeamrorte em Portugal e no
mundo.

Varios estudos tém sugerido existir uma associag#ice 0 surgimento da
doenca carcinogénica colo-rectal e a infeccdo pelommavirus humano JC. Deste
modo, o despoletar desta doenca podera surgitia geatinfec¢cado nao litica das células
epiteliais da mucosa.

Segundo trabalhos realizados na area da biologilecolar presume-se que
existam etapas percussoras do carcinoma colo-recaeadamente a sequéncia Foco
de Criptas Aberrantes/Pdlipo/Carcinoma colo-rectal.

Neste projecto foi estimado o “risco” da presengapoliomavirus JC estar
significativamente associado ao foco de criptasrabtes, avaliando assim se o virus
estimula a formacao da cripta aberrante.

A presenca da sequéncia de DNA do poliomavirus honiC foi detectada
através de electroforese horizontal em gel de agaap0s ter sido amplificado o DNA
de amostras de parede intestinal através do métidested-PCR.

Foi analisada a presenca do poliomavirus JC emanidstras de mucosas colo-
rectais (grupo-controlo), 15 amostras colhidas ecos de criptas aberrantes (grupo de
estudo) e 9 amostras de mucosa normal ndo-adjaaenteco de criptas aberrantes
recolhidas em pacientes onde foi colhida amostriocke de criptas aberrantes (grupo
de estudo).

N&o foi detectada a sequéncia genética do polioosviC em qualquer cripta
aberrante, mucosa nao-adjacente a estas leséascosardo grupo-controlo.

Com os resultados obtidos verificou-se que nadekispismo do virus JC pela

cripta aberrante, ao contrario do que acontecepu#ipo.
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Abstract

The colorectal carcinoma is one of the leading esws death in Portugal and
the World.

Several studies have suggested there is a relatpos association between the
emergence of the colorectal carcinogenic diseask the infection by the human
polyomavirus JC. Thus, the trigger of this diseasg arise from the non-lytic infection
of epithelial cells of the mucosa.

According to studies conducted in the field of neolar biology it is assumed
that there is a sequence of steps that leads ¢toecthl cancer, namely Aberrant Crypt
Foci / Polyp / Colorectal Carcinoma.

In this project was analized the "risk" of the asation being highly associated
to the presence of polyomavirus JC in aberranttdigg, evaluating so if this virus
stimulates the aberrant crypt foci formation.

The presence and absence of the DNA sequence arhpatyomavirus JC was
detected by an horizontal electrophoresis in agages$ after being amplified DNA from
intestinal samples by Nested- PCR method.

Was analyzed the presence of JC virus in: 15 sampienormal colorectal
mucosa, belonging to the control group, 15 samtd&sen from aberrant crypt foci,
belonging to the study group and 9 samples of nobrme&osa collected from the same
patients were was taken the sample of aberrant éogps (sample of normal mucosa
adjacent to non-aberrant crypt foci), belonginghi study group.

It wasn’t detected the genetic sequence of poliaraavC in any aberrant crypt,
non-adjacent mucosa to this lesions or mucosa &amirol group.

With the obtained results was verified that ther@o tropism from JC virus for

the aberrant crypt foci as it is for the polyp.
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1- Anatomia do intestino grosso

O sistema digestivo humano é formado por um lond tmuscular bastante
diferenciado, ao qual estdo associados alguns $rgdaylandulas que também
participam na digestao.

O intestino é constituido por duas partes, o imestelgado e o grosso, distintos
a nivel morfoldgico e funcional (Parker S, 2007).

O intestino grosso tem como funcdo principal a &jdso de agua e alguns
nutrientes contidos nos residuos da digestdo quu&pr do intestino delgado. Para além
desta funcdo, apresenta ainda a de digestdo atlagébactérias da flora intestinal e
formacdo de muco segregado por glandulas intestigae vai contribuir para a
formacao da matéria fecal, posteriormente expgleda anus.

O intestino grosso varia entre 1,5 a 1,8m de cangario e tem cerca de 5 a 8cm
de diametro, estando dividido em quatro parteggm e apéndice), o cdlon o recto e 0
anus (Figura 1).

O cego, situado na zona inferior direita da cavedabbdominal, é a primeira
porcdo do intestino grosso e mede cerca de 7cnsuPasia excrescéncia tubular
denominada de apéndice cecal (McCann & Wise, 2008).

A maior parte do intestino grosso é constituida pélon que por sua vez se
divide em quatro segmentos: ascendente, transwdgsoendente e sigmaide.

O colon ascendente mede aproximadamente entr€Q<e de comprimento e
ascende pelo lado direito do abdémen até quagara db figado, onde forma o angulo
hepético.

O coélon transverso, com 30 a 60 cm de comprimeatt@vessa a cavidade
abdominal da direita para a esquerda passandogxo do estdbmago. Forma outro
angulo denominado de angulo esplénico.

O colon descendente atinge cerca de 20 a 25 crordpritnento e desce pelo
lado esquerdo do abdémen até chegar a pélvis.

O colon sigmoide mede entre 30 a 40 cm de comptone descreve uma forma
em S no interior da pélvis antes de chegar ao.recto

O recto e 0 anus sao a ultima parte do intestiossg. O recto mede entre 15 e
20 cm de comprimento e, com um didmetro muito vati@as suas diferentes partes,

desce pelo centro da pélvis e termina no anudciorifue contacta com o exterior. Os
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altimos 2/3cm do recto correspondem ao canal amatle se podem encontrar
formacdes musculares particulares, o esfincter iatexino e o esfincter anal externo,
que regulam a defecacao.

Como ja referido, no intestino grosso a flora stitl é constituida por
microrganismos, como as bactérias que facilitamoogsso final da digestdo. Contudo,
nem todos 0os microrganismos sao benéficos e, fnbguente, o intestino é exposto a
seres patogénicos, como virus, que contribuem adasenvolvimento de doencas

como o carcinoma colo-rect@uarner, 2006)

Figura 1- Representacdo esquematica da anatomiatekiino grosso. A- Cego; B- Célon
ascendente; C — Colon transverso; D — Colon desc¢edE — Célon sigmoéide; F — Anus; G —
Angulo hepético; H — Angulo esplénico; | — Rectalgptado déAlcamo | E & Bergdahl J,
2003.

1.1 - Parede Intestinal

A parede do intestino grosso € composta por geatradas concéntricas: a
mucosa, a submucosa, a camada muscular, e a getosaventicia). A mucosa € a
camada mais interna e pode ser dividida em epit@limina prépria emuscularis-
mucosae.
O epitélio € composto por uma fila de células sasptilindricas, absortivas. A
disposicdo destas células forma milhdes de invadesm denominadas de criptas
(Figueiredo | N,2010). Cada cripta é constituidayra conjunto de células, formando

um tubo cilindrico, com uma abertura na zona agkigueiredo | N,2010).
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As células epiteliais estdo intercaladas por celgkiciformes produtoras de
muco e desprovidas de vilosidades (Figura 2).

A lamina propria contém glandulas intestinais landa Lieberkihn e foliculos
linfaticos que podem atravessamascularis-mucosae e a submucosa.

A muscularis-mucosae, composta por varias camadas finas de fibras naresu
lisas orientadas de maneiras diferentes, conf@ertao epitélio.

S&o varias as doencas que podem afectar a mudestinial, um dos exemplos &
o carcinoma colo-rectal, que se podera iniciarrtirgia alteracao das criptas (Abraham
L K, 2002; Parker S, 2007).

Figura 2 — Histologia do intestino grosso (Adaptdddeeley R, 2003).
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2- Neoplasias Malignhas

2.1- Epidemiologia

O cancro é uma das principais causas de morte ndané&stimativas realizadas
em 2008 apontam que 7,6 milhGes de pessoas mordenado a esta doenca nesse ano
(Katalinic D, 2010; WHO2011).

Perspectivas futuras da Organizacdo Mundial de S&MS) indicam que a
incidéncia desta doenca ira aumentar exponenciddnmen proxima década atingindo
em 2030 cerca de 12 milhdes de pessoas anualni&tsdiic D, et al, 2010; WHO
2011).

A acumulacdo de muta¢cBes genéticas provoca a déstég do ciclo celular e
as células dividem-se de forma atipica, desorgdaizadescontrolada, resultando no
desenvolvimento de cancro (Pinho MSL,2008). Pa exgitivo, o cancro é considerado
uma doenca genética.

A divisdo celular acelerada das células mutadasatas malignas quando
ocorrem seis alteragfes fundamentais: a auto-€odid em sinais de crescimento, a
insensibilidade aos sinais anti-crescimento, o rmdéd replicativo ilimitado, a
capacidade de evitar a apoptose, a angiogénesnsuist e a capacidade de invadir

tecidos através das metastases (Cavaibdr,2011).

2.2 - Factores de risco:

Existem certos factores ambientais que estimulantec@dimente o
desenvolvimento da doenca carcinogénica e potenzisen agravamento.

Os principais factores de risco como o tabaco, apahl a luz solar, o
envelhecimento, a alimentacdo inadequada e infecpde alguns virus, como o da
hepatite B (HBV), o da hepatite C (HCV) e algumos$ de Papiloma Humano (HPV),
sdo exemplos de factores ou organismos que conrpravastimular directamente o
desenvolvimento desta doenca (Guerra MetRl, 2005; WHO 2011).
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2.3 - Carcinoma colo-rectal (CCR)

2.3.1- Etiologia

Segundo a OMS, o CCR ¢ a terceira neoplasia maggidnte no mundo. Na
Europa foi realizado um estudo em 2006 que mosteaagncidéncia anual de cancro &
aproximadamente de 3,2 milhbes de pessoas e afesera mortalidade de 1,7
milhdes/ano. O CCR é a segunda principal causa ddgenpor tumor, sendo
ultrapassado apenas pelo cancro de pulmdo. Emdagriesta doenca € a terceira
principal causa de morte por neoplasia (Ferlaya, 2007; WHO, 2011).

O CCR é uma doenca que afecta maioritariamentelaso$, sendo a idade
média de ocorréncia os 73 anos. Em 2008, foi pthmean projecto pela OMS com
medidas de accédo tendo como finalidade contrariaaumento exponencial de
ocorréncia desta doenca (Fenogliatial.,2010).

A localizacdo mais frequente desta doenca ocorrsigradide e no recto, no
entanto, nos ultimos anos, a tendéncia de ocomédai doenca em zonas mais
proximais tem aumentado (Hamilton SR & Aaltonem RAQ0).

Certos factores desempenham papéis-chave na @ioldg CCR. Foi
comprovado que o risco de desenvolvimento destmgdo@aumenta quando existe

elevada exposicao a:

» Factores ambientais como:
o Dieta alimentar (principal factor ambiental potextr de CCR):
¢ Excessiva em alimentos caldricos (hidratos de cerb@finados)
ricos em gordura animal e proteina animal (ex: esawermelhas e
derivados);
¢ Reduzida em fibras, frutas, vegetais e cereais;
0 Sedentarismo;
o Alcool;
o Tabaco;
» Factores pessoais como:
o Idade;
o0 Historia anterior de pdlipos;
o Doenca inflamatoria intestinal;
0 Historia familiar de CCR;
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» Factores genéticos de transmissao hereditaria.
0 CCR Nao-Polipoide Hereditario (gene alterado - HEPC

o Polipose Adenomatosa Familiar (gene alterado —)APC

Cerca de 80% dos doentes com CCR tém carcinomasradgms nao
hereditarios. Os restantes 20% apresentam elevadeefibilidade hereditéaria,
nomeadamente o CCR Nao-Polipoide Hereditario oalipdse Adenomatosa Familiar
(PAF), que surgem com mais frequéncia e manifeseram idades mais precoces
comparativamente com o CCR esporadico (Hamilton a@tghem, 2000; Petersa
al.,1999).

