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resumo

O virus Epstein-Barr (EBV), membro da familia Herpesviridae é um dos herpesvirus
mais frequentes. E um virus ubiquitario e grande parte da populag&o € infectada por ele.
E o agente da mononucleose infecciosa e a ele estdo associados varios carcinomas
humanos. Recentemente, foi demonstrado a sua associagao a carcinomas gastricos. Por
outro lado, é importante salientar que os individuos portadores destes carcinomas
possuem titulos elevados de anticorpos especificos para o0 EBV, demonstrando que ele
podera estar implicado na progressdo tumoral.

Neste trabalho, foram estudados 39 individuos com carcinoma gastrico (CG). A
pesquisa do DNA do EBV foi efectuada pela reaccdo de polimerizagdo em cadeia
(PCR) em tempo real em amostras de soro sanguineo, de saliva, de biopsias gastricas
tumorais e normais. Com o objectivo de tragar o perfil serolgico foram pesquisados
pela técnica de Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) os seguintes anticorpos
especificos para 0 EBV: VCA IgM, EBNA IgM, VCA IgG, EBNA IgG e EA-D IgG.

O DNA do EBV foi encontrado em 2,56% dos soros sanguineos, em 33,3% das salivas,
em 25,6% dos carcinomas gastricos e em 23,1% das mucosas gastricas normais. Em
41% dos pacientes a pesquisa do genoma viral foi negativa. O nimero médio de copias
do DNA do EBV foi de 24 copias/ug de DNA no soro, 6089 copias/ug de DNA na
saliva, 1728 copias/ug de DNA nas biopsias gastricas tumorais e de 20 cépias/ug de
DNA nas mucosas gastricas normais. Em termos serologicos, 93,1% dos CG EBV
negativo, 90% dos CG EBV positivo e 100% do grupo controlo exibem uma infeccéo
passada. Uma reactivagdo da infeccdo é verificada em 10% dos CG EBV positivo e
6,9% dos CG EBV negativos sdo seronegativos para o EBV. Nos carcinomas gastricos
foi analisada por citometria de fluxo a ploidia do DNA, a proporcéao de células em fase
S e a percentagem de células apoptose. Verificou-se que 61,3% dos tumores sdo
dipléides, 38,7% sdo aneupl6ides e destes, 16,7% sao tetrapldides. A percentagem de
células em fase S obtida foi de 24+13%, enquanto que a fraccdo de células em apoptose
foi de 23,5 + 20,9%. A sobrevivéncia foi significativamente melhor nos doentes com
carcinomas gastricos EBV negativos do que nos individuos com tumores associados ao
EBV, 81,8% vs 60% (p=0,012).

Estes achados sugerem uma associacéo dos tumores gastricos com o EBV e esta
variavel emerge como um factor de pior progndstico. A aneuploidia esta correlacionada
com uma elevada actividade proliferativa e a sua incidéncia é maior em tumores em
estadios mais avancados e em carcinomas com histologia do tipo intestinal.



abstract

Epstein-Barr virus, frequently referred as EBV, is a member of the herpes virus family
and one of the most common human herpes viruses. This virus occurs worldwide, and
most people become infected with it sometime during their lives. EBV is the causative
agent of infectious mononucleosis and has been linked to the development of several
malignant tumors. Recently it was demonstrated his association with gastric
carcinomas. High titers of EBV antibodies were found on gastric carcinoma (GC)
patients, suggesting his involvement in the tumoral proliferation.

In this work, 39 individuals with gastric carcinoma had been studied. The detection of
EBV DNA was performed by real time polymerase chain reaction (PCR) in serum, in
saliva, in gastric tumor and in normal gastric mucous. The immunological status was
established by the detection of EBV-specific antibodies - VCA IgM, EBNA IgM, VCA
IgG, EBNA 1gG and EA-D IgG using an Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA).

The DNA of the EBV was detected in 2,56% of serums, in 33,3% of the salivas, in
25,6% of the gastric carcinomas and in 23,1% of the normal gastric mucous. In 41% of
the patients the search of the viral genoma was negative. The mean EBV-DNA copy
number in serums was 24 copies/ug of DNA, in salivas was 6089 copies/ug of DNA, in
gastric tumor was 1728 copies/ug of DNA and in normal gastric mucous was 20
copies/ug of DNA. Serologic results indicated that 93,1% of the EBV negative GCs,
90% of the EBV positive GCs and 100% of the control group show a past infection. A
reactivation of the infection was confirmed in 10% of EBV positive GCs; and 6,9% of
EBV negative GCs were seronegatives. In addition, we examined by flow cytometry
the DNA ploidy pattern, the S-phase fraction and the percentage of apoptotic cells. It
was established that 61,3% of the tumors were diploids, 38,7% were aneuploids and
16,7% of those were tetraploids. The mean S-phase fraction was of 24+13%, while the
apoptotic cells fraction was of 23,5 + 20,9%. The survival was significantly better in
the EBV-negative carcinomas than EBV-positive carcinomas, 81,8% vs 60%
(p=0,012).

These findings suggest an association of the gastric tumors with EBV and this variable
emerges as a poorer prognostic factor. The aneuploidy is correlated with increased
proliferation activity and it percentage is higher in tumors with more advanced stages
and in carcinomas of intestinal-type.
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1. Introducéo

1.1. O Virus Epstein-Barr

O Virus Epstein-Barr (EBV) foi citado pela primeira vez em 1964, por Epstein e Barr e
por Pulvertaf, no mesmo nimero da revista Lancet. A descoberta do virus deveu-se a
estudos realizados em linhas celulares linfoblasticas continuas, estabelecidas a partir de
biopsias de linfoma de Burkitt, nas quais observaram por microscopia electronica
particulas virais morfologicamente semelhantes ao grupo herpesvirus (Epstein e Barr, 1964
e Pulvertaft, 1964).

O EBV é um virus humano pertencente a familia Herpesviridae, sub-familia
Gamaherpesvirinae e ao género Lymphocryptovirus, sendo também denominado por

herpesvirus humano 4 (HVH-4).

1.2. Estrutura

Tal como os outros herpesvirus, 0 EBV é um virus de DNA com involucro. Possui uma
capside proteica de simetria icosaédrica com 100 nm de diametro constituida por 162
capsémeros; um tegumento proteico entre a nucleocapside e o invélucro e um involucro de
natureza lipidica, derivado da membrana nuclear da célula hospedeira com espiculas de

origem glicoproteica (Figura 1).

DNA viral
Cépside
Tegumento

Invélucro
lipidico

Glicoproteinas

Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura do virus Epstein-Barr.
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As proteinas da capside, de maiores dimensoes, sdo de 160, 47 e 28 kDa, semelhantes
em tamanho as proteinas de maior dimenséo da cpside do virus herpes simplex 1. A nivel
do tegumento e do invélucro, encontram-se predominantemente duas proteinas de 350/220
e de 152 kDa e ao contrario, da maior parte dos herpesvirus, no invélucro externo

predomina uma Unica glicoproteina, a gp350/220 (Fields e Knipe, 1996).

1.3. Genoma

O EBV foi o primeiro herpesvirus cujo o genoma foi completamente clonado
(Dambaugh et al., 1980) e sequenciado (Baer et al., 1984). E constituido por uma molécula
de DNA, de dupla cadeia linear, com 184 kb e uma percentagem de G+C de 60 moles. O
genoma da estirpe B95-8 foi sequenciado tendo como base a sua digestdo com a
endonuclease BamHI, o que condicionou a nomenclatura das open reading frames (ORFs)
que é baseada no fragmento de restricdo em que estdo inseridas. Por exemplo, a ORF
BARF1 encontra-se a direita no fragmento A; a ORF BLLF2 é a segunda ORF a esquerda
no fragmento L (Tabela I) (IARC, 1997, Knipe e Howley, 2001).

Tabela | — Identificacdo dos produtos dos genes do EBV e as suas open reading
frames (ORFs) (adaptada de IARC, 1997).