Na maioria dos casos, 0s pacientes com CCR saat@ssiticos, contudo, 0s
sintomas podem incluir, entre outros, febre, mdreperda de peso, dor abdominal,

obstrucao, perfuracdo, hematoquezia ou anemia (tdandR & Aaltonem L A, 2000).
2.3.2 - Patogénese e caracteristicas anatomo-getasd

A carcinogénese do CCR engloba varias fases dew#senento até alcancar o
estado de malignidade (Figura 3). Trabalhos piosesobre a sua biologia morfologica
e molecular permitiram distinguir a sequéncia deratfes que leva a formacéo do
adenocarcinoma colo-rectal. Deste modo, as neaplasolo-rectais derivam da
alteracédo da epiderme intestinal (Winawer S J, 1999

Inicialmente, a alteracdo genética das célulaslepg do intestino provoca a
degeneracéo do tecido normal, sofrendo alteracaoatfologia e aumento de volume.
Esta deformacéo epitelial tem como consequénciarmalcdo de criptas anormais,
defeituosas, denominado o seu conjunto de Foco mgta€ Aberrantes (FCA).
Acredita-se entdo que o desenvolvimento desta lesitdecede o pélipo (Figueiredo |
N,2010; Winawer S J, 1999).

O polipo sofre alteragBes de tamanho ao longo dpde A continua divisdo
celular aumenta gradualmente o seu tamanho atéafoum poélipo com uma massa
celular de grandes dimensbes. Este evolui paranocama, que por sua vez adquire
malignidade quando a massa celular obtém capacideasva. A fase invasiva é a fase
mais avancada da doenca com capacidade de deséalas do tumor primério (as
metastases) para a corrente sanguinea e postarteramstaminar outros orgaos.

InvestigacOes feitas na area da genética sugeremegiste uma possivel

sequéncia de mutac¢des que culminam no aparecirdentancro esporadico. Acredita-
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se que este tipo de CCR ocorre devido principalemantnutacdes nos genes APC, k-
ras, DCC e p53 (Pinho MSL,2008).

Os estudos sugerem que mutacdes nos genes AR@ses&e responsaveis por
originar as criptas aberrantes (YuanePal, 2001), mutacdes no gene APC e DCC
formam e desenvolvem o polipo e mutacdes no geldespdb 0s responsaveis por
desencadear o CCR (Pinho MSL,2008).

o B A el T 2 i A
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. Avancado

L . n - ( PAengma, =2
o AdenomaFrecoce | juiorpediivio.

. “Cdrcinoma -

Figura 3 - Modelo proposto por Vogelstein e Coleapa sequéncia de mutacdes na evolugéo
adenoma-carcinoma (Adaptado de Weimberg RA & Ham&@l$, 1996).

3- Focos de Criptas Aberrantes (FCA)

Como foi referido anteriormente, a carcinogénede-mxtal € um processo
complexo constituido por varias etapas que includamcas histomorfologicas da
mucosa e as criptas aberrantes possivelmente eaguaeé numa forma precedente ao
desenvolvimento da doenca (Norlida AO & Phang KB, Figueiredo | N,2010).

Acredita-se que os FCA (Figura 4) sado lesbes psecas do poélipo,
caracterizados pela presenca de displasia, moradidade e mutacdes do gene APC e
k-ras (Khare &t al, 2008; Siu Mgt al, 1997).

Varios estudos feitos com animais e amostras husnaj@aram a perceber o
processo precursor de lesbes pré-malignas a masircriptas aberrantes (Khare S,
2008). Ensaios realizados com roedores tratados wo@ substancia cancerigena

(azoximetano) resultaram no maior aparecimento @4, Fque ao longo do tempo
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foram-se tornando maiores, com maior atipia nucatedisplasia (McLellan E Aet al,
1991) .

Em humanos também existem indicios que apontam g@avaracidade da
sequéncia FCA/pdlipo/adenocarcinoma (Takayamat B, 1998). Estudos feitos em
pacientes com carcinoma colo-rectal apresentamrmaimero de FCA em relacédo a
pacientes com lesdes nao cancerosas ou sem quajpmude lesdo (Pretlow Tr{ al.,
1991).

A identificacdo destes focos é realizada atravégddcas de cromoscopia, nos
quais se utilizam dois tipos de corantes vitai&zal de metileno, que penetra dentro
das células; e o Indigo Carmim, que cora as céhulsisa superficie sem as penetrar. O
corante Indigo Carmim é menos abrasivo e a prddabi de destruicdo do material
genético é menos elevada, contudo o azul de metpermite melhor identificacéo e
recolha.

Os FCA foram descritos pela primeira vez em 1987Bial, em intestino de
rato, como lesBes volumosas, através de um meétolboimétrico. Os ratos foram
submetidos a uma substancia cancerigena (azoximetnposteriormente foram

analisados os seus intestinos. Comparativamenteaaoorcosa normal identificaram-se

criptas de maiores dimensfes, mais escuras, desespeepitelial maior e congregadas
num foco (Bird RP,1987).

Figura 4 — Imagens de Focos de Criptas AberraAl8s: Histologia de dois FCA identificados
através de ampliacdo endoscépica. (Adaptado dallr@lelaborado pelo Professor Niitsu Yoshiro,

Takayama T, 1998); C — FCA observada através dmexke colonoscopia, hos HUC.

Os FCA estdo presentes frequentemente em indivicdoms carcinomas

esporadicos e também em individuos que apresentsn Resta forma hereditaria
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autossomica dominante de CCR existe uma mutacamirggiva no gene APC,
provocando a alteragéo celular e formacgéo dos H@kayama Tet al, 1998).

Pessoas que apresentem antecedentes de polipgadesnCCR ou individuos
idosos, demonstram ter uma maior incidéncia de FCA.

Existem substancias promotoras dos FCA como panpikeo quenodiol ou o
azoximetano, assim como existem substancias repassscomo o0 acido

docosahexaendico ou a aspirina (Takayanea dl, 1998).

3.1- Morfologia / Histologia dos focos de criptdeaantes

As criptas aberrantes distinguem-se principalmeete seu volume elevado e
dismorfia (Smith, Aet al, 1994).

A analise histologica destas lesbes mostrou afiesapeculiares que, para além
do aumento de tamanho, quando observadas endamo@pite apresentavam um maior
espessamento epitelial, maior espaco peri-criptabguns casos, displasia (Hurlstone
DP & Cross SS,2005).

O numero de criptas aberrantes € variavel por fagesentando em regra entre
150 e 200 criptas aberrantes (Kharet%), 2008).

Os FCA devem ser identificados e colhidositu e analisados posteriormente.
Esta andlise ndo deve ser precedida de corteddgistms, dado que as caracteristicas
especificas que definem as criptas aberrantes gogmrder a fiabilidade em cortes
histoldgicos (Khare St al, 2008).

3.2 - Alteracdes genéticas em FCA

Como foi visto anteriormente, os estudos mostram jgincipalmente mutagbes no
gene APC e K-ras estdo intimamente relacionadas coaparecimento dos FCA
(Figura 5) (Yuan Pet al, 2001).
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¢ Mutacbes no gene APC

Estudos realizados demonstram que alteracdes rAfeG sao detectadas em
CCR esporadicos (Powedt al., 1992) e em FCA (Smitkt al, 1994), evidenciando
assim que a mutacdo neste gene pode ocorrer napa ptecoce da sequéncia do
carcinoma colo-rectal (Bernstein &€ al, 2000).

A funcéo do gene APC consiste em promover a apeptelilar e a regulagéo
da proteing-catenina.

A mutacdo deste gene no célon induz a inactivaggwracesso de apoptose, que
estimula a transformacao neoplasica (MoringPal, 1996). Quando ocorre nas células
germinativas, o gene APC mutado podera vir a setade pelas geragfes seguintes,
constituindo assim o passo inicial para o desemwanto da PAF (Ichii Sgt al, 1992).

A B-catenina desempenha a funcédo de adesao entrascéiteliais. Em tecido
normal, quando as células estabelecem contactoace#iula vizinha, deixam de se
multiplicar — € a inibicdo por contacto (Ogata D e€,al, 2010). Essa proteina €
degradada no citoplasma através de protedlise quetplexo de ataque APC/ axina/
GSK-33. Quando ocorre mutacdo do gene APC, a expressadige é defeituosa, o
que leva a dissolucdo do complexo de ataque, prenglmva continua formacao fle
catenina e provocando a acumulagdo desta proteir@taplasma celular. Esta pode
posteriormente alcancar o nucleo e modular a es@oesle varios genes-alvo
potenciadores da carcinogénese. Deixa assim da lbawabicdo por contacto e as

células proliferam descontroladamente (Ogata Bt @, 2010).
% Mutagéo do gene K-Ras

O gene K-Ras é responsavel por codificar a protEHRAS que pertence a
familia das GTPases. A familia das GTPases comegpa proteinas da membrana
celular que promovem a transducéo de varias viasnddizacdo (Minamoto Tet al,
1995).

Entre a transducdo de varias vias de sinalizac&& RAS é responsavel por fazer a
transducdo de factores de crescimento. A mutacdgene K-Ras vai provocar o mau
funcionamento da proteina K-RAS e consequentemeemtesregulacdo da transducao
dos factores de crescimento. Assim, da-se o destoeelular e inicia-se o processo de

carcinogénese (Shen &t al, 2011).
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As estatisticas mostram que a mutacao do gene KxRaesso organismo e em
FCA é frequente (Smitét al, 1994).
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Figura 5 - Representacdo esquematica das princiiga@isle sinalizacdo que, por factores externos,
desregulam a célula, iniciando assim o processmade@nogénese. A- Via de sinalizagdo do APC.
B- Via de sinalizacéo do k-ras. (Adaptado de Handh& Weinberg RA, 2000).

- Polipos

A caracterizacdo morfologica dos pélipos e as eifeas entre os varios tipos
existentes sdo bem conhecidas. Uma das distingi@s fentre polipos consiste na
presenca ou auséncia de pediculo. Na presencadiulpeo pélipo denomina-se de
pediculado, na auséncia apelida-se de séssil (Baghal, 2004).

Os polipos separam-se em dois grupos principas:neéplasicos, quando néo
apresentam malignidade, e pdlipos neoplasicos,dguandemonstram. As estatisticas
indicam que 30% dos podlipos recolhidos por coloopic sdo ndo neoplasicos e em

grande parte dessas recolhas (cerca de 70%) splasieos (Cerato M Met al, 2007;
Faias.et al, 2004).
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Os polipos nédo neoplasicos, em regra, ndo desesmoblisplasia excluindo,
assim a probabilidade de risco de desenvolvimeatdognca cancerigena. Dentro deste
tipo de pélipos incluem-se os polipos hiperplasi¢t@snartomas, agregados linféides e
polipos inflamatérios (Lanet al, 1971; Faias St al, 2004).

Os polipos neoplasicos caracterizam-se por tereapacidade de desenvolver
malignidade, e geralmente sdo denominados de godgenomatosos ou adenomas.
Clinicamente provocam consequéncias mais severasoppaciente, isto porque 95%
dos CCR séao gerados a partir de adenomas (Faghal S2004).

Por definicdo, os adenomas séo displasicos e ceampanodificacdes atipicas e
arquitecturais que se vao sobrepondo até culmmat€R (Costantini Met al, 2003).

Os adenomas subdividem-se em trés tipos consoaniguaatidade de
componente viloso que contém: tubulares, tubuloseis e vilosos.

Os adenomas tubulares possuem 0-25% de componieste & desenvolvem-se
em cerca de 70-85% dos adenomas.

Os adenomas tubulo-vilosos possuem 25- 75% de amenp® viloso e 10-25%
dos adenomas recolhidos séo deste tipo.

Os adenomas vilosos possuem 75-100% de compon#dose.VEste tipo de
adenoma é o menos frequente, surgindo apenas anHedenomas.

Quanto maior for a quantidade de componente vilmsadenoma, maior sera a
severidade apresentada pelo mesmo (Faietsa§,2004; Fenoglio Let al, 1999).

5 - Poliomavirus neurotrépico humano JC (JCV)

O virus JC (descrito pela Comissao InternaciondNdmenclatura de Virus), o
BK (BKV) e o Simiam 40 (SV40 ) pertencem a fam#fiapovaviridae (Field A M, et
al, 1974).

Considerado um virus humano, o JCV infecta predam@mente a nossa
espécie.