ORFs Denominacédo usual Funcéo proposta

Genes latentes

BKRF1 EBNA-1 Manutencéo do plasmideo
BYRF1 EBNA-2 Trans-activador, transformacgéo
BERF1 EBNA-3A Trans-activador, transformagéo
BERF2 EBNA-3B Desconhecida

BERF3/4 EBNA-3C Trans-activador, transformacédo
BWRF1 EBNA-LP Trans-activador, transformagéo
BNLF1 LMP-1 Transformagao

BNRF1 LMP-2A/2B Manutencdo da laténcia
BARFO Desconhecida

BHRF1 Anéloga do bcl-2



Genes imediatamente precoces
BZLF1 ZEBRA

BRLF1

BI'LF4

Trans-activador, iniciacdo do
ciclo litico
Trans-activador, iniciacdo do
ciclo litico
Trans-activador, iniciacdo do

ciclo litico

Genes precoces
BMRF1

BALF2 p138
BALF5

BORF2

BARF1

BXLF1
BGLF5
BSLF1
BBLF4
BKRF3

Trans-activador

Ligacdo ao DNA

DNA polimerase
Subunidade da reductase
ribonucleotidica
Subunidade da reductase
ribonucleotidica
Timidina cinase
Exonuclease alcalina
Primase

Helicase

Glicosilase DNA uracil

Genes tardios

BLLF1 gp350/220
BXLF2 gp85
BKRF2 ap25
BZLF2 gp42
BALF4 gpl10
BDLF3 gp150
BILF2 gp55/80
BFRF1

BCRF1

BHRF1

Maior glicoproteina do involucro
Fusdo do invdlucro viral com o
hospedeiro

Fusdo do invdlucro viral com o
hospedeiro

Fuséo do invélucro viral com o
hospedeiro; ligacdo ao MHC-II
Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Desconhecida

Interleucina-10 viral

Anéloga do bcl-2

Abreviaturas: EBNA, antigénio nuclear do EBV; LP, proteina “leader”;

LMP, proteina membranar latente; gp, glicoproteina; MHC, complexo major

de histocompatibilidade.
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A andlise computacional do genoma do EBV revelou a existéncia de aproximadamente
100 ORFs e de 30 genes que sdo divididos entre genes latentes e genes liticos (Farina et
al., 2000). O genoma do EBV é constituido por cinco sequéncias Unicas (Ul a U5),
separadas por quatro sequéncias repetitivas internas (IR1 a IR4) e por duas sequéncias
homdlogas (DL e DR) que funcionam como origens de replicacdo litica — Orilyt, e que séo
delimitadas nas extremidades por duas sequéncias terminais repetitivas (TR) de 0.5 kb
(Figura 2). As TR permitem a circularizacdo do genoma sob forma de um epissoma que é
uma caracteristica na infeccéo latente deste virus. Embora, a forma de epissoma seja a mais
frequente, o genoma do EBV pode persistir na célula infectada através da sua integracéo
no DNA cromossomal. Na linha celular linfoblastoide fetal humana 1B4, multiplas copias
do genoma séo integradas em tandem no brago longo do cromossoma 4 (4g25). Contudo, a
integracdo ndo é feita em locais especificos dos cromossomas, nem € uma caracteristica

comum na infeccdo pelo EBV.

EBER-1 [EBER-?
LMP-2AfB

EBNA-2

Figura 2— Organizacdo do genoma do virus Epstein-Barr na forma epissomal. O

diagrama mostra a localizagdo e transcricdo dos genes virais latentes. A origem de
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replicagdo do plasmideo esta demarcada a azul, as caixas representam 0s exdes
codificantes para cada gene latente e as setas indicam a direc¢do em que sdo transcritos.
As proteinas latentes incluem seis antigénios nucleares (EBNAs 1, 2, 3A, 3B, 3C e EBNA-
LP) e trés proteinas membranares latentes (LMPs 1, 2A e 2B). A EBNA-LP é transcrita
por um numero variavel de exdes repetitivos. A LMP2A e a LMP2B s&o codificadas por
multiplos exdes localizados em ambos os lados da TR, que é formada durante a
circurlarizacdo do DNA linear. As setas laranjas indicam dois RNAs pequenos sem
poliadenilacdo e abundantemente transcritos, o EBER-1 e 0 EBER-2 (adaptado de Young
e Murray, 2003).

Pelo menos dois tipos de EBV foram identificados na populacdo humana (Bornkamm
et al., 1980) e designados por EBV-1 e EBV-2. A diferenca entre os dois subtipos faz-se
sentir nos genes que codificam algumas proteinas nucleares da infecgdo latente, a EBNA-2,
a EBNA-LP, a EBNA-3A, 3B e 3C e os EBERs. Com particular expressdo para 0s genes
EBNA-2 e EBNA-LP, em que as sequéncias nucleotidicas sdo mais conservadas nas regides
ndo codificantes do que nas regides codificantes. Por exemplo, as sequéncias repetitivas
IR1 e IR2, que flanqueiam o dominio U2, tém 99% de semelhangas entre os dois subtipos,
enquanto que no mesmo dominio (U2) os exdes codificantes do EBNA-LP e do EBNA-2,
apresentam uma analogia de, respectivamente, 88% e 69%. Assim, 0 EBNA-2 encontra-se
sob maior pressdo evolutiva divergente do que qualquer outra parte do genoma do EBV.
Em termos de distribuicdo geografica, em Africa predomina o subtipo 2 enquanto que na

Europa e na América prevalece o subtipo 1.

1.4. Hospedeiros e células alvo

Em circunstancias normais, a infeccdo pelo EBV esta limitada aos humanos. Porém,
anticorpos anti-EBV foram detectados em varias espécies de primatas, provavelmente
devido a reacgdes cruzadas entre anticorpos contra virus homoélogos ao EBV especificos
dessas espécies. Essa imunidade cruzada pode explicar o facto desses animais serem
resistentes a infeccao in vitro, embora os seus linfécitos B (LB) possam ser transformados

in vitro.
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O EBV é um virus linfotropico e a infeccdo dos LB é mediada pela interaccdo entre a
glicoproteina do invélucro viral, a gp350 (gp340)/220 com o receptor celular da fraccdo
C3d do sistema complemento, o CR2 (CD21). O conceito de que o EBV ¢
predominantemente, sendo exclusivamente, um virus linfotrépico, foi posto em causa com
base na sua detec¢do em células tumorais ndo-B, tais como certos linfomas das células T e
outros carcinomas, acrescentando ainda o facto do receptor CD21 ndo ser exclusivo dos
LB, existindo também nos linfocitos T (LT), nas células foliculares dendriticas do reticulo
e possivelmente em algumas células epiteliais. Para além disso, o tropismo celular do EBV
ndo se restringe unicamente ao receptor CD21 uma vez que, o virus foi detectado em
células que ndo expressam o receptor CD21.

Estudos recentes, sugerem que a infeccdo pelo EBV em portadores cronicos, saudaveis
limita-se basicamente aos LB, embora o virus possa também ser detectado em células

epiteliais ndo neoplasicas e em LT (IARC, 1997).

1.5. Fases da infecc¢éo viral

No homem a infecgdo pelo virus Epstein-Barr tem inicio no epitélio da orofaringe, que
é permissivo a replicacdo do virus (Sixbey et al., 1984), desenvolvendo-se uma infeccdo
activa persistente que continuard durante muitos anos a um nivel reduzido. No curso da
infeccdo primaria, o EBV infecta os LB porque na orofaringe, estes movimentam-se muito
préximo da membrana epitelial. Os LB normais ou malignos que ndo estdo completamente
diferenciados em plamdcitos sdo normalmente susceptiveis a adsor¢do, penetracdo e
estabelecimento de infeccdo latente, mas ndo a replicacao viral. Quando LB normais sdao
infectados in vitro podem ser clonados com elevada eficiéncia e cultivados

indefinidamente em linhas celulares continuas.

a. Adsorcao e Penetragao

Como referido anteriormente, a infeccdo das células B pelo EBV é mediada pela

interaccdo entre o receptor celular CD21 e a glicoproteina viral gp350/220. Esta
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glicoproteina ndo s6 intervéem na adsorcgao viral mas também na fase inicial da penetracéo,
em que o virus entra na célula hospedeira por endocitose em vesiculas de membrana lisa. O
involucro do EBV presumivelmente funde-se com a membrana da vesicula libertando a
nucleocapside no citoplasma celular. Pensa-se que a gp350/220 podera desempenhar
algum papel na fuséo do invélucro viral com a membrana da vesicula uma vez que, possuli
um dominio anfiptico (Beisel et al., 1985 e Tanner et al., 1987). Porém, uma
glicoproteina que parece ser importante neste evento € a gp85, ja que, experiéncias com
anticorpos monoclonais provaram que ela ndo afecta a adsorcao viral, mas inibe a fusdo do

involucro viral com a membrana celular (Miller e Hutt-Fletcher, 1988).

b. Estabelecimento da laténcia ou inicia¢do da replicacéo viral

Pouco é conhecido sobre a dissolugdo da capside, transporte do genoma viral para o
nucleo da célula hospedeira e circularizacdo do DNA viral. Mas, por analogia com outros
virus de DNA que se replicam no nucleo da célula hospedeira, o citoesqueleto
provavelmente mediard o transporte da capside proteica para o nucleo (Fields e Knipe,
1996). A circularizacdo do DNA ou precede ou coincide com a expressao dos genes virais
imediatamente precoces e estudos revelaram que a sintese macromolecular é necessaria
para que esse facto ocorra.

O desencadear da infeccdo latente assenta sob dois fendmenos, a repressao do ciclo
litico e a conservacdo do genoma viral com localizag&o intranuclear sob forma de epissoma
e expressao dos genes de laténcia. Na fase de laténcia, grande parte do genoma viral sofre
uma progressiva metilacdo, apesar dos dominios reguladores envolvidos na conservagao da
infeccdo latente, como a oriP, que € a origem da replicacdo viral latente permanecerem ndo
metilados. A extensa metilacdo de parte do genoma que nao é expresso na infeccao latente,
contribui para a conservacdo da fase de laténcia porque, inibe a expressdo dos genes
implicados no ciclo litico (IARC, 1997).

A infeccdo dos LB pelo EBV tem como consequéncia habitual uma infecgdo latente e
persistente e a transformacdo do crescimento celular originando uma perpetuacdo da
proliferacdo celular. Contudo, apés a infecgdo inicial, a célula infectada sofre alteragdes a

nivel do seu crescimento, porque o EBV induz a sintese de RNA, a secrecdo de
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imunoglobulinas, a expressdo de varios marcadores activadores dos LB, a sintese de DNA

e a divisdo celular.

i. Expressdo dos genes virais na infeccdo latente

Na infeccéo latente dez genes sdo expressos; sendo que dois codificam RNAs pequenos
sem poliadenilacdo (EBER-1 e EBER-2), outros dois codificam proteinas membranares
latentes (LMP-1 e LMP-2) e ainda, seis genes codificam proteinas nucleares (EBNA-1, 2,
3A, 3B, 3C e LP) cuja transcricéo se efectua por RNAs individuais produzidos por splicing
alternativo, do mesmo transcrito primario, expresso a partir de um dos dois promotores, 0
BamH1C (Cp) e o BamHIW (Wp). Quarenta e oito horas apds a infec¢do in vitro de LB
humanos, as proteinas EBNA atingem um nivel que é mantido durante a infeccdo latente.
A EBNA-LP e a EBNA-2 sdo expressas numa fase inicial e alcancam o expoente maximo
as 24 h, as EBNA-1, 3A, 3B e 3C sdo dificilmente detectaveis até que a quantidade de
EBNA-LP e de EBNA-2 seja maxima. A expressdo do EBER-1 e do EBER-2 é
temporariamente correlacionavel com a expressdo das EBNA-1, 3A, 3B e 3C (Rooney et
al., 1989).

Pelo menos trés formas de infeccdo latente, denominadas de laténcia I, laténcia Il e
laténcia 111, foram detectadas em linhas celulares de LB e em biopsias tumorais (Figura 3).
A laténcia | foi encontrada em células de linfoma de Burkit positivas para o EBV. E
caracterizada pela expressdo dos EBERs e da EBNA-1 a partir de um mRNA spliced
iniciado no promotor Qp e localizado no fragmento Bam HI F, e possivelmente pela
expressao do produto da ORF BARFO. Na laténcia Il séo expressos os EBERs, a EBNA-1
conjuntamente com a LMP-1, a LMP-2B e ocasionalmente com a LMP-2A a partir de um
promotor bidireccional localizado na regido Bam HI N. Este tipo de laténcia foi citado em
carcinomas da nasofaringe, em tumores de células T positivos para 0 EBV e na doenca de
Hodgkin. A laténcia Il foi encontrada em linfomas imunoblasticos em pacientes
imunocomprometidos e nela todos os genes latentes sdo expressos. Os trés padrdes de
laténcia sdo regulados pela utilizacdo de promotores alternados e por mecanismos de
splicing alternativo. Uma forma adicional de laténcia caracterizada pela expresséo reduzida

dos EBERs, da EBNA-1 e da EBNA-2 foi descrita em tumores dos musculos lisos em
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criangas imunocomprometidas e em doentes com o sindroma da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA) (Lee et al., 1995).
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Figura 3— Padréo de expressao e regulacao dos genes virais em células com infeccéo
latente. Os exdes codificantes séo identificados pelo local de iniciagio das suas ORFs no
mapa de restricdo da BamHI. Os diferentes transcriptos sdo assinalados pelas caixas que
simbolizam os exdes, pelas chavetas que representam os intrdes excisados e pelas

bandeiras que correspondem aos promotores (Knipe e Howley, 2001).

ii. Proteinas expressas na infeccdo latente

e EBNA-1
A EBNA-1 é expressa em todas as linhas celulares linfoides transformadas e em todos
0s tumores associados ao EBV (Raab-Traub, 2002).
Embora a grande parte das proteinas EBNA se associem ao DNA e presumivelmente

sejam activas nessa forma, a EBNA-1 é singular em dois pontos: (i) € a Unica que se
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associa aos cromossomas durante a mitose; (ii) e tem afinidade por uma sequéncia
especifica de DNA, o palindroma parcial “TAGGATAGCATATGCTACCC-
AGATCCAG”, que ¢ encontrado em trés locais no genoma do EBV.

A importancia fundamental da EBNA-1 manifesta-se a nivel da replicacdo e
manuten¢do do genoma do EBV na forma epissomal, esta fungéo é conseguida pela ligacéo
da EBNA-1 a oriP. Para além da interacgdo com a oriP, a EBNA-1 também se encontra
associada ao nucleoplasma e a cromatina e, na metafase liga-se de uma forma dispersa a
todos os cromossomas através do seu terminal carboxilico. Esta propriedade € essencial na
segregacdo do epissoma para o nucleo das células filhas durante a mitose (IARC, 1997).
Estudos sugerem que a EBNA-1 funciona como um trans-activador transcripcional do
promotor Cp e do promotor da LMP-1 (Young e Murray, 2003), o que revela um papel
essencial nos fendbmenos de crescimento e imortalizacdo dos LB. Experiéncias com ratos
trangénicos, demonstraram um envolvimento directo desta proteina no mecanismo de
oncogénese uma vez que a sua expressdo deu origem ao aparecimento de linfomas das
células B (Young e Murray, 2003).