A infeccdo é generalizada, porém, a replicacdol \@sta restrita a células
permissivas, ou seja, as células capazes de suporggplicacdo do DNA viral, como
células da glia (predominantemente oligodendrécibosle desenvolve a doenca
Leucoencefalopatia Muitifocal Progressiva) e cdéulafdides da linhagem B. Isto
deve-se ao facto de somente neste tipo de célulagiream os mecanismos

intracelulares especificos que promovem o tropisoovirus e permitem a sua
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multiplicacéo. A infeccéo deste tipo de célulasitesnuma infeccéo litica por parte do
virus (Darbinyan Agt al.2004).

Apesar de o virus ndo se conseguir replicar emasthéo permissivas pode
infecta-las, potenciando assim a origem de doefegmrise as quais possivelmente o
CCR como tentamos estudar neste projecto).

Nas células ndo permissivas englobam-se todasl@dascém que o virus néao
consegue replicar o seu DNA, como por exemplo ksasédo epitélio gastrointestinal
estudadas neste projecto. Neste tipo celular né&teax as condi¢cbes essenciais para o
processo viral acontecer, o que resulta na infeogéwo litica ou latente. A infeccao
latente desregula a cascata de sinalizagédo celdtansformara a célula em neoplésica,
culminando no carcinoma (White & Khalili, 2004; Qloeet al., 2010).

A replicacdo viral ndo acontece enquanto o JCV ré&mir as condi¢cdes
favoraveis para tal, depositando-se numa formateterincipalmente nos rins e érgaos
linféides dos individuos até conseguir se repl{€ren S Tget al, 2010).

A infeccdo acontece durante a infancia, & geralkenguibclinica, assintomatica e
pode permanecer na forma latente durante todaaa(@dfak M & Khalili K, 2003;
Gordon & Khalili, 1998; Gosert Rt al, 2010).

Em 1971 foi identificado pela primeira vez o JC\Wnra recolha de tecido
cerebral humano. Padgett, Walker, ZuRhein, e Ed&oforam 0s pioneiros na
descoberta deste virus, que o denominaram de Jahnir@ham virus (JCV) em
homenagem ao paciente do qual foi isolado (Padgetet al, 1971).

Posteriormente foram descobertos os restantesnpalious pertencentes a familia
Papovaviridae. O BKV foi isolado da urina de um paciente de $@ante renal por
Gardner, e mais tarde foi isolado o SV40, atravesedido cerebral de dois pacientes,
por Weiner (Penney J B & Narayan O, 1973; GardimereBal, 1971; Field A Mt al,
1974).

% Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LMP)

O JCV é o agente etiolégico da doenca LMP que dscdta pela primeira vez
em 1958. A LMP é uma doenca desmielinizante fatal mpsulta da infeccao litica de
oligodendrdcitos. Esta doenca neurodegenerativeisiema nervoso central provoca a
destruicdo das células produtoras de mielina, g®d#ndrécitos, que sendo células
permissivas permitem a replicagdo do JCV, deseendly assim lesdes cerebrais que
culminam na morte do doente (Safak M & Khalili K)(3).
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O JCV apenas se replica e desenvolve esta doersgad@u organismo se
encontra imunocomprometido, como por exemplo, emieptes a realizar terapia
imunossupressora pos-transplante, pacientes eamiato quimioterapico, pacientes
com doencas auto-imunes como Esclerose MultiplaenBa de Crohn ou em pacientes
portadores do virus HIV. O virus tira beneficioidstabilidade do sistema imunitario
para se replicar e, entre outros efeitos patogémdisiologicos, causar a LMP (Gordon
& Khalili, 1998; Gosert Ret al, 2010; Darbinyan Aet al, 2004).

5.1 - Epidemiologia

O JCV é muito comum na populagdo humana. Estinguse70 a 90% dos seres
humanos estejam infectados por este virus (Lam8&CGsBez DM, 2007).

Na maioria dos casos a infec¢cdo ocorre na infgwaias respiratério de infancia) e
adolescéncia e estima-se que mais de 60% das asiaagm menos de 15 anos
apresentam seroprevaléncia do JCV (anticorpos aomtr virus), aumentando
gradualmente com a idade (Padgett,®tlal, 1973; Gordon & Khalili, 1998; Knowles
W A, et al, 2003).

Este virus é encontrado em altas concentracoesesgos urbanos em todo o
mundo, o que levou alguns pesquisadores considerehipotese que as aguas
contaminadas sao a principal via de transmissaahanBofill S,et al, 2001; Pavesi
A, 2005).

5.2 - Morfologia e expressao genética

Quando comparado com o SV40 e o BKV, o JCV aprassainelhancas ao
nivel do tamanho do DNA (~5.2 pares de bases), rdan@acdo gendémica e da
sequéncia de DNA.

O JCV néo possui capsula, possui capsideo icosaédricontém um DNA
pequeno, circular e de dupla cadeia.

O seu genoma circular (Figura 6) contém duas regiodificantes de tamanho
aproximadamente igual, conhecidas como unidadesadscricdo precoce e tardia e
uma regido reguladora que controla a replicacadoD8A, denominada deTCR
(Transcriptional Regulatory Region) (Cole C N, 1996).

As regides codificantes produzem 6 proteinas, guatginas precoces e quatro

tardias.
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As proteinas precoces, antigénio T grande (Ag-antegénio t pequeno (Ag-t),
sdo altamente oncogénicas e sdo expressas nanfeisé da contaminacdo antes da
replicagdo do DNA. Seguidamente sédo produzidasasajproteinas tardias.

Para se replicar, o virus necessita de controt&fida a seu favor. As proteinas
precoces sao responsaveis por induzir a céluleedesp a entrar na fase S e replicar o
DNA viral.

O Ag-T € uma fosfoproteina nuclear essencial nicegg@o do DNA viral. O
JCV necessita de enzimas e cofactores presenté@ss@aS da interfase mitética da
célula infectada para se conseguir replicar e orAgm um papel muito importante
funcionando como helicase e ATPase. Esta fosfoptiéiga-se ao DNA da célula e
promove o desenrolamento da dupla hélice, inteoviassim na manipulacdo celular
para potenciar a integracdo do DNA viral no DNAutal e a sua multiplicacédo viral
(White & Khalili, 2004).

O Ag-T modula ainda as vias de sinalizacdo cekillastimula a célula, através
da capacidade de se ligar a varias proteinas medutpie controlam a progresséo do
ciclo celular e a apoptose. Assim, o Ag-T direcaiancélula a entrar na fase S do ciclo
celular, possibilitando a replicacdo do seu genoma.

A accdo do Ag-t ainda ndo é amplamente conhecmaudo sabe-se que
vitro, esta fosfoproteina coopera com o Ag-T na transigéo celular (White &
Khalili, 2004).

Com o avancar da replicacdo viral sdo express@einss tardios que originam
as quatro proteinas tardias. Trés dessas proteind’l, a VP2 e a VP3, sédo proteinas
estruturais com capacidade de se auto-agregarmarena formacdo do capsideo. A
formacdo do capsideo € originada principalmenta jpebteina VP1, sendo assim a
proteina que compde maioritariamente o capside@ &PR/P3 sao estruturalmente
muito semelhantes e apresentam-se em menor quitidaformacao desta estrutura
(White & Khalili, 2004).

Para além das proteinas referidas, € formada gegpma, que € uma proteina
pequena, simples e reguladora, que contribui pgpeopagacdo do virus nas varias
etapas do seu ciclo de replicacéo. Esta proteimeem@ia a permeabilidade membranar
da célula infectada pelo virus, o que potenciaidasdo virus da célula através da via
nao litica (Merabova Net al, 2008).

A agnoproteina € composta por 71 aminoacidos ednacomo viroporina. As

viroporinas sdo proteinas integrais da membrana igiggagem com a membrana
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celular para aumentar a permeabilidade a idesrasomtoléculas pequenas. Apos a sua
insercdo na membrana, a agnoproteina forma umhpdrafilico por onde as particulas
virais saem da célula. Deste modo, ndo é provoeadise da membrana celular
(Merabova Ngt al ,2008).

Pensa-se que este modo de infeccdo nao litico ssejlarma possivel de
propagacédo do virus em células ndo permissivas.

Estudos realizados sobre agnoproteinas de polionsatdm sugerido que, para
além da funcao referida em cima, esta proteina pod&ibuir para a propagacdo do

virus nas varias etapas do seu ciclo de replicagioo por exemplo:

Incitacdo da transcrigéo,

Processamento de proteinas virais,

Montagem dos virides,

Propagacéo viral.

Figura 6 — Disposicao estrutural do genoma do J&aptado de Trowbridge e Frisque, 1995).
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5.3 — O ciclo de vida do JCV

A infeccgéo viral das células (Figura 7) inicia-smgdo o JCV estabelece ligacao
com os receptores da membrana celular extef2s) e a(2-6). Estes receptores sao
glicoproteinas e glicolipidos, situados na membialaamatica das células de todos os
mamiferos (Liu Cet al, 1998; Fonseca A & Fonseca F, 2006).

Contudo, como foi referido anteriormente, a regicaviral € restrita as células
da glia e células linféides da linhagem B (célyasmissivas). Apos a ligacdo do virus
a superficie das células referidas, este é endocita transportado por vesiculas
revestidas por clatrina para o nucleo da célulpdasira. A membrana nuclear € uma
barreira de passagem para o JCV, que se auxiliangastinas e do complexo dos
poros nucleares para ser transportado para odntarclear. Uma vez dentro do ndcleo
da célula hospedeira, inicia-se a transcri¢cao eriginando dois mRNAs que codificam
as duas proteinas precoces, Ag-T e Ag-t (White &aliih 2004). Estas duas
oncoproteinas, mas principalmente a Ag-T, vaowinter inducéo da célula hospedeira
a entrar na fase S do ciclo mitético celular aaritio assim a integracdo do DNA viral
no DNA da célula.

A mitose celular prossegue e replica o DNA virahauvez que este se encontra
integrado no DNA da célula.

As proteinas tardias podem assim ser expressaere at sintese da VP1, da
VP2, da VP3 e da agnoproteina.

As VP1, VP2 e VP3 apresentam capacidade de seagmgarem e vao formar
0 capsideo, que € composto maioritariamente por ZBin a formacdo do capsideo a
montagem viral € concluida e os novos virides estdocondicbes de sair da célula
hospedeira.

A agnoproteina vai, entre outras funcdes, facibtasaida do virus para fora da

célula, através da formacéo de poros hidrofili@siembrana celular.
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Figura 7 - Representacdo esquematica do ciclo die do JCV (Adaptado de Khalili, K.,
Gordon, J., & White, M. K. (2006)) 1- Ligacdo dousd a membrana celular; 2- Endocitose do
virus; 3- Transporte do virus por vesiculas regtastipor clatrina; 4- Incorporacdo do DNA
viral dentro do ndcleo; 5- Manipulacdo genéticacdlla por parte do virus e formacdo das
proteinas precoces; 6- Expressdo, por parte ddacé&a proteinas virais essenciais & sua
replicacdo; 7- Replicacdo de genoma viral; 8- Esgfie dos genes tardios; 9- Formacao das
proteinas tardias; 10- Montagem; 11- Transportevidas para a membrana plasmética; 12-
Saida do virido de dentro da célula, através dapgteina; 13- Novos virus JCV.

Com a finalizagdo da montagem viral resulta a fgdoade varios virus
descendentes de apenas um progenitor, que saeglulia € estdo em condigbes de

infectar outras células do organismo, iniciandargismo modo o ciclo de vida viral.

6- Associacao do JCV ao desenvolvimento do CCR

A influéncia oncogénica de certos microrganisma®genicos infecciosos na
formacdo de neoplasias malignas humanas é conheeiddo este um factor de risco
importante e a ter em conta, como é o caso dac@de@or HIV, associado ao

aparecimento de neoplasias malignas em variosslat@icorpo, por HBV ou HCV
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associados ao cancro de figado ou por HPV, asspamdarcinoma colo-uterino (Lang
TU, et al, 2011; Ghazizadeh 8 al, 2011;0hishi Wet al, 2011).

A relagdo entre JCV e a mucosa colo-rectal ndo mstf@ndamente estudada,
contudo varias investigacdes sugerem a associagsie dirus ao aparecimento de
carcinoma por todo o trato gastrintestinal, conmexemplo do CCR (Enam &, al.,
2002; Hori Ret al., 2005; Padgett B L & Walker DL, 1971; Sabath &jtta2002).

A via de infeccdo néo litica das células pelo J@Vela-se potencialmente
oncogénica e com capacidade de desregular e trarssfa célula. Como foi referido, a
ligacdo deste virus aos receptores das glicopastein glicolipidos situadas na
membrana celular permite a infeccdo por parte dasvé varios tipos celulares e de
tecidos humanos ((Liu @t al, 1998; Fonseca A & Fonseca F, 2006).

Ao que tudo indica o disturbio causado nas viasidalizacdo APC e K-Ras
esta directamente relacionado com o virus, sugerigbim que seja o0 estimulo
responsavel pelo aparecimento da doenca CCR. Aspmteina Ag-T e Ag-t com
caracteristicas transformantes poderao intervinioio deste processo, indicando assim
o JCV como o factor de mutabilidade genética dadas2colo-rectais, culminando no
CCR (White & Khalili, 2004) .

Contudo, nenhum estudo revelou com certeza quetangial oncogénico de
JCV induz a formacdo do CCR, sendo que a influétheste virus no desenvolvimento

carcinoma humano continua por esclarecer
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Il — Objectivos
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Ainda que o CCR seja uma das principais causasalterem Portugal e no
mundo, a relacdo do JCV associado a esta doenca ai&io € suficientemente
compreendida.

Os FCA aparentam ser a forma antecedente ao p@iptformacdo acerca da
influéncia do JCV no desenvolvimento dos FCA é aiddsconhecida, ndo existindo
nenhuma investigacdo a semelhanca da realizadapregtcto.

Com a realizacdo deste projecto, mostrando umageeiga inovadora nesta
area de investigacdo, pretendeu-se adquirir nowvastributos cientificos para

compreender a influéncia do JCV no desenvolvimdosFCA.
Este trabalho tem assim como objectivo principal a:

Estimativa grosseira do “risco” da presenca de &sgea de DNA do

poliomavirus JC em criptas aberrantes de mucosareotal humana.
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l1l- Material e Métodos
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1- Colheita do material bioldgico

A colheita do material de estudo foi efectuada eovi§o de Gastrenterologia dos
Hospitais da Universidade de Coimbra (HUC). O pmrolo da recolha do material
bioldgico foi aprovado pelo Comité de Etica dos H&J& monitorizacdo e realizagéo da
colheita do material foi efectuada pelo Prof. DouRedro Figueiredo conforme o
protocolo previamente estabelecido (Anexo I).

Foram recolhidas no total 53 (cinquenta e trés)saras, sendo que 29 (vinte e
nove) pertencem ao grupo-controlo de 15 pacien®5 @rinta e sete) pertencem a ao
grupo de estudo de 15 pacientes (Tabela | e lljlo$a@s pacientes tinham indicagao
médica para a realizacao de colonoscopia (Figu, &ventualmente, de biépsia no
decurso desta.

Em cada individuo foi efectuada uma ou duas bigpsiantudo, nos pacientes
em que foram colhidas 2 amostras foi utilizado apemma delas, uma vez que nos
métodos utilizados para extraccdo de DNA ndo foesgario utilizar mais material.

Durante o procedimento reuniram-se os dados clmnielevantes de cada paciente
(Anexo V e Anexo VI).

Figura 8 — Imagem do material utilizado, captad#onal onde foi realizada a colheita.

A- Imagem de um Colonoscépio e Azul-Metileno.
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Grupo-Controlo

Este grupo € composto por amostras de materiabdica proveniente da
mucosa normal do intestino grosso de pacienteslesias colo-rectais (FCA, polipos
ou CCR).

De cada individuo foi efectuada uma a duas biégasucosa colica normal de
uma zona aleatoria do intestino.

Das 15 amostras recolhidas, 9 eram de mulheresran® de homens, com uma

idade média de 60 anos (Tabela I).

Grupo de estudo

Do grupo de estudo, colheram-se amostras de FCwtifidadas na mucosa
colo-rectal dos pacientes, através do método co&trico com azul de metileno, e por
amostras de mucosa normal colhidas em pacientd=CAn

O azul de metileno é administrado em forma de spoiye a mucosa colo-
rectal, actuando num periodo de 2 a 3 minutos.

Dos quinze individuos (Tabela Il), 4 eram mulhexdd eram homens, com uma
idade média de 64 anos.

Neste grupo recolheram-se 15 amostras de FCA eoSteam de mucosa normal
nao-adjacente ao FCA.

Todas as amostras de mucosa colo-rectal foram amdscem tubosppendorf
de 1,5mL com 20d de RNAlater (Applied, Carlsbad, California) (ureagente de

estabilizacdo para RNA) e foram conservadas a -80°C
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Tabela | — Dados demograficos dos pacientes dagrapntrolo (E) e respectivas

amostras colhidas de mucosa normal.

N° de amostras

NGmero de Ordem D€Si9Nacdo do  igage Genero
Doente
Mucosa normal
1E MAFMD 41 Feminino 2
2E JAS 58 Masculino 2
3E MCRP 74 Feminino 2
4E LAMS 66 Masculino 2
5E MCMT 56 Feminino 2
6E AV 84 Masculino 2
7E MLCR 65 Feminino 2
8E ESSF 23 Feminino 2
9E AAMF 64 Masculino 1
MOG 52 Feminino 2
10E
MPAF 71 Feminino 2
11E
JMDM 52 Masculino 2
12E
MAF 82 Feminino 2
13E
APPS 25 Feminino 2
14E
ADS 79 Masculino 2
15E
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Tabela Il — Dados demograficos dos pacientes dpogde estudo (D) e respectivas

amostras recolhidas de FCA e de mucosa normal.

N2 de amostras

Numero de Designacao do

Ordem Doente Idade Género Criptas Mucosa normal ndo-
Aberrantes adjacente a FCA
1D MO 80 Masculino 2 _
2D MAPA 81 Feminino 1 _
3D AS 72 Masculino 1 _
4D CCMF 40 Feminino 2 _
5D DYY 53 Masculino 2 _
6D CANR 58 Masculino 1 _
7D AAMF 64 Masculino 1 1
8D MRM 50 Masculino 1 1
9D JPP 51 Masculino 2 2
10D MLF 83 Feminino 1 2
11D ADS 82 Masculino 2 1
12D JAAS 39 Masculino 2 1
13D JDSR 54 Masculino 2 1
14D RS 82 Feminino 2 1
15D MASG 68 Masculino 2 1
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2 - Estratégiaexperimental

Este tabalho experimental fundame-se na deteccdo do genoma do JCVa
isto, foi necessario extrao DNA das amostras colhidas e amplificar esse DA
Nested-PCR. Por fim, aamplificacao resultante foi analisada atravéselectroforese
horizontal, em gel de agarosFigura 9).

Método Fenol-

L. eExtracgdo de DNA total
Cloroférmio

Nested-PCR

2 Sets de primers e Amplificagao do DNA
de JCV

Electroforese em

geI de agarose eAnalise dos resultados

Figura 9 -Representacdo esquematica da estratégia experimiizade.

2.1- Extraccao do DN/

Inicialmente, foram descongeladas as amostras deosaucol-rectal que se
encontravam conservadas eRNAlater a -80°C e foramcolocadas em nowc
eppendorfs.

De seguida, efectuose a extraccé de DNA das amostras deugosa col-rectal a
partir do método ddenol/cloroformioacido isoamilico(Anexo VII). Em todas as
amostras fopossivel extra DNA através deste método (Figura 1B%ta técnica de
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fenol/cloroférmio/acido isoamilico apresenta comsiyeis desvantagens no tempo
necessario para a sua execuc¢do, dado que, coparatite a outras técnicas de
extraccdo de DNA, é um método bastante demoradogntanto é o método que

apresenta custos menos elevados.

Figura 10 — Imagem demonstrativa do resultado flaalealizacdo da extraccdo do DNA de
algumas das amostras colhidas, através do métndidleroférmio/acido isoamilico.

2.2— Reaccao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica PCR é uma metodologia molecuiar vitro que se baseia na
amplificacdo exponencial selectiva de um segmesyieafico de DNA.

Esta é uma técnica simples que se baseia no pooneswal de replicacdo do
DNA da divisao celular e tem como objectivo o autaexponencial do fragmento de
DNA pretendido, cujo tamanho (em pares de basgsbhpgorresponde a distancia que
medeia entre os dopsimers utilizados na reaccao (Kiet al., 2001).

Para a sua realizacdo foi necessario o conhecinpeatdo das sequéncias de
bases nucleotidica®rimers) que complementam, a montante e a jusante, arsggué
alvo, para posteriormente delimitar essas extremeslaa fim de obter a ampliacido

especifica da sequéncia pretendida.
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Os primers sdo curtas sequéncias sintéticas de nucledtidos, apntém
aproximadamente 20 a 30 bases.

A actividade do PCR depende da participacdo dev&@omponentes quimicos e
térmicos, que vao ser utilizados pela enzima qualisa a reaccdo, a Tag DNA
polimerase.

A Taq polimerase é uma polimerase de DNA termoektéu seja, mantém-se
activa a temperaturas elevadas. Esta particulaidaemite a automatizacdo do
processo e o aumento da especificidade da reaccao.

Para ocorrer a catalise enzimatica a Taq DNA pohse apresenta alguns

requisitos, nomeadamente:

. Dois primers pré-sintetizadoso(ward e reverse), que fornecam uma
extremidade 3'-OH livre, a partir da qual vao seadirionados os nucleétidos.

. Um segmento de DNA que sirva de molde (a seqaéen), a partir do

qual vai efectuar o alongamento e copiar a cadergtementar simples.

. Nucledtidos livres (dNTP's) para produzir a cadeiomplementar
(dATP, dTTP, dCTP e dGTP);

. I6es Mg2+ que funcionam como co-factor.

Este € um processo que decorre em trés passosaRigd), a desnaturagéo, o
annealing e a extensague, em conjunto, correspondem a um ciclo que [Beteeum
namero especifico de vezes (35-40 ciclos) e reswdtanultiplicagdo do numero de
moléculas de DNA mediante a relagdo 2n (n = narderciclos).

Um ciclo de PCR consiste assim nos seguintes passos
1° Passo — Desnaturacao térmica

Aquando da desnaturacéo térmica, ocorre a eleagd#Emperatura no aparelho
de PCR, o termociclador (Figura 11B), até aproxianaehte 94°C, para que aconteca a

separacao da cadeia de dupla hélice da sequéwaia al
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2° Passo — Hibridizac&o dunnealing

A hibridizag&o dogrimers nas regides complementares consiste na ligacdo dos
primers as extremidades da sequéncia-alvo. A temperatitaildidizacdo necessaria
depende do tipo de nucleotidos constituintes doegps e a escolha criteriosa desta
temperatura vai permitir que estas sequénciasadocas se liguem a sequéncia-alvo

com elevada especificidade.
3° Passo: Extensao

Apos a ligacdo dogrimers, a temperatura eleva-se a aproximadamente 72°C e a
Taqg DNA polimerase atinge o seu maximo de efic&ngima vez que esta temperatura
€ a temperatura Optima de funcionamento da enziréggacdo da enzima inicia-se
sempre no extremo 3’ dprimer e a extensdo da cadeia ocorre exclusivamente na
direccdo 5’ para 3'.

O processo de sintese € iniciado e a polime@®sega a incorporar os dNTP’s
complementares na sequéncia-alvo.

Acontece assim o0 alongamento das duas cadeiasoamiente desnaturadas,
originando-se duas cadeias exactamente iguaisd@sasade origem. Na conclusdo do
processo vao resultar duas cadeias de dupla hélice.