A proteina EBNA-1 possui uma sequéncia aminoacidica repetitiva, glicina-glicina-
alanina (Gly-Gly-Ala), que actua como um cis inibidor do complexo major de
histocompatibilidade de classe | (MHC-I). Este dominio repetitivo restringe a funcéao
apresentadora de antigénios destes receptores porque impede o processamento antigénico
através da via ubiquitina-proteossoma (Levitskaya et al., 1995), conduzindo a uma resposta
pouco eficaz dos linfécitos T citotoxicos (CTL) contra células que expressem a EBNA-1
(Young e Murray, 2003), sendo esta proteina a Unica EBNA que continua a ser produzida
durante a infeccdo litica.

e EBNA-2
A sequéncia da EBNA-2 difere entre 0 EBV-1 e 0 EBV-2, facto que determina as
diferengas bioldgicas que fazem com que as estirpes do tipo 1 transformem LB com grande
eficacia (IARC, 1997). Nas duas estirpes, EBV-1 e EBV-2, as proteinas sdo constituidas,
respectivamente por 491 e 443 aminoacidos (aa) (Hennesy e Kieff, 1985), sdo acidicas e
possuem no minimo sete dominios.
Estudos bioquimicos, demonstraram que a EBNA-2 encontra-se em grandes

granulacGes nucleares e associada ao nucleoplasma, a cromatina e a fraccbes da matriz
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nuclear. Tal como a EBNA-1, a EBNA-2 é fosforilada, mas as suas modificacbes pos-
translaccionais ndo se esgotam na fosforilagio uma vez que o tamanho da proteina
nascente é 10 kDa menor do que a da EBNA-2 intranuclear (Wang et al., 1987). A EBNA-
2 € a grande reguladora transcripcional dos genes virais e pensa-se que funciona directa ou
indirectamente como uma trans-activadora de genes celulares e de genes virais, tais como
0 oncogene c-fgr (Knutson, 1990), os marcadores de activacdo de LB, entre estes 0 CD23
(Wang et al., 1987a) e 0 CD21 (Wang et al., 1990), a LMP-1 (Abbot et al., 1990), a LMP-
2 (Tsang et al., 1991) e o promotor Cp (Sung et al., 1991). Esta trans-activacdo induz a
troca da utilizacdo do promotor Wp para o promotor Cp que é observada na fase inicial da
infeccdo dos LB. O seu mecanismo de actuacéo implica a sua interacgdo com uma proteina
ubiqua de ligagdo ao DNA, a Jk, que é responsavel por veicular a EBNA-2 a promotores
que contenham uma sequéncia similar a da Jk (IARC, 1997). Outros trabalhos
demonstraram que a EBNA-2 pode substituir, do ponto de vista funcional, uma regido
intracelular denominada de receptor Notch, que se sabe estar envolvida em tumores

humanos das células T (Sakai et al., 1998).

e EBNA-3A,3Be3C

EBNA-3A, 3B e 3C sdo codificadas por trés genes localizados em tandem no genoma
viral e possuem em comum a mesma origem.

As proteinas EBNA-3 sdo marcadamente hidrofilicas, em que 20% da totalidade dos
seus aa sdo carregados. Os mMRNA que codificam estas proteinas sdo 0s menos abundantes
de todas as EBNAs, sendo poucas as moléculas encontradas nas células com infeccao
latente. As proteinas codificadas pelas estirpes 1 e 2 do EBV sédo idénticas em 84, 80 e
72% da sequéncia primaria de aminoacidos (Sample et al., 1990). As EBNA-3A, 3B e 3C
encontram-se em grandes inclusbes nucleares que enchem completamente o ndcleo,
poupando somente o nucléolo (Petti e Kieff, 1988). A distribuicdo destas trés proteinas
nucleares assemelha-se & da EBNA-2, sendo assim encontradas na matriz nuclear, na
cromatina e no nucleoplasma. Tendo em conta a analogia nas suas estruturas e sequéncias,
aponta-se para que estas proteinas sejam reguladores transcripcionais. Foi demonstrado
qgue a EBNA-3C promove a expressdo do mRNA do CD21 em células transfectadas de
linfoma de Burkitt (Wang et al., 1990) e a expressdo da LMP-1 em células Raji (Allday et

al., 1993). Esta proteina estd também envolvida na repressdo do promotor Cp (Radkov et
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al.,1997) e possivelmente interage com a proteina do retinoblastoma (pRb), promovendo a
transformacédo celular (Parker et al., 1996). A expressdo da EBNA-3B parece estar
correlacionada com uma regulacdo positiva da vimentina e do CD40 e com a regulacao
negativa do CD77 (Silins e Sculley, 1994). As EBNA-3A, 3B e 3C conseguem inibir a
transcricdo activa da EBNA-2 porgue se associam com o factor de transcricdo da RBP- Jk
fazendo com que ele se dissocie da proteina Jk e consequentemente, da EBNA-2.

Sabe-se que a EBNA-3A e a EBNA-3C, ao contrario da EBNA-3B sdo essenciais para
a transformacéo de LB in vitro (Young e Murray, 2003).

e EBNA-LP

A EBNA-LP é codificada pelo mRNA principal de cada EBNA e é traduzida a partir
desses MRNAs quando o primeiro e segundo exdo sdo excisados, criando assim o coddo de
iniciacdo da EBNA-LP (Fields e Knipe, 1996). A proteina originada é de tamanho variavel
dependendo do numero de repeticbes de BamHI W que contem cada isolado do virus
Epstein-Barr. A EBNA-LP encontra-se mais associada a matriz nuclear do que qualquer
outra proteina nuclear. A sua localizacdo, revelada por imunofluorescéncia, demonstrou
que parte dela se encontra dispersa pelo nucleo, mas a restante estd concentrada em
pequenos granulos nucleares (Wang et al., 1987), sugerindo uma estrutura linear que
podera tratar-se dos transcritos do EBV (Lawrence et al.,1989). Assim, se a EBNA-LP esta
associada com o RNA nuclear do EBV, ela podera desempenhar um papel crucial no seu
processamento. Apesar de ndo ser imprescindivel para a transformacdo in vitro dos LB é
necessaria para o crescimento das linhas celulares linfoblastoides. A EBNA-LP coopera
com a EBNA-2 na regulacdo dos seus alvos transcripcionais, tais como a LMP-1 e a LMP-
2 e também na regulacdo do promotor que determina um mRNA que por splicing
alternativo origina ou a EBNA-2, ou a EBNA-LP ou as EBNAs-3 (Nitsche et al., 1997,
Raab-Traub, 2002).

e LMP-1
E a principal proteina transformante do EBV comportando-se como um oncogene
classico na transformacdo de linhas celulares fibroblastoides e sendo essencial para a

transformacéo in vitro dos LB induzida pelo EBV (Young e Murray, 2003).
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O gene que codifica a LMP-1, apesar de ndo possuir um promotor forte, € dos mais
transcritos e o0 seu mRNA é quase 10 vezes mais abundante do que 0 mMRNA das EBNAs
(Fennewald et al., 1984). O produto codificado por trés exdes € uma proteina membranar
integral de 63 kDa subdividida em trés dominios: (i) um terminal N localizado no lado
citoplasmatico que orienta a LMP-1 para a membrana plasmaética; (ii) seis hélices
hidrofébicas transmembranares que estdo envolvidas na auto-agregagdo e oligomerizacao;
(iii) um terminal C posicionado no lado citoplasmatico da membrana que exibe a grande
parte da actividade de sinalizacdo da LMP-1 (Young e Murray, 2003). Pelo menos, metade
da LMP-1 esté associada ao citoesqueleto, como demonstrado pela elevada resisténcia em
remove-la com detergentes ndo i6nicos. A LMP-1 forma canais na membrana celular e
ainda que, a vimentina esteja co-localizada a esses canais, parece que, nem ela nem outras
proteinas do EBV estdo envolvidas na formacao dessas estruturas. Tal facto, deve-se a
capacidade da LMP-1 interagir com ela propria através dos dominios transmembranares.
Outras funcionalidades sdo-lhe atribuidas, tais como: (i) proteger os LB da apoptose por
um mecanismo de inducdo da bcl-2 (Rowe et al., 1994); (ii) induzir a expressdo de certas
citocinas que promovem a actividade dos LB, como a IL-10; (iii) promover a expressdo
das moléculas de adesdo dos LB, a LFA1 (CD11la/ CD18), a ICAM1 (CD54) e a LFA3
(CD58); (iv) actuar como membro da superfamilia dos receptores do factor de necrose
tumoral (TNF), activando varias vias de sinalizacdo (Young e Murray, 2003); (v) e activar
o factor de necrose-xB através de um dominio adicional localizado na parte distal do
terminal C. Conhecem-se mais trés vias de sinalizacdo: a JNK/AP-1, a p38/MAPK e a
JAK/STAT que estdo sob actuacdo da LMP-1 (Eliopoulos e Young,1998, Eliopoulos et
al.,1999 e Gires et al.,1999). A LMP-1 pode activar a cinase 3-fosfatidilinositol, uma
cinase lipidica responsavel pela activacao de diversos mecanismos celulares em reposta a
estimulos extracelulares, efeito que contribui para a oncogenicidade da LMP-1 (Dawson et
al., 2003).