Para este projecto foi utilizado um conjunto geimers desenhados
especificamente para a regido de consenso do DidAinserida no gene que codifica o
Ag-t (Tabela Ill). A escolha destgsimers resultou da sua eficacia comprovada na

deteccdo da sequéncia do virus em trabalhos aeteriealizados pelo grupo de

laboratorio.
Tabela lll — Resumo das caracteristicasptasers usados nas amostras de estudo.
[_ie&tgnngau.:r du:r.*; Temperatur Tamanhe do
Primers (Forward e Gene alvo Sequéncia de Nucleotidos ade Amplimero
Reverse) (Stabvida, ! >t ) Annealing ) r b)
Caparica, Portugal) "C) P
JCTE1F 3 -cttzgottaagtcacaccca-3° N 4
ICTR2 R Antigémio-t 5"-atgcaaagaactecaccetg—3 EC 347pb
(regio
JCTR3F COnsenso) 5'-tccacacaagtgggetgett-3° o .
ICTRA R 3" -ggtzggeacgaagacaagat-3° s0°C 263pb
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As condi¢cOes utilizadas nas reaccOes amplificacdo dos fragmentos [
Nested-PCR, foram:

- Volume de reaccéo = pL;

- 1xPCR Buffer (Bioron, Ludwigshafen Alemant

-2 mM Mg 2+ (Bioron, Ludwigshafen Alemanh

- 20uM dNTP‘s (Bioron, Ludwigshafen Alemanh

- 2.5 uni Taq DNA polimerase (Bioron, Ludwigshaferedlanha
- 20pmolegrimer forward

- 20pmolegrimer reverse

O termociclador automatico € o aparelho onde setuem os ciclos térmicc
gue sao manualmente programaeste trabalho realizarase 40 ciclos térmicos qt

ocorreram da seguinte manc

‘ Desnaturagao inicial: 94°C - 10' ’

Desnaturacgdo: 92°C — 30"

Extensdo: 72°C — 30"

Extensdo final: 72°C - 10'

( Annealing: 58/60°C — 30" J

A

Figura 11- Esquema representativo dos ciclos térmicos nedessar amplificacdo dc
fragmentos por PCR (A). Imagem do termociclador IBiometra(Maryland United States of

America)utilizado neste projec (B).

Em cadareaccdo de PCR foram amplificis, além das amostr, um controlo
positivo e um controlo negativido JCV. Comocontrolo positivo foi utilizad o
plasmideo pBR322 -BamHlI, gentiimente cedido por Kamel Khalili MD P
(Investigador do Neurovirology and Cancer Biologgpartment, Temple Universit
Philadelphia- USA), que @ genoma do JCV-Mad-Este plasmideo permite fiabiliz

a experiencia, garantindo o sucesso dos result
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No controlo negativofoi utilizada agua destilada para despistagem de poter

contaminacgdes dos reagentes de F

2.3 - Electroforese em gel de agart

A electroforesdFigura 17) € uma técnica basica de biologia molecular queister
na separacao de biomoléculas de acordo com sua el@ajrica e peso molecular. E
método permite a separacdo de particulas orgaoemo RNA, DNA e proteine pela
sua migracéo num gel durantaplicagcaade uma diferenca de potenci

Na matriz porosa do gel sdo impostas maiores résfi@o movimento di
moléculas maiores (menor migracdo), enquanto qumaéculas mais pequenas
difundem facilmente através dos poros do gel (nmaigracao)

A mobilidade da biomolécula no gel vai ser maioamfo menor for a sua raz
carga/massa.

Neste trabalho, a realizacdo da técnica de electsd em gel de agarose t

como objectivo obter a separacdo e resolucdo dagméntos resultantes

amplificacao feita anteriormente por P¢

Figura 12-Imagem do sistema de electroforese horizontalzatllb neste projecto pa a
separacao dos produtos de amplificag@o por

Na realizacdo desta experiér apenas foi utilizada em electroforese a separ
do DNA pelo seu peso molécular, sendo assim ne@@ssvarios componente

nomeadamente:

« Uma solugéo que contenha a mistura de biomoléquiase pretendem sepai
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* Um suporte fisico, como por exemplo o gel de agarosm uma constituicdo
gue imponha restricio ao movimento de migracdo rdakculas que se
pretendem separar;

« Um aparelho especifico para electroforese que g@ereampo eléctrico
necessario para induzir o movimento de moléculas;

* Uma solucdo tampéo que confira a todas as moléanlascarga com 0 mesmo
sinal, e de igual densidade, de modo a que as olafésejam separadas apenas

de acordo com a sua massa.

Os acidos nucleicos, como o0 DNA, devido a preséeggrupos fosfato nos seus
nucledtidos, encontram-se carregados negativame@tmnsequentemente quando
sujeitos a um campo eléctrico migram em direc¢danaalo. Todos os acidos nucleicos
apresentam a mesma relacdo carga/massa, portaapa@cao das moléculas de DNA
no gel acontece de acordo com o seu tamanho, audgeepcordo com o0 seu numero de
pares de bases.

No final da electroforese obtém-se véarias bandagjue cada uma é constituida
por diferentes moléculas com 0 mesmo peso moleddlaamanho dos fragmentos de
DNA presentes em cada banda pode ser estimadopgacacdo com as bandas de um
padrdo molecular, que constitui uma mistura denfimgos de DNA de tamanho
conhecido (Williamset al., 2001).

A execucdo desta técnica electroforética realizodesseguinte modo:

. Prepararam-se geles de agarose, concentrados ag&aesolucdo de produtos
de PCR entre 265-347pb, por adicdo de agarose eendedtampao de electroforese
TAE 1x, contendo Tris HCI 50mM, &cido acético 10%RTA 10mM.

. Antes da polimerizacdo dos geles, adicionou-semiatura um corante
fluorescente (quando com luz UV) que se intercatamoléculas de DNA, denominado
Brometo de etidio (Sigma, Madrid, Espanha), pastgumr visualizacdo das bandas.

. Uma vez solidificados, os geles foram colocadas sistema de electroforese
horizontal e submersos com tampéao de electrofdrAgel x.

. De seguida, as amostras a analisar foram migtsradm um composto de
elevada densidadéo@ding buffer), constituido por glicerol a 50% e por dois coeard
0,025% (bromofenol azul e xileno de cianol), queypem monitorizar a migracéo das

moléculas durante a electroforese.
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. Foi depositado no gel um volume total deé. por amostra.

. Os fragmentos de interesse foram identificadoscpmparacado com o padréo de
pesos moleculares de 100pb (Bioron, Ludwigshafdemanha), formado por uma

mistura de fragmentos de tamanho conhecido.

. O sistema de electroforese foi ligado a uma falgelimentacdo (Figura 10),

deixou-se correr a electroforese até completa ag@ardas moléculas de DNA, retirou-
se o0 gel e colocou-se num aparelho transilumindda@misséo de luz UV, que permite
visualizar as bandas fluorescentes de DNA.

. Finalmente, o tamanho da banda de interesseeterrdinado por comparacao

com a correspondente banda do padrao (Figura 13).

Figura 13- Imagem de um dos géis de agarose rdalip@ste estudo. 1-34 — Amostras
bioldgicas; C1 e C3 - controlo positivo (plasmide@R - C2 — Controlo negativo (agua

destilada); PM — padrdo de pesos moleculares 100pb.
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3 - Analise estatistica

Através dos resultados obtidos, os dados foraradinat e apresentados sob a
forma de frequéncias absolutas e relativas. Pagdestuar a comparacao entre ambos
0S grupos e entre amostras de cada grupo, faaddi uma estimativa aproximada do
“risco”, a razdo dos produtos cruzados (RC), eném@dds Ratio, com 0s respectivos

intervalos de confianca (IC) para um intervalo defianca de 95%.
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IV — Resultados e Discussao
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1 - Analise da presenca da sequéncia de DNA do JCV

Nas amostras bioldgicas foi analisada a presencBNi& do poliomavirus,
previamente amplificado poNested-PCR, através dos resultados de electroforeses
horizontais.

Seguindo a linha de investigacdo deste grupoalmltio, neste projecto foram
ainda analisados resultados da investigacdo antreste estudo para a presenca da
sequéncia de DNA do poliomavirus neurotrépico hum#d em polipos e em mucosa
normal ndo-adjacente a pdlipos, com o objectivacalmpreender a influéncia deste
virus na formacéo da sequéncia precursora do CCR/H®6lipo/CCR).

Analisando as frequéncias absolutas (n° total destas) e relativas (n° de
amostras positivas para a presenca de JCV/n°detamostras) da presenca do JCV
observou-se que (Tabela IV): em nenhuma das amsoatra@isadas do grupo-controlo
foi verificada a presenca do JCV (no total de 18%); em nenhuma das amostras
analisadas do grupo de estudo foi verificada aepgss de JCV, grupo este que se
subdivide em dois tipos de amostras colhidas, astias de FCA (no total de 15 = 0%)

e as amostras de mucosa normal ndo adjacente a@ kCidtal de 9 = 0%) .

Tabela IV — Frequéncia absoluta e relativa da piggsdo virus JCV nas amostras do
grupo de controlo e no grupo de estudo.

Grupo de Grupo de estudo
controlo
Amostras de  Amostras de
FCA mucosa
normal nao-
adjacente ao
FCA
Frequéncia 0 (15) 0 (15) 0(9)
absoluta
Frequéncia 0% 0% 0%
relativa
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X/

< FCA vs mucosa nao-adjacente ao FCAs mucosa normal do grupo-controlo

Os resultados da andlise de todas as amostragyibadénao detectaram a
presenca de JCV em qualquer FCA, mucosa colo-nectadal de individuos com estas
lesGes ou mucosa do grupo-controlo (Figura 14).

Se 0 numero de amostras deste estudo fosse superios resultados
permanecessem semelhantes aos obtidos, seriagddesinular duas explicacdes para
a auséncia do JCV:

. O tropismo do JCV é igualmente baixo em FCA, emasacolo-rectal

de individuos com estas lesdes e em mucosa do-gantmlo, sugerindo assim

que a accao do virus nestes casos seja semelbanie,exclui o JCV de ser o

factor que estimula a formacao dos FCA.

. O virus JCV pode infectar a mucosa colo-rectal mbrendespoletar o
desenvolvimento da cripta aberrante. A auséncidedeBus nos FCA é

explicada com a possibilidade de o ambiente delsreripta ndo ser favoravel a
sua permanéncia, saindo de dentro dela ap6s agdkisreu permanecendo

dentro da célula num estado de laténcia ndo detdcta

EA Presenca de JCV
Ausencia de JCV

Mucosa Normal

Mucosa nao_ad]acente ao FCA T I

Criptas ADBITANTES = l

Mucosa Normal

Mucosa ndo-adjacente ao FCA

Criptas Aberrantes

0 5 10 15 20
Frequéncia Absoluta

Figura 14- Comparacdo das frequéncias absolutgsretenca JCV em FCA, mucosa néo-

adjacente e mucosa normal.
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< FCA vs Poéliposvs Mucosas ndo-adjacentes

A comparacao entre polipos e o grupo-controlo estiedo deste projecto revela
ser bastante importante para perceber a influ&w@CV em cada etapa precedente do
CCR (Figura 15). No projecto realizado anteriorreestbre polipos, observou-se que
em todas as amostras de pélipos (que continhagsolipoplasicos e ndo neoplasicos)
foi identificada a presenca do JCV (100%), enquant® em 38 amostras de mucosa

colo-rectal ndo-adjacente ao poélipo apenas em 2¥d)3oi identificado o JCV.

E3 Presenga de JCV

Mucosa nédo adjacente ao FCA - .
: [ Ausencia de JCV

Criptas Aberrantes -

Mucosa nao adjacente ao pélipo

Polipos

0 10 20 30 40 50
Frequéncia Absoluta

Figura 15 — Comparacdo da presenca e ausénciagd@nséa de DNA do poliomavirus

neurotrépico humano JC entre amostras de mucosaexthis e polipos.

< FCA vs Pélipos

Estimou-se “risco” da presenca do JCV entre o EQ#6lipos que revelou que as
diferencas entre os dois grupos eram significatfVabvela V). O facto de existir 100%
de presenca do virus em polipos e nenhuma presiengeesmo em FCA (Figura 16)
sugere gue o virus apresenta elevado tropismopi#ipo mas ndo o apresenta pela

cripta aberrante.