e LMP-2A e LMP-2B
As LMP-2A e LMP-2B séo codificadas por mRNAs spliced transcritos a partir de
genes que circundam as TRs quando o genoma do EBV se encontra na forma circular. A
transcricdo da LMP-2A, inicia-se a 3 kb a jusante do local de poliadenilacdo da LMP-1,

enquanto que a LMP-2B principia a 0.2 kb a montante do local de inicia¢do da transcricdo
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da LMP-1. A estrutura de ambas é semelhante, sendo constituidas por 12 dominios
transmembranares e por um terminal C com 27 aa hidrofilicos, contudo, a LMP-2A possui
ainda um terminal amino citoplasmatico com 119 aa (Longnecker e Kieff, 1990). A
traducéo in vitro das LMP-2A e LMP-2B confirma que ambas tém localizagdo membranar,
sem que isso conduza a alteragdes significativas no seu tamanho (Fields e Knipe, 1996).
Nenhuma destas proteinas é essencial para a transformacdo dos LB (Longnecker, 2000),
mas estudos sugerem que a LMP-2A veiculada pelo seu terminal amino é responsavel por
bloquear a estimulagdo dos receptores das células B (BCR) através da mobilizagio de Ca®*,
a fosforilacdo da tirosina e a activacdo do ciclo litico do EBV nos LB (Fields e Knipe,
1996). Foi demonstrado que a LMP-2A pode induzir a proliferacdo e sobrevivéncia dos LB
na auséncia de sinalizacdo pelo BCR (Caldwell et al., 1998). Em conjunto, estes dados
confirmam a importancia da LMP-2 na alteracdo do programa de desenvolvimento normal
dos LB de forma a favorecer a permanéncia do EBV na medula dssea na forma latente e
prevenir uma activagdo inapropriada do ciclo viral litico. Estudos recentes, demonstram
que a LMP-2A exerce actividade transformante sobre células epiteliais (Scholle et al.,
2000).

e Qutros genes virais latentes
Os mRNAs codificados pelo BHRF1 e pela ORF BARFO foram detectados em células

com infecgéo latente, mas os seus produtos ainda néo estdo bem caracterizados.

e EBERs

Os dois RNAs pequenos intranucleares, ndo codificantes e sem poliadenilacdo séo de
sobremaneira 0s RNAs expressos em maior quantidade nas células com infeccdo latente,
estimando-se que existam aproximadamente 10° cdpias por célula (Raab-Traub, 2002) e
provavelmente sdo expressos em todas as formas de laténcia. Os EBERs estéo localizados
no nucleo, associados pelo terminal 3° a varias proteinas celulares, nhomeadamente o
antigénio celular La, a proteina ribosomal L22 e a proteina PKR, formando
ribonucleoproteinas estaveis. A PKR é uma proteina que medeia o efeito antiviral dos
interferdes e foi sugerido que uma inibicdo da PKR pelos EBERs podera contribuir para a
persisténcia do virus. Em estirpes de EBV recombinantes, em que os EBERs foram

excisados, verificou-se que conseguiam iniciar a infeccdo primaria em LB e a
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transformacdo do crescimento da mesma forma que a estirpe selvagem. Nenhuma
diferenca foi reportada no crescimento de linhas celulares linfoblastoides infectadas com a
estirpe recombinante e a estirpe selvagem, nem mesmo na permissividade destas células
pela infeccdo litica (IARC, 1997). Porém, Komano e colaboradores (1999) verificaram que
ao introduzirem os EBERs em células Akata de Linfoma de Burkitt, estas tornavam-se
resistentes a indutores da apoptose, aumentando assim o seu potencial cancerigeno. Em
geral, estes estudos apontam na direccdo de que os EBERs, outrora considerados
dispensaveis no fendmeno de transformacdo celular, poderdo contribuir para a génese dos

tumores associados ao EBV.

iii. A importancia das proteinas latentes na transformacao do crescimento celular

O conhecimento de como as proteinas latentes influenciam a transformacdo do
crescimento celular foi conseguido através da transferéncia de genes para diversos tipos de
células. Assim, varios estudos indicam que a proteina EBNA-2 possa estar directamente
envolvida na transformacdo dos LB (Delius e Bornkamm, 1978; Bornkamm et al.; 1980,
Heller et al., 1981; Bornkamm et al., 1982; Hayward et al., 1982; Rabson et al., 1982 e
Jones et al., 1984). O aumento da proliferagéo dos LB ocasionado pela EBNA-2 deve-se a
que esta proteina actue como um trans-activador da expressao do CD23 e possivelmente de
outros factores de crescimento autocrinos dos LB.

Experiéncias com a LMP, comprovaram que ela possui efeitos transformantes, que
altera a morfologia celular e que torna possivel células crescerem em meios suplementados
com uma baixa concentragdo de soro. Em LB, a LMP induz modificagdes normalmente
associadas com a activacdo celular, tais como agregacéao celular, aumento das vilosidades,
amplificacdo da expressdo do receptor da transferrina (CD71) e de moléculas de adesdo
celular (LFA-1, ICAM-1 e LFA-3). Liebowitz e colaboradores (1987) sugeriram que a
actividade da LMP ¢é em parte mediada pelos canais transmembranares que estdo
associados ao citoesqueleto. Esses canais, permitem que a LMP exerca uma fungdo
estimuladora no calcio intracelular livre e em marcadores da actividade dos LB. Aponta-se
para que a LMP actue na transducdo membranar dos sinais de crescimento celular ou entéo

como um canal de transporte de ides (IARC, 1997).
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c. Infeccéo Litica

A maior parte das linhas celulares com infeccdo latente contém uma pequena
percentagem de células que espontaneamente se tornam permissivas a replicacdo viral.
Nessa células, o DNA viral é amplificado vérias centenas de vezes a partir de uma origem
de replicagdo viral litica, a oriLyt. Formas multiméricas séo sintetizadas a partir da oriLyt
seguindo um padréo de replicagdo do DNA que poderad ter como modelo a replicacdo
rolling-circle. Até agora foram identificados e caracterizados 20 genes liticos (Farina et al.,
2000), cuja expressdo segue uma ordem temporal e sequencial. Alguns genes virais sao
expressos logo apds a inducdo, independentemente da sintese de novas proteinas, sendo
assim denominados de genes imediatamente precoces. Genes liticos precoces sao
expressos um pouco depois e a sua expressdo nao é afectada pela inibicdo da sintese do
DNA viral. Genes cuja expressdo ocorre geralmente apds a sintese do DNA e é bloqueada
por inibidores da sintese do DNA viral sdo designados de genes tardios. Um dos factores
que desencadeiam a passagem do ciclo latente para o ciclo litico € a expressdo de duas
proteinas virais transactivadoras, a BZLF1 e a BRLF1, que promovem uma expressao
sequente de Varios genes virais precoces e latentes e concomitantemente inibe alguns genes
latentes, culminado em UGltima instancia com a morte celular e com a libertacdo de virides
infecciosos.