Tabela V -Estimativa de “risco” (RC), e intervalos de conar(IC95%) da presenca de
DNA do JCV em FCA (n=15)ersus polipos (n=14).

Estimativa Intervalo de SignificAncia

do “risco” Confianca
(RC) (1C95%)
FCA x Pdlipo 899 16.70 — 48390 Sim
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O teste estatistico revelou-se bastante significagntre os dois grupos,
sugerindo que o JCV apresenta comportamentos amtagoem criptas aberrantes e
polipos.

A estimativa de “risco” (RC=899) revela que a @ihdade da presenca do
JCV acontecer no pélipo é 899 vezes superior do rquéd-CA, ou seja, em 899
repeticbes da analise do DNA do JCV, todas as pgasese verificam no poélipo e ndo
no FCA. Este resultado estimado revela que ha nt@ipismo pelo pdlipo do que pelo
FCA.
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Figura 16 -Comparagdo da presenca e auséncia da sequéncidNAled® poliomavirus

neurotropico humano JC entre amostras colhidas@mepolipos.

X/

« Polipos vs Mucosa ndo-adjacente ao FCA

No grupo de amostras de mucosa nao-adjacentesangee de JCV nao foi
observada em nenhuma das 9 amostras (Figura 17).
Determinou-se o0 “risco” entre polipos e mucosa-adiacente ao FCA que

revelou significancia entre os dois grupos (Tab&)a
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Tabela VI - Estimativa de “risco” (RC), e intervalde confianca (IC95%) da presenca
de DNA do JCV da mucosa nado-adjacente a FCA( wer8jis polipos (n=14).

Estimativa Intervalo de SignificAncia

do “risco” Confianca
(RC) (1C95%)
Mucosa néo-
adjacente a  551,0 10.04 - 3025 Sim

FCA x Pdlipo

Verificou-se que o “risco” da presenca do JCV aificativo entre mucosa néo-
adjacente a FCA e pdlipo. Contudo, a comparaca® eniptas aberrantes e pélipos
apresenta maior “risco” (RC=899) do que entre mac@®-adjacente ao FCA e polipo
(RC=551). Esta diferenca de “risco” entre amostiagrupo de estudo e polipos podera
sugerir a existéncia de uma ligacdo diferente ptepdo virus pela mucosa nédo
adjacente ao FCA e pelo FCA.

Estes resultados poderédo reforcar o pressupostairem referido, de que o
ambiente dentro da cripta aberrante podera ndargpicio ao desenvolvimento, ou até,
a permanéncia do virus incitando-o a sair da céuldicar em estado de laténcia
indetectavel. Porém nao se pode afirmar que osimopique existe do virus pelo FCA e
mucosa nao-adjacente ao FCA, sera diferente oullsa&nte, pois o nUmero de amostras
recolhidas é reduzido, inviabilizando a complet@eza da suposicao.

Esta suposicao também é refor¢cada pelos resultedos/estigacdo em polipos
obtidos anteriormente pelo grupo de trabalho, @de38 das amostras recolhidas em
mucosa nao-adjacente de polipos, 5 apresentavaitivigasle para o virus. Se a
mucosa normal de individuos com pélipos apresemtidora baixa, positividade para o
virus em alguns individuos, e se na mucosa normalindividuos com FCA a
negatividade é total, embora que o nimero de aasostja reduzida, entdo sugere-se

que o ambiente dentro das criptas aberrantesrgggpiio para o JCV.
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Figura 17 - Comparacdo da presenca e auséncia qiensga de DNA do poliomavirus

neurotropico humano JC entre amostras colhidas ecosa ndo-adjacente ao FCA e pdlipos.

< Mucosa normal do grupo-controlovs P6lipo

No grupo de amostras de mucosa normal a presengd&¥ nao foi observada

em nenhuma das 15 amostras (Figura 18).
Determinou-se o “risco” da presenca viral em macnsermal de controlo e

pélipos, que revelou significancia entre os doiggs (Tabela VII).

Tabela VIl - Estimativa de “risco” (RC), e interealde confianca (IC95%) da presenca

de DNA do JCV em mucosa normal do grupo de coninel®) versus polipo (n=14).

Estimativa Intervalo de Significancia
do “risco” Confianga
(RC) (1IC95%)
Mucosa normal ——gqq 16.70 - 48390 Sim

x Palipo
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A significancia entre estes dois grupos € elevadajue veio fortalecer o
pressuposto do estudo anterior. Na investigacériansobre polipos concluiu-se que
existia um elevado tropismo do virus pelo poéliposignificancia elevada deste estudo

veio confirmar e reforcar esta conclusao.
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Figura 18 -Comparagdo da presenga e auséncia da sequéncidNAled® poliomavirus

neurotrépico humano JC entre amostras colhidas eoosa do grupo de controlo e pdlipos.

<+ FCA vs Mucosa ndo-adjacente ao polipo vs Mucosa ndaaljacente ao FCA

Foi realizada a comparagédo da presenca do virue ammnucosa normal néo-
adjacente ao polipo (com 5 amostras positivas p@kae 33 amostras negativas, com
frequéncia relativa para a presenca de JCV=13,B6A e mucosa normal nao-
adjacente ao FCA (Figura 18). Calculou-se o “risda”presenca do JCV em FCA e
mucosa hormal nao-adjacente ao pdlipo, e em muuasaal ndo-adjacente ao FCA e
mucosa normal nado-adjacente ao polipo. Nenhuma ocdasparacdes apresentou

significancia (Tabela VIII).
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Tabela VIII - Estimativa de “risco” (RC), e intetea de confianga (IC95%) da
presenca de DNA do JCV em FCA (n=15) e mucosa rond@adjacente ao pdlipo
(n=38) e em mucosa normal ndo-adjacente ao FCA) (esiucosa nao-adjacente ao

polipo (n=38).
Estimativa do Intervalo de Significancia
“risco” (RC) Confianca (1C95%)
FCA x Mucosa nao- 0,1965 0.01020 - 3.783 Nao
adjacente ao polipo
Mucosa néo-
adjacente a0 FCA 0,3206 0.01622 - 6.337 N&o

X Mucosa néo-
adjacente ao Pdlipo

Analisando a presenca do JCV em FCA, mucosa nZoede desta leséo e
mucosa nao-adjacente do grupo de estudo da inaedtg feita anteriormente,
observou-se que a presenca do virus apenas acarepgicosa nao-adjacente ao
pélipo numa frequéncia relativa de 13,2% (Figura 19

O teste estatistico revelou que o “risco” da pregetio JCV ndo apresenta
significancia nos FCA, mucosa normal ndo-adjacaontd-CA e mucosa normal nao-
adjacente ao polipo, o que sugere, apoiando assipressupostos ja referidos, que o
comportamento do JCV podera ser semelhante nosigodsde mucosa, ndo havendo
nenhum indicio que o JCV podera influénciar de mlgnodo o desenvolver da cripta
aberrante. Contudo a influéncia do JCV na formats#iaripta aberrante ndo pode ser
seguramente negada pelos resultados obtidos, umguwe o numero de amostras é

baixo para definir pressupostos.
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Figura 19 - Comparacdo da presenca e auséncia qiensga de DNA do poliomavirus
neurotropico humano JC em amostras colhidas emd-@Acosa ndo-adjacente ao pélipo, e em

a mucosa nao-adjacente ao FCA e a mucosa nao-aidjaaepolipo.

De todas as amostras analisadas, apenas os p@lip@%) e a mucosa nao-
adjacente ao poélipo (13,2%) apresentavam positieidpara o do poliomavirus
neurotropico humano JC.

Esta presenca total nos polipos comparativamerdeesultados obtidos nesta
investigacdo comprovou o tropismo do virus peldpadl

A presenca de JCV na mucosa ndo-adjacente ao xiligere que o estado de
polipo esta directamente associado ao virus JC,cquearativamente com estados
antecedentes ao polipo, ndo revela qualquer praseral. Pressupde-se assim que 0
polipo podera conter um ambiente celular mais yaswapara o virus. A presenca viral
de 13,2% em mucosa nao-adjacente ao polipo, cotiyzamente a auséncia de JCV em
mucosas néo-adjacentes ao FCA e mucosa normalspgeer que a infecgéo viral que
ocorre no polipo aumenta a associacdo entre o ®iausiucosa normal, elevando assim

a percentagem de infeccdo da mucosa normal.
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Porém, a representatividade dos resultados apesrasit@m tirar conclusdes
acerca dos mesmos, nunca eliminando a hipétesedeéacia de JCV nas amostras de
estudo e controlo implicar a negatividade em arasestinalisadas posteriormente a esta
investigacao.

Na recolha das amostras de mucosas colo-rectamstras de FCA nao existiu
o risco de adulteracao dos resultados, uma vep gue de aleatoriedade topogréfica e
a representatividade volumétrica sdo quase inexeteDesconhece-se se a topografia
e 0 reduzido tamanho das amostras de mucosa adosrecolhidas por biopsia,
apresentam diferencas consideraveis em relaca@aatmucosa colo-rectal.

Os FCA foram recolhidos directamente da zona pdeden

As amostras das mucosas colo-rectais foram alaaterite colhidas sem que
este facto fosse necessariamente prejudicial pastudo em causa.

Posto isto, a representatividade da colheita de FCAucosa colo-rectal

evidencia ser inquestionavel.
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V — Conclusoes

51



Presenca de sequéncias de DNA do poliomavirus J&iptas aberrantes de mucosa colo-rectal humana 1201

De acordo com a analise dos resultados parecexigta #opismo do virus JC
pelo FCA, uma vez que nenhuma das amostras evalenaiexisténcia de DNA viral.
Este comportamento do virus revela-se muito impteta e antagonico
comparativamente ao que acontece em polipos, urmaque a sua presenca foi
confirmada no total das amostras, analisadas nojago anterior do mesmo grupo de
trabalho.

A auséncia de tropismo nos FCA parece ser semelmaninucosa normal colo-
rectal. Contudo, o numero reduzido de amostraslabiimpede que tal se afirme com
clareza.

A sequéncia patogénica FCA/POlipo/CCR nao parece esémulada pela
presenca do DNA do virus JC, uma vez que para d&méo existir em nenhuma das
amostras de FCA, confirmou-se, no estudo realizaderiormente, a presenca deste
DNA em amostras de pdélipos hiperplasicos (ndo rdesiqns).

Embora o JCV nado seja exclusivamente representalivaesequéncia destas
lesGes, ndo se exclui a possibilidade de o JC\asmEusa que despoleta a sequéncia
polipo neoplasico/adenocarcinoma. O elevado tropigmlo polipo sugere que esta
lesédo poderd ser um ambiestiegeneris para a presenca de DNA viral.

Enquanto que, no caso do pdlipo a influéncia do po¥e ser subjacente a sua
formacdo, coincidente a sua formacéo sem o inflaewlirectamente, ou ser um factor
estimulante na sequéncia de formacdo do podlipo,caso da cripta aberrante,
concluimos que a sua intervengcdo ndo serad na fé@omsgbjacente, coincidente ou
sequencial, a ndo ser que a sua accao seja momerggrosteriormente saia da célula,

ou gque ocorra num numero reduzido de FCA.
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Anexo |

ESTIMATIVA DO RISCO DE PRESENCA DE SEQUENCIAS DE BNDO
POLIOMAVIRUS JC EM CRIPTAS ABERRANTES DE MUCOSA C@RECTAL
HUMANA

Tese de mestrado de Liliana Almeida Curado

Instituicdes envolvidas: Area de Terapéutica GfRalsponsavel: Prof. Doutor Luis de
Almeida), Faculdade de Medicina de Coimbra e IBI&é&rvicos de Gastrenterologia
(Responsével: Prof. Doutor Pedro Figueiredo; Dired®rof. Doutor Carlos Sofia) e de
Anatomia Patologica (Directora: Dra Fernanda Xawvilxr Cunha), Hospitais da

Universidade de Coimbra

INTRODUCAO

A taxa de mortalidade por cancro colorectal atimge panorama europeu, um
valor cimeiro em Portugal.

A mucosa colorectal normal é encriptada. Quandacéaslas da cripta se
hipertrofiam e sofrem deformacéao, a cripta devéerrabte.