Células que se tornam permissivas a replicacdo viral sofrem véarias mudancas
citoplasmaticas que sdo tipicas da infeccdo pelos herpesvirus, como a marginacdo da
cromatina nuclear, a sintese do DNA viral na zona central do nucleo, a montagem das
nucleocépsides na periferia nuclear, o envolvimento do virus por uma membrana lipidica
resultante da gemulacdo do virus a partir da membrana nuclear interna e a inibicdo da

sintese de macromoléculas do hospedeiro (IARC, 1997).

i. Genes imediatamente precoces

Na infecgdo pelos virus herpes simplex os genes imediatamente precoces sdo definidos
operacionalmente pela sua transcri¢do logo apos a infeccdo na completa inibicao de toda a
sintese proteica. Neste virus, ha também uma proteina do virido que opera como um trans-

activador da expressao dos genes imediatamente precoces. Na sequéncia temporal de
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expressdo dos genes do EBV na infecgdo latente a EBNA-LP e a EBNA-2 surgem e
atingem niveis maximos antes que a EBNA-1, 3A, 3B, 3C e a LMP sejam detectadas.
Portanto, a EBNA-LP e a EBNA-2 sdo dptimas candidatas a genes imediatamente precoces
do ciclo latente (Fields e Knipe, 1996). A primeira tentativa em definir quais os genes
imediatamente precoces (Sample et al., 1984 e Sample et al., 1986) detectou a presenca
selectiva de trés RNAs transcritos dos fragmentos de DNA- Bam M, HF e A (Sample et
al., 1984). Um segundo estudo evidenciou que os mRNAs dos genes BZLF1 e BRFL1
eram expressos num nivel elevado (Biggin et al., 1987) e operavam como trans-
activadores imediatamente precoces da expressdo dos genes viras liticos precoces. A
expressdo da proteina ZLF1 (ZEBRA) inicialmente, activa a expressdo da BRFL1 e as
duas proteinas em conjunto estimulam os genes precoces e reprimem a expressao dos
promotores Cp, Wp e do promotor da LMP (Mauser et al., 2002).

A importéncia da proteina ZEBRA na oncogénese pode residir na sua interacgdo com
dois genes celulares. Especificamente ela activa o gene c-fos, uma vez que se liga ao seu
promotor e interactua com a p53 através de um dos seus dominios. A super-expressao da
p53 selvagem inibe a capacidade da proteina ZLF1 interromper a laténcia viral. Assim,
uma interaccdo directa entre a p53 e a proteina ZLF1 pode desempenhar um papel
importante na regulacdo da alternancia da infeccdo latente para a infeccdo litica (IARC,
1997).

ii. Infeccdo litica precoce

Os genes precoces englobam as regides do genoma viral IR2 e IR4 (Figura 2) e séo
operacionalmente definidos pela sua sintese persistir, mesmo quando as células sdo
induzidas a permissividade ou a superinfeccdo na presenca de inibidores da sintese do
DNA viral. Segundo este critério, pelo menos 30 mRNAs sdo precoces e outros 30 mRNAs
sdo tardios (Baer et al.,1984; Hudson et al.,1985; Hudson et al.,1985a; Gibson et al., 1986;
Sample et al., 1986 e Biggin et al., 1987). Os genes que codificam para 0s mMRNAS
precoces e tardios encontram-se misturados ao longo do genoma do EBV. Frequentemente,
promotores diferentes iniciam transcri¢es nested que principiam com diferentes ORFs e
terminam no mesmo local de poliadenilagdo. De maneira que 0 mMRNA mais longo inclui

todos 0s mMRNAs mais curtos e as ORFs 3.
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Foram identificadas duas proteinas nucleares precoces —a SMLF1 (possivelmente uma
proteina imediatamente precoce retardada) e a MRF1, que tal como as proteinas ZLF1 e
RLF1 comportam-se como trans-activadores de outros genes virais precoces. Outras duas
proteinas precoces muito abundantes foram mapeadas em sequéncias especificas do DNA
— a proteina BALF2, que é homologa a uma proteina do HSV que liga ao DNA, a ICP8 e
desempenha um papel importante na replicacdo do DNA; e a proteina BHRF1 que exibe
uma homologia colinear com o bcl-2 logo, protege da apoptose células de linfoma de
Burkitt negativas para 0 EBV (Young et al., 1999). Contudo, estirpes recombinantes de
EBV as quais foi excisada a ORF da BHRF1 sdo capazes de iniciar e manter a
transformacdo do crescimento celular, induzir o ciclo litico e produzir novas particulas
virais (Lee e Yates, 1992; Marchini et al., 1991).

Vérios genes precoces estdo envolvidos na replicacdo do DNA. Estes encontram-se
dispersos ao longo do dominio US do genoma virico e codificam a DNA polimerase
(BALF5), a maior proteina de ligacdo ao DNA (BALF2), uma reductase ribonucleotidica
(BORF2 e BARF1), uma timidina cinase (BXLF1) e uma exonuclease alcalina (BGLF5). A
reductase ribonucleotidica esta confinada a mdltiplas regides citoplasmaticas em células
com infeccdo produtiva e foi citado que ela possa ser o principal componente do complexo
early antigen. Experiéncias com células transfectadas evidenciaram que alguns destes
genes séo activados durante o mecanismo de diferenciacdo celular na auséncia de outros
produtos de genes virais, apontando uma provavel funcdo dos factores celulares na
regulacdo do ciclo produtivo, pelo menos em alguns tipos de células (Marschall et al.,
1991).

Recentemente, foi descoberta uma nova proteina codificada pelo gene precoce BFRF1.
Estudos revelaram tratar-se de uma proteina litica localizada principalmente na membrana

celular plasmatica, mas também presente nos virides (Farina et al., 2000).

d. Replicacao do genoma viral

Apesar da evidéncia inicial, a DNA polimerase viral ndo é necessaria a replicacao virial
primaria associada com a formacao do epissoma (Rickinson e Epstein, 1978; Sixbey e

Pagano, 1985). Todavia, como esperado, uma inibicdo da DNA polimerase bloqueia a

actividade da origem viral litica em células que se encontram no ciclo litico. Com a
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inducdo da replicacdo viral litica, 0 numero de cdpias do epissoma aumenta sugerindo que
a replicacdo do DNA epissomal actue como um percursor para a replicacdo subsequente
(Shaw, 1985).

Dois segmentos do genoma do EBV, o DL e 0 DR, que séo fortes promotores iniciais,

também actuam como origem da replicagdo do DNA viral na infeccéo litica.

e. Infeccdo litica tardia

Os genes tardios englobam as regifes do genoma viral IR1 e IR3 (Figura 2) e
codificam fundamentalmente proteinas estruturais ou proteinas que actuam como agentes
modificadores das células infectadas, de forma a facilitar a progressao do ciclo viral ou a
libertacdo dos virus. Genes tardios com fungBes enzimaticas ou reguladoras ainda nédo
foram identificados. Para além das glicoproteinas, que representam a grande fraccdo destes
genes, outros genes latentes foram reportados, nomeadamente o NRF1 que codifica a maior
proteina da nucleocépside, a cLF1 e uma vez que, a sequéncia do NRF1 ndo possui amplos
dominios hidrofébicos é mais provavel que codifique uma proteina do tegumento do que
uma proteina membranar integral. O BXRF1 origina uma proteina bésica que faz parte do
core viral e o BFRF3 codifica a VCA pl18, uma proteina da cépside que é altamente
imunogénica em humanos (van Grunsven et al., 1994). Os genes que codificam as
glicoproteinas sdo o BLLF1 (gp350/220), o BALF4 (gp110), o BXLF2 (gp85), o BILF2
(gp55/80), 0 BDLF3 (gp100/150) e 0 BZLF2 (gp42) (tabela I) (IARC, 1997). A gpl10 é a
proteina tardia mais abundante e estudos com microscopia electrénica localizaram-na na
face interna e externa da membrana nuclear e em membranas citoplasmaticas que
frequentemente rodeiam os virus revestidos, mas ndo na membrana plasmatica e nas
membranas do aparelho de Golgi, apontando assim para que a proteina ndo seja processada
no aparelho de Golgi. A gp85 e a gp350/220 séo processadas no aparelho de Golgi e
encontradas no virus e na membrana plasmatica das células com infec¢éo litica (IARC,
1997). A penetragdo viral engloba mais duas glicoproteinais virais a gp25 e a gp42, que
formam um complexo tripartido com a gp85. A gp42 também liga as moléculas HLA
(human leucocyte antigen), assim, o MHC classe Il pode funcionar como co-factor na
infeccdo dos LB humanos (Li et al., 1997). A gp350/220, uma proteina viral externa que
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medeia a adsorc¢do viral com os receptores CD21 dos LB é a mais abundante na membrana
plasmética das células infectadas e no invélucro viral. A principal fraccdo da resposta
imunoldgica de anticorpos neutralizantes e de LT estd dirigida contra a gp350/220
(Thorley-Lawson e Poodry, 1982; Ulaeto et al., 1988), o que a torna um componente
atractivo de potenciais vacinas para o EBV.

O gene tardio BCRF1, que esta situado no meio do dominio regulador da EBNA, entre
a ori-P e o Cp, € um homologo do gene humano da IL-10. A sequéncia aminoacidica da
BCRF1 € 90% semelhante a da IL-10 humana (Touitou et al., 1996) e talvez por isso, a
BCRF1 exiba grande parte das fungdes da IL-10 humana, incluindo a regulagdo negativa
das funcdes de macrofagos e células natural killer (NK) e inibicdo da producdo do
interferdao (IFN) vy. Assim, a IL-10 de expressdo viral, pode ter um efeito local nessas
respostas imunoldgicas a nivel da reactivacdo da infeccdo. Quer a IL-10 humana, quer a
IL-10 viral, sdo factores de crescimento que promovem a activacdo dos LB e de células

transformadas com o EBV (Sairenji et al., 1998).

f. Montagem das particulas virais

O empacotamento do DNA viral nas nucleocapsides segue a regra da “cabeca cheia”.
Para tal, uma sequéncia de bases, C(G)sTGT(T).CCT(G)sCC, que esta situada 25 bases
antes do dominio DR1 poderéa ser a sequéncia reconhecida para a clivagem do genoma. Em
resumo, plasmideos que possuam a origem de replicacdo da infeccdo latente, a origem de
replicacdo da infeccdo litica e as TRs sdo estaveis na forma de epissoma em células com
infeccdo latente, sendo replicados pela DNA polimerase viral em contactameros lineares
qguando a infeccdo litica é induzida e depois clivados e empacotados nos virides

infecciosos.

1.6. Fisiopatologia da infeccéo pelo EBV

A figura 4, ilustra os eventos celulares que se pensa estarem envolvidos na infeccéo e

persisténcia do EBV. A infec¢do primaria ocorre por transmissdo com células livres de

22



1. Introducéo

virus e/ou células com infeccdo produtiva na saliva, estando associada com a entrada do
virus na populacgdo circulante de LB. Sixbey e colaboradores (1984) encontraram células
epiteliais com infeccdo produtiva em lavados da orofaringe de individuos com
mononucleose infecciosa (MI) em fase aguda. Sabe-se ainda que, 0 EBV também consegue
replicar-se no epitélio escamoso estratificado da cavidade oral, como demonstrado nas
lesbes da leucoplasia oral pilosa. N&o obstante, ndo € evidente se as células epiteliais séo
alvos primarios do virus transmitido por via oral ou se 0 virus necessita primeiro de ser
amplificado nos infiltrados de linfécitos locais, como por exemplo, nas criptas
amigdalinas. Foi reportado que em lavados da orofaringe o EBV néo foi detectado nas
celulas epiteliais descamativas. Outras vias de entrada do virus no epitélio da orofaringe
foram sugeridas, como a fusdo com infiltrados de linfécitos B infectados com EBV ou

através de um complexo imune com a imunoglobulina A (IgA) anti-gp350 (IARC, 1997).

Infeccéo Persistente

Primo-Infeccao Disseminag&o
viral
Reactivacédo
Penetracio no tecido  Reservatério de % @
linfo-epitelial laténcia EA/NCA
Foliculos
secundarios?
Ag?
@ L MP-1- LMP-1,”

© <
Resposta imune de @
IL-10 memoria

Resposta imune @
priméria @ @

Figura 4— Modelo de interac¢do do EBV com o hospedeiro durante a primo-infecgéo e
infeccdo persistente. Abreviaturas: Ag, antigenio; EA, antigenio precoce; VCA, antigénio
viral da capside; EBNA, antigénio nuclear do EBV; E1, antigénio nuclear 1 do EBV;
LMP, proteina membranar latente; IL, interleucina; CTL, linfocitos T citotdxicos
(adaptada de IARC, 1997).
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Os acontecimentos iniciais na infeccdo dos LB in vivo parecem assemelhar-se aos
observados em infec¢Ges experimentais, tais como a transcrigdo pelos promotores Wp, Cp
e LMP e a expressdo de todo o espectro de proteinas latentes (Tierney et al., 1994). Este
padrdo de expressdo dos genes virais latentes exerce dois efeitos importantes no sentido de
que a persisténcia viral se estabeleca no sistema linféide. O primeiro, induz na fase inicial
da infec¢do uma rapida expansdo policlonal da populacdo de células B infectadas, antes
que se desenvolva uma resposta imune celular por parte dos CTL. O segundo efeito, esta
relacionado com a LMP-1 e a sua capacidade de estimular duas proteinas celulares, a bcl-2
e a A20, que fomentam o aumento da sobrevivéncia celular in vivo. Como supra referido,
na fase priméaria da infeccdo desencadeia-se uma resposta imune celular levada a cabo
pelos CTL que elimina grande parte das células infectadas. Facto que se pode correlacionar
com a diminuicdo da excrecdo viral na orofaringe. Porém, esta resposta imune nao
extingue a replicacdo viral na cavidade oral nem a populacdo leucocitéria portadora do
virus em estado latente. Nesta linha de investigacao, outros estudos vieram acrescentar que
os LB com infec¢do latente sdo necessarios e suficientes para a permanéncia do virus e que
a infeccdo epitelial podera depender da eliminacdo viral pelo reservatério linféide
(Gratama et al., 1992).

A persisténcia dos LB infectados com o EBV, em individuos saudaveis portadores do
virus, parece estar relacionada com uma forma de laténcia diferente da que é observada na
infeccdo primaria. A reaccdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) dos transcritos virais de
LB circulantes obtidos de dadores saudaveis, mostrou somente a expressdo dos mMRNAs da
EBNA-1 e da LMP-2A (Chen et al.,, 1995). Um modelo de expressdo tdo restrito é
consistente com a ideia de que as células portadoras de EBV possuem um fenétipo
quiescente, 0 que de certa forma explica a sua evasdo face a uma resposta imune tdo

eficiente por parte dos CTL.

1.7. Epidemiologia da infecgdo pelo EBV
Diversos estudos seroepidemioldgicos comprovaram que o EBV é ubiquo por todo o

mundo, mesmo nas populacdes mais remotas como 0s habitantes das ilhas Aleutes no
Alaska e nas tribos da Amazénia (IARC, 1997).
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Pela terceira década de vida, 80-100% dos individuos tornaram-se seropositivos para o
EBV. A idade da seroconversdo € inversamente proporcional com o nivel de
desenvolvimento socio-econdémico, com a dimensdo do agregado familiar e com padrdes
de higiene. A via oral € a principal via de transmissdo, no entanto, a transmissao por
transfusdes sanguineas também estd documentada (Gerber et al., 1969). Estudos recentes
detectaram o virus em secrec¢des genitais femininas e masculinas (van Baarle et al., 2000;
Enbom et al., 2001; Crawford et al., 2002) apontando para que o EBV também possa ser
disseminado por via sexual. A transmissdo pela saliva, provavelmente, ocorre por contacto
oral intimo e por residuos de saliva presentes em copos, comida, brinquedos e outros
objectos. Foi demonstrado que pelo menos 15-20% dos individuos assintométicos
seropositivos para 0 EBV excretam o virus activo na saliva (Chang et al., 1973; Strauch et
al., 1987). Mas se a saliva for concentrada, por ultracentrifugacéo, este nimero cresce para
aproximadamente 75%. Isto sugere uma continua replicacdo viral na orofaringe, porém,
menos intensa que na primo-infeccdo. Mais de 85% dos pacientes sintomaticos em fase
aguda expelem o EBV e mesmo passado varios meses apds a fase aguda continuam a
eliminar o virus na saliva de uma forma intermitente (Miller et al., 1973; Niederman et al.,
1976).

Em paises em vias de desenvolvimento a infeccdo é adquirida nos primeiros anos de
vida, enquanto que nos paises desenvolvidos a primo-infeccdo é retardada até a
adolescéncia, periodo em que a transmissdo € mais provavel de ocorrer devido ao contacto
oral intimo. Cerca de 50% das primo-infeccGes durante a adolescéncia originam uma

forma sintomatica, denominada de mononucleose infecciosa (IARC, 1997).