A sequéncia de adenomas, desde graus de menoeai@iedisplasia, até cancro
colorectal € muito aceite, na maioria dos casos, Msta sequéncia, comecaria por uma
lesd@o prévia a de adenoma, a de criptas aberrapteg® mesmo antes.

O poliomavirus humano JC (JCV) infecta as célblamanas, de maneira litica
ou abortiva. Esta ultima infeccdo também atingeuaasa colorectal. Na maioria das
populacdes, desde os 15 anos de idade, cerca ded89% dividuos denotam uma
infeccdo da mucosa colorectal. Varios autores iamputm papel desta infec¢cdo no
desenvolvimento de cancro colorectal. Esta inieghgp baseia-se em dados
epidemiolégicos, de biologia molecular e de mecaaogs patologicos. Um destes dados
consiste na presenca de sequéncias de DNA viraldigersos tipos de tumores

neuroniais e ndo neuroniais.
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O nosso grupo de investigacdo demonstrou que anemfa polipos colorectais,
de diferentes graus de displasia e em amostrasa@a@ma colorectal, jamais as
sequéncias de DNA viral deixaram de existir. Estdodé muito relevante, porque a
estimativa grosseira do risco de haver sequénoi&N\A viral em polipos e em cancro
colorectal € significativamente superior a presefi@s mesmas na mucosa colorectal
justa-lesional ou afastada da lesédo ou ainda am dos mesmos doentes ou de mucosa
colorectal ou em urina de grupo-controlo.

Ha assim um trofismo de DNA viral pelas lesdes nadeatosas ou
carcinomatosas do colon e recto. Tanto pode havenwwlvimento do virus no
desenvolvimento de lesdes pré ou mesmo cancermpsasio pode haver trofismo por
estas lesdes, sem o fomento destas, como ainda h@oa® uma coincidéncia da
presenca viral e das lesdes.

Qualquer que seja o papel viral, € muito relevapie se determine a presenca
de DNA viral nas criptas aberrantes de mucosa eciarhumana. As criptas podem ser
identificadas e delimitadas por colorag&o por ineigrmim, o qual tem a vantagem de

ser um corante extracelular.

OBJECTIVO

Determinacéo da estimativa do risco de sequédeid3NA do poliomavirus JC
estar presente em criptas aberrantes de mucosaaaldhumana.

MATERIAL E METODOS

Em oito pacientes submetidos a colonoscopia dearosdo colhidas criptas
aberrantes e, caso existam, les6es adenomatosasetiacdo de ambas as lesbes e em
mucosa afastada destas, sempre em criptas noséaigolhidas amostras, bem como

urina.
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Num outro grupo, o controlo, pelo menos quatrogrgess ndo denotam a exis-
téncia de qualquer cripta aberrante, lesdo adewsmaiu carcinomatosa. A colheita
deve incidir na urina e em criptas normais.

A identificacdo das criptas aberrantes € realizaatacoloracdo por spray de
indigo-carmim.

Qualquer das amostras € imersa em RNA-later.

A presenca de sequéncias de DNA viral é deterrainad Nested-PCR e a
estimativa do risco é alcancada por frequénciaslatias e relativas, com a razao dos

produtos cruzados e os respectivos intervalos dgarnga.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Séo excluidos do presente estudo:

— Gravidas

— Menores

— Doentes com histdria pessoal ou familiar de psipadenomatosa

— Doentes com histéria pessoal ou familiar de qualquutro sindroma de
polipose gastrintestinal hereditaria

— Doentes com sindroma de Lynch

— Pacientes com doenca inflamatéria intestinal

— Recesséo intestinal prévia

— Historia pessoal de neoplasia com submissdo a iofeirapia ou a
radioterapia

— Diatese hemorragica

— Doenca grave, cardiaca, renal ou hepéatica

— Consumo recente de anti-inflamatorios nao estesoicélcio, selénio, folatos,

hormonoterapia de substituicdo ou acido urseodeslico
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Anexo I

DOENTES ABRANGIDOS NA INVESTIGACAQ

GRUPO DE ESTUDO

NUmero: 24

As mulheres gravidas séo excluidas? Sim| Nao

Recrutamento dos doentes:Os individuos, a incluir no grupo de estudo,
serdo seleccionados com base na histériacalidie neoplasia colo-rectal e/ou
de lesdes precursoras e exclusivamente com g#ticgpara a realizacdo de
colonoscopia e, no decurso desta, biopsia (diagadst terapéutica) ou de cirurgia

colo-rectal (resseccao tumoral e/ou de lesdes Fe@s).*

Apos a colheita biopsia ou cirdrgica, 0 anaiepatologista podera
disponibilizar fragmentos, para o presente estuthsde que n&o haja qualquer

prejuizo para o seu trabalho habitual.

GRUPO-CONTROLO

NUmero: 15

Selec¢do dos individuos-controlo:Os individuos, a incluir no grupo-controlo,
serdo seleccionados com base na sua histéria eclaecestrita indicacdo para a
realizacdo de colonoscopia e biopsia diagnosticdeocirurgia de lesdes colo-rectais
nao oncologicas e/ou nao precursoras destas, umasatras utilizaveis como

controlo.*

Além destas lesdes, fragmentos de mucosa cold-meateal, adjacente as lesoes,
guer de natureza oncolégica ou precursora, quematareza ndo oncoldgica,
poderdo ser disponibilizados pelo anatomo-patdimgiservindo também como
controlo. Apés a colheita bidpsica ou cirdrgioa anatomo-patologista podera
disponibilizar fragmentos, para o0 presente estuthsde que ndo haja qualquer

prejuizo para o seu trabalho habitual.
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Anexo Il

CRITERIOS DE INCLUSAO E
EXCLUSAO

1. Critérios de Inclusdo no Protocolo de Estudo
1.1. Critérios Gerais de Inclusdo
Os critérios de inclusédo serdo os seguintes:

1 - Pacientes com indicacdo clinica para realizat@acolonoscopia electiva, seja
em doentes sintomaticos, seja em individuosin@snaticos, no ambito do
rastreio do cancro colo-rectal;

2 — Pacientes com indicacdo clinica para colhegtabidpsias endoscopicas colo-
rectais;

3 — Pacientes com indicacao de cirurgia colo-rectal
Ou

3 — Pecas provenientes de cirurgia colo-rectal.

1.2. Critérios Gerais de Excluséo

Os critérios de exclusao serdo os seguintes:
1 — Idade inferior a 18 anos;

2 — Gravidez;

3 - Disturbios de coagulacao;

4 - Imuno-depressdo (ex.: diabetes melitus, fiziéacia renal, HIV, radioterapia,
corticoterapia, outros imuno-supressores). Nestasos poderdo ser indicados
alguns exames para avaliar o doente antes deaealiexame. Ex.: a contagem de
linfocitos T CD4+ deve ser superior a 200/mms3, quando abaixo desse numero,
os leucdcitos devem ser superiores a 3.000/mm3 Jlaguetas devem estar acima de
50.000/mm3; a hemoglobina superior a 10 g/dl engpte de protrombina maior que
60%;

5 - Mau estado geral;
6 — Nao concordancia com os termos do Consentinteftionado;

7 - Sindromes hereditarios: Polipose Adenomatosailiéga e Sindroma de
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Lynch;

8 — Indicacéo para realizacao urgente de colon@sg¢ep.:quadro oclusivo,
hemorragia digestiva com repercussao hemodinamica);

9 — Auséncia de indicacao clinica para colheitébidgsias endoscopicas colo-
rectais.
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Anexo IV

INTRODUCAO AO CONSENTIMENTO LIVRE
ESCLARECIDO

Projecto de Investigacdo:-Associacdo do poliomavirus neurotrépico humano JC
com o desenvolvimento de cancro colo-rectal e ayati de factores modificadores
do risco na carcinogénese mediada pelo virus nalggio portuguega

Investigador Principal: Tatiana Andrea Rasteiro Coelho, Mestre em Biologia
Celular e

Bolseira da Fundacdo para a Ciéncia e a
Tecnologia

Para doentes a serem submetidos a colonoscopia égdsia

de diagnostico/terapéutica

1 - A decisdo é sua: é livre de optar entre fazeruondo parte deste estudo.
Para participar, tera de concordar, assinando o caentimento livre esclarecido.

2 - Se consentir e se for colhida biépsia de mucoda colon ou recto, durante a
sua colonoscopia, fragmentos da bidpsia 8er destinados a este
projecto de investigacao.

3 - N&o corre mais riscos, causados pelo ki, do que aqueles que
podem decorrer do exame.

4 - Com o seu contributo e o dos outros pigipantes, espera-se melhorar
a compreensao do seu estado clinico e do respectiratamento.

5 - N&o incorrerd em quaisquer despesas-
extra.

6 - Nao estd disponivel qualquer tipo de pagamentpara os participantes
neste estudo.

7 - Podera decidir ndo comecar ou interromper a suparticipacdo neste estudo
em qualquer altura.

8 - Todos os seus dados pessoais somente serdo ecdbs pela equipa
meédica.

9 - Se tiver qualquer davida, leia todo o formulam ou pergunte ao medico que
|he fard o exame.

68



Presenca de sequéncias de DNA do poliomavirus J&iptas aberrantes de mucosa colo-rectal humana 1201

Anexo V

FORMULARIO DE CONSENTIMENTO LIVRE
ESCLARECIDO

(De acordo com a versao oficial de 2004 da Declamgle Helsinquia sobre os
Principios Eticos de Investigacdo Médica Em Huma@asom a Convencio para a
Proteccdo dos Direitos do Homem e da Dignidade @& Bumano face as
Aplicagbes da Biologia e da Medicina ratificada gdResolucdo da Assembleia da
Republica n.°1/2001, de 3 de Janeiro)

Projecto de Investigacédo:-Associacdo do poliomavirus neurotropico humano JC
com o desenvolvimento de cancro colo-rectal e ayati de factores modificadores
do risco na carcinogénese mediada pelo JC na prjouportugueda

Investigador Principal: Tatiana Andrea Rasteiro Coelho, Mestre em Biologia
Celular e Bolseira da Fundagéo para a Ciénciaexadlogia

Para doentes com patologia colo-rectal a serem subtidos a

colonoscopia e bidpsia de diagnostico/terapéutica

l. INTRODUCAO

Esta a ser convidado(a) para fazer parte de undesta investigacdo. Antes de
decidir fazer parte deste estudo, € necessgu® compreenda 0S riscos e 0sS
beneficios envolvidos. Este formulédrio de conseetito fornece informac6es sobre
0 estudo de investigagcdo. Um membro do grupo destigacédo, envolvido neste
estudo, estara sempre ao seu dispor para respandsuas perguntas e fornecer
explicagbes adicionais sempre que as solicitarc@@eordar em fazer parte deste
estudo de investigacdo, ser- lhe-a pedido que essste formulario de
consentimento. Este processo € conhecido por comesto livre esclarecido ou
com conhecimento de causa. A decisédo é sua, seneldé optar entre fazer ou nédo
parte deste estudo.

Il. OBJECTIVOS

Este projecto de investigacdo tem como principajeabivos: o estabelecimento de
uma correlagdo entre a infeccdo por polidmav neurotrépico humano
(JCV) e o desenvolvimento de cancro colo-tecta populacdo Portuguesa; a
avaliacdo dos respectivos factores modificadocegsto e seu valor como factor de
prognostico; e a identificacdo dos mecanismos aacinogénese colo-rectal
potencialmente mediada pelo virus. Uma vez prowada aquela associacao,
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sera possivel identificar os individuos de ripewa o desenvolvimento de cancro
colo-rectal, ajustar a vigilanc@inica para um diagnostico precoce e ideatif

a longo prazo, possiveis alvterapéuticos, quer virais, quer da célula
hospedeira, com o intuito de controlar agaticidade do JCV.

Para avaliar a frequéncia da infeccao pelo virusndCpopulacdo Portuguesa, e
como critério de comparacado, é necessario estndaosa colo-rectal sem qualquer
doenca cancerosa.