1.8. Manifestacdes clinicas da infec¢ao pelo EBV

a. Mononucleose Infecciosa

A mononucleose infecciosa € uma patologia com maior incidéncia em criangas mais

velhas, adolescentes e jovens adultos. Ap6s um periodo de incubacdo de 30-50 dias,

surgem os sintomas caracteristicos, febre, dor de garganta, amigdalite, linfoadenopatias e

esplenomegalia. O diagndstico da Ml baseia-se na deteccdo de células linféides atipicas no
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sangue periférico, na pesquisa do DNA viral em tecidos do paciente e na seroconversao
para 0 EBV. Na grande parte dos casos, em poucas semanas, a doenca segue um curso
benigno, mas situacGes mais prolongadas também sdo descritas. Como primo-infeccao é
normalmente assintomatica, todavia, na maior parte das infec¢bes sintomaticas apesar do
quadro clinico ndo diferir muito do da MI é mais ténue. N&o obstante a MI ser
normalmente uma doenca benigna e auto-limitada, complicacbes podem surgir como
consequéncia da infiltracdo tecidular por LB infectados e por LT activados ou entédo pela
intervencdo de auto-anticorpos.

Esta doenca corresponde a uma desordem linfoproliferativa benigna com expanséo
proeminente dos tecidos linfdides por numerosos blastécitos B activados. Estudos
histoldgicos, morfoldgicos e moleculares, demonstraram uma proliferacdo de blastdcitos B
policlonais infectados com o EBV, acompanhado de um aumento de LT activados
(Niedobitek et al., 1997) e uma laténcia viral do tipo IlI.

O controle da primo-infec¢do e a transicdo para um estado de portador assintomatico é
mediado pela imunidade celular T. Callan e colaboradores (1996) corroboraram este
registo quando observaram que na fase aguda da MI ocorre uma expansdo clonal de LT
CD8+ induzida pela presenca antigénica. Situagdes em que o controle da infec¢do primaria
pelos LT falha e se desenvolve uma forma de MI fatal, podem ser consequéncia de um
defeito genético, como a sindrome linfoproliferativa associada ao cromossoma X.
Pacientes com esta desordem, sofrem de um defeito imune que os torna sensiveis a
doencas induzidas pelo EBV. Casos esporadicos de MI fatal em que ndo existe uma
associacao com deficiéncias na imunidade mediada pelas células T também podem ocorrer
e a grande maioria parece estar relacionada com uma hiper proliferacido de LB policlonais.
Contudo, em alguns casos a proliferacdo dos LB é monoclonal originando assim linfomas
malignos (IARC, 1997).

b. Leucoplasia oral pilosa
E uma lesdo epitelial da lingua que foi originalmente descrita em doentes infectados
com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), mas tambem foi encontrada em

individuos transplantados imunocomprometidos. Esta patologia, manifesta-se atraves de

lesbes salientes e esbranquigadas situadas nos bordos da lingua, mas que se podem

26



1. Introducéo

estender a outros locais da mucosa oral. Em 1985, o DNA do EBV foi pela primeira vez
encontrado nestas lesdes e a localizacdo do virus restringida as células epiteliais
superficiais. A presenca de DNA viral na forma linear e a expressdo de antigénios virais do
ciclo litico (BZLF1 e o VCA) indicam que as células epiteliais suportam a replicacéo viral
(IARC, 1997).

¢. Tumores associados com o0 EBV

i. Linfoma de Burkitt

O Linfoma de Burkitt existe em todo o mundo, contudo certas areas apresentam uma
maior incidéncia, nomeadamente, a Africa Equatorial e a Papua Nova Guiné com
aproximadamente 5 a 10 casos anuais por 100000 habitantes. A média de idades dos
pacientes nas regifes endémicas € bastante constante variando entre 7,7 e 9,2 anos de
idade, enquanto que os tumores oriundos de outros locais sdo mais frequentes em criancgas
mais velhas. Cerca de 60% das criancas afectadas com Linfoma de Burkitt apresentam um
inchaco unilateral da mandibula. Caracteristicamente o tumor da mandibula é o sinal de
apresentacdo em criangas pequenas, tal como, massas abdominais 0 sdo em criangas mais
velhas. Os tumores da mandibula sdo menos frequentes fora das regifes endémicas de
Africa.

A associacdo do EBV com o linfoma de Burkitt € baseada na deteccdo do genoma viral
em células tumorais e na conversdo seroldgica. Verificou-se que, 90% dos linfomas
provenientes das areas endémicas eram positivos para 0 EBV, enquanto que, nos linfomas
procedentes de outros locais, somente em 15% foi detectado o genoma do virus (Young e
Murray, 2003).

Uma caracteristica consistente com todos os Linfoma de Burkitt é a translocacdo
cromossomal envolvendo o brago longo do cromossoma 8 (8924) na regido do proto-
oncogene c-myc com o cromossoma 14 no gene que codifica a cadeia pesada das
imunoglobulinas, ou ainda, mas menos frequentemente, com 0s cromossomas 2 ou 22 na
regido dos genes que codificam para a cadeia leve das imunoglobulinas. Estas

translocacOes resultam na desregulacéo da expressdo do oncogene c-myc.
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A funcdo que o EBV podera desempenhar na patogénese do linfoma de Burkitt
permanece ainda desconhecida. Mas, a deteccdo de formas monoclonais do epissoma viral
em biopsias de linfoma de Burkitt positivos para 0 EBV aponta para que a infec¢édo viral
anteceda a proliferacdo dos LB percursores. Estudos recentes, revelam um envolvimento
do EBV nos casos esporadicos de linfoma de Burkitt sugerindo um mecanismo de hit and
run que compreende o rearranjo e desaparecimento do DNA viral durante a progressao
tumoral (Razzouk et al., 1996).

ii. Carcinoma da nasofaringe

O carcinoma ndo diferenciado da nasofaringe € o tumor que apresenta uma associacao
mais consistente com o EBV e é caracterizado pela presenca de células tumorais nao
diferenciadas com infiltracéo linfocitaria.

Histologicamente foi descrito pela primeira vez em 1921, mas a relagéo entre o EBV e
0 carcinoma s6 foi citada em 1966 com base em estudos seroldgicos e mais tarde na
deteccdo do genoma viral e do complexo EBNA nas células tumorais por hibridacéo in
situ. E mais frequente em adultos entre os 20 e os 50 anos, embora em certas regides
africanas possa afectar criangas e adolescentes (Fields e Knipe, 1996). A incidéncia anual
deste carcinoma é baixa (1 em 100000 habitantes), exceptuando na China e no Sudoeste
asiatico onde atinge uma taxa de 20 a 30 casos por 100000 habitantes (Young e Murray,
2003). Para esta elevada frequéncia foram sugeridos factores ambientais de risco
(fumeiros, tabaco, peixe curado em sal), mas principalmente factores genéticos
predisponentes.

O genoma do EBV foi descoberto em quase todas as biopsias procedentes de
carcinomas ndo diferenciados da nasofaringe a nivel das células epiteliais tumorais, com
expressdao da EBNA-1 e dos EBERs e adicionalmente, em 65% dos casos também foi
encontrada a LMP-1 (Niedobitek et al., 1992), apesar da sua deteccdo depender da
sensibilidade do método usado. Estudos efectuados com a técnica de PCR evidenciaram a
presenca da LMP-2A (Brooks et al., 1993).
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iii. Doencas linfoproliferativas em imunodeficientes

As doencas linfoproliferativas que surgem pos transplante por imunossupressao
iatrogénica sdo designadas por doengas linfoproliferativas pés-transplante (PTLD). Porém,
carcinomas semelhantes sdo observados em pacientes com outras formas de
imunodeficiéncia, nomeadamente, a hereditaria e a adquirida por infeccdo com o HIV.
Estes linfomas, tém normalmente origem em células B e as lesdes podem variar desde
linfomas proliferativos policlonais de células B que geralmente regridem apds suspenséao
da terapéutica imunossupressora até linfomas monoclonais ndo Hodgkin que usualmente
ndo retrocedem apds recuperacdo