Tanto a mucosa colo-rectal com doenca tumoral ou doencga precursora como

a mucosa colo-rectal com outra doenca nao tumoralnormal, neste caso

adjacente a mucosa doente, sdo imprescindi@eispresente estudo. Pelo que
fragmentos das amostras que poderédo ser colhaasial mucosa colo-rectal, seréo
destinados a este projecto de investigacao, destle gonsinta por escrito.

lll. PROCEDIMENTOS

Ao concordar em participar, permite que, duranteadizacdo da sua colonoscopia
de diagnéstico ou de tratamento, se forem colhidégsias de mucosa do coélon,
alguns fragmentos destas podem ser utilizados,ambito deste projecto, para
estudos moleculares. A realizacdo deste estudaltéfa em nada o seu protocolo de
tratamento e vigilancia.

IV. POSSIVEIS RISCOS

Os riscos associados as colheitas de mucosa aid;rpor bidpsia colonoscopica,
sd0 0s mesmos associados as colheitas do materaldmgnostico ou tratamento
da sua patologia, porque derivam dessas colhaigas, que haja qualquer colheita
adicional.

V. POSSIVEIS BENEFICIOS

Com a sua participacdo neste estudo nao existirdbemeficio imediato para si,

qguer financeiro quer de qualquer outra natureza. ddtanto, espera-se que O
resultado deste projecto de investigacdo candazidentificacdo de individuos
de risco para o desenvolvimento de cancro aidtal. Se for o seu caso, podera
beneficiar de uma adequada estratégia de vigilémaagnodstico precoce. Mais se
espera, com 0 seu contributo pessoal, melhorartengimento da carcinogénese
colo-rectal, mediada pelo virus JC, e o respettatamento.

VI. CONSENTIMENTO PARA UTILIZACAO E ELIMINACAO
DAS AMOSTRAS

Através da assinatura deste formulario de consention autoriza a utilizacdo das
suas amostras de mucosa colo-rectal, colhidas ippsib colonoscoépica, para este
estudo de investigacdo. Simultaneamente, consangéiminacdo, ap6s manipulacgéo,
de qualquetecido restante ou que ndo seja adequado ao estudo.
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VII. CUSTOS

N&o incorrera em quaisquer despesas com a coltestaamostras, analises, testes e
avaliacdes exigidas por este protocolo.

VIIl. COMPENSACOES

N&o estd disponivel qualquer tipo de compgtafinanceira (nenhum tipo
de pagamento) ou afim, para os participantes essielo.

IX. DIREITO A DESISTIR DO ESTUDO

A sua participacdo neste estudo de investigaéa voluntaria. Poderd decidir

Nao comecar Ou cessar a sua participagcdo nestdoestu qualquer altura que

pretenda. Os cuidados que receber e as relacdesstpleelecer, com os prestadores
de assisténcia meédica dos Hospitais da Universiddele Coimbra, ndo seréo

afectados de maneira nenhuma. Ser-lhe-do0 com@asicadquaisquer novas

informacdes, sobre o estudo de investigacde, ppssam fazer com que mude de
opinido sobre a sua participacdo. Devera notificar dos elementos do grupo de
investigacdo, caso decida cessar a sua particiagés do tempo previsto.

Xl. CONFIDENCIALIDADE DOS RELATORIOS MEDICOS E
DA INVESTIGACAO

Todos os seus dados pessoais e registos médiaeptexno que se refere a equipa
clinica e aos meédicos integrantes do grupo destigagdo, e todos os resultados do
estudo de investigacdo, excepto no que $mrerea equipa clinica e ao grupo
de investigacdo, serdo mantidos em sigilomanos que sejam exigidos por
deciséo judicial.

XII. PERGUNTAS

Se necessitar de algum esclarecimento relacionahoeste trabalho de investigacéo
ou se sentir algum efeito secundario ou legée possa estar relacionada com a
sua participacdo no estudo, podera contactar um daesientos do grupo de
investigacao:

Investigador Principal - Mestre Tatiana Coelho: Telf: 239 480 054; Telrh6 %84
854; E-mail: tatiana.coelho@sapo.pt;

Investigador Responsavel Prof. Doutor Luis Almeida: Telf: 239 480 054; el
912

133 241; E-mail: lalmeida@ci.uc.pt;

Servico de Gastrenterologia — Prof. Doutor Pedro Narra de
Figueiredo: Telf: ; E-mail: ;

Servigo de Anatomia Patoldgica- Dra. Maria Augusta Cipriano: Telf: ; E-mail: .
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A equipa de investigadores sera responsavel pettaresimento de qualquer
duvida., antes e apos a colheita.

XIllI.
ASSINATURAS

Através da assinatura deste formulario de consentwnlivre esclarecido, afirma

gue leu o seu conteudo, que os objectivoprazedimentos deste estudo lhe
foram explicados e que todas as suas perguntasn falavida e claramente

respondidas. Ndo estara a abdicar de nenhusy sBus direitos legais, ao
assinar este formulério. Adicionalmente, afirramlbém que todas as informacgdes
prestadas por si, acerca dos antecedentes clingéms verdadeiras. Caso solicite,
ser-lhe-a fornecida uma copia

deste
consentimento.

Eu, ,
portador(a) do B.l. n.° , emitido em / / pelo
Arquivo de Identificacdo de ,e abairgsinado(a), li e compreendi tudo

0 que consta neste formulario e esclareci todamiakas duvidas acerca da minha

participac&o neste projecto de investigacao, peto q

1 - Concordo em participar neste estudo, vésrada colheita de
amostras adicionais da minha mucosa colodrec@quando da realizacdo da
biépsia para diagndstico da minha patologia:

sim ()

ndo ()

2 — Visto que respondi sim, também concordom o estudo e
posterior divulgacao cientifica dos dados obtidparir da(s) minha(s) amostra(s):

sim ()

nao ()

3 - Concordo com a posterior divulgagéo cientifitzes imagens obtidas a
partir da(s) minha(s) amostra(s):

sim ()
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nao ()

4 — Pretendo tomar conhecimento dos resultadfssidos nas duas
alineas anteriores:
sim ()

nao ()

Coimbra, de de 200

O patrticipante

Coimbra, de 200 O seu

representante autorizado

Relacdo com o participante:

Se o0 participante puder compreender o conteudo nd@ms puder, por
alguma razao, ler (ex: cegueira, etc.) ou nao mpwdsinar (ex: incapacidade
motora, etc.) o formulario de consentimento divesclarecido, sera necessaria a

presenca de uma testemunha néo relacionada estnadp.

Coimbra, de de 200
A testemunha
Coimbra, de 200

Nome e Assinatura dos Investigadores
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Anexo VI

FORMULARIO DE RECOLHA DE DADOS DO DOENTE

PROJECTO POLIOMAVIRUS

Projecto de Investigacdo-Associacao do poliomavirus neurotrépico humano JC
como desenvolvimento de cancro colorectal e avidialp factores modificadores

do risco na carcinogénese mediada pelo JC na g@mufportugueda

HOSPITAL:

SERVICO:

N.° REGISTO/ENTRADA:

DATA:
GRUPO:
DADOS PESSOAIS
APELIDO SEXO:
NOME
DATA DE NASCIMENTO 1
ORIGEM GEOGRAFICA: CONCELHO
DISTRITO
MORADA ACTUAL
CODIGO POSTAL - LOCALIDADE

74




Presenca de sequéncias de DNA do poliomavirus J&iptas aberrantes de mucosa colo-rectal humana 1201

AGREGADO FAMILIAR pess. ESCOLARIDADE

PROFISSAO

HABITOS TABAGICOS N

S CONSUMO DIARIO: MENOS DE 1 MACO

1-2 MACOS

MAIS DE 2 MACOS

HABITOS ALCOOLICOS | N

S
DADOS CLINICOS
N.° PROCESSO CLINICO DATA DE ENTRADA _
MEDICO ASSISTENTE N.° MECANOGRAFICO
SERVICO
DIAGNOSTICO CLINICO
IDADE AQUANDO DO DIAGNOSTICO NOTAS

TIPO DE INTERVENCAO: | BIOPSIA DIAGNOSTICA

BIOPSIA TERAPEUTICA

CIRURGIA DE RESSECCAO
TUMORAL

COLECTOMIA

OUTRA QUAL:

HISTORIA CLINICA
ANTERIOR
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DADOS DA COLHEITA

DATA DA COLHEITA /_.

/ HORA DA

COLHEITA

MEDICO (S)

ENDOSCOPISTAS

SERVICO GASTRENTEROLOGIA
TIPO DE MATERIAL SANGUE
BIOLOGICO: PERIFERICO
URINA
ESFREGACO
BUCAL

TECIDO FRESCO

TECIDO
PARAFINADO
TECIDO
CONGELADO
OUTRO QUAL:
N.° DE AMOSTRAS COLHIDAS DESIGNACAO | A-
B—
C-—
DESCRICAO DAS AMOSTRAS | Al -
A2 -

Bl1-
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B2 -

Cl-

C2 -

DESIGNACAO
CORRESPONDENTE

DA AMOSTRA ENVIADA A
ANATOMIA-PATOLOGICA

DIAGNOSTICO ANATOMO-
PATOLOGICO
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Anexo VII

Phenol/Chloroform Total DNA Extraction Protocol

Required Materials:

Razor blade or scissors 55°C incubator
Nuclease-free 2.0 ml tubes Nuclease-free water
1 M Tris, pH 8.0 Buffer saturated phenol
0.5M EDTA Chloroform
10% SDS 3 M Sodium acetate,pH 5.2
Proteinase K 95% Ethanol
Protocol:

1. Prepare digestion buffer:

60 mM T 8.0
100 mM EDTA
0.5% SDS

2. Remove tissue from RNa&ter and mince well. Cutting the
tissue into very small pieces is absolutely essketd achieving adequate
digestion. Place in a 2.0 ml eppendorf tube withrtil digestion buffer.

3. Add Proteinase K to a final concentration of 30§ml. Mix
by inversion. Incubate the sample at 55°C for axiprately 4 hours with
rotation. A standard hybridization oven and bottian be used for the
digestion. Simply tape the tubes to the bottle veibg enough room for
clearance and set the oven temperature to 55°Cpl8amshould be allowed

to digest until little or neellular matter is visible.

78



Presenca de sequéncias de DNA do poliomavirus J&iptas aberrantes de mucosa colo-rectal humana 1201

4. Remove the tubes from the oven and divide eantpke into 2
even aliquots (approximately 750 ul each). Add 7%0 50:50
phenol:chloroform and invert rapidly (do not vostefor 2 minutes in an
eppendorf rack. Spin samples on high in a ocentrifuge for 10 minutes
at room temperature. Remove aqueous (upper) pioasenew 2 ml tube
using a 1 ml pipet tip with the end cut off. Thedwibore will prevent
shearing of the DNA. Be careful not to disturb thierface (it may be gooey).
Repeat phenol:chloroform extraction 2 more timésnterface is still dirty,

additional extractions are recommended.

5. Extract the sample once with chloroform. enRve
agueous (upper) phase to a fresh 2 ml tube andumeaslume. Add 1/10
volume 3M sodium acetate, pH 5.2, and 1 volume 98#@anol at room
temperature. Mix by inversion. DNA should spool.niteve DNA with a
pipet tip to a fresh tube. Wash DNA in 70% ethahgl inversion, do not
vortex. After washing for 5 minutes, pull off 708thanol and let pellet air dry

on bench overnight.

6. Add an appropriate volume TE, pH 7.4, @ach pellet.
For approximately 100 mg original tissue, pellet t& resuspended in 100 to
200 pl TE. Let sit in refrigerator overnight to uspend. Alternatively, pellet
and TE can be GENTLY shaken at room temperatureaféew hours (for
example on a rocking platform). Time for resuspemsis dependent on the
pellet size. DNA SHOULD NOT BE RESUSPENDED BY PIPEJR
VORTEX, AS IT WILL SHEAR!!!

7. DNA can be quantitated by spectrophotometRead a
1/20 dilution of the sample in TE at,& and Ag. Remember to use TE as a
blank to zero the spectrophotometer. Use the fatigvequation to calculate
pg/ml DNA:

A260 x dilution factor x 50 = pg/m
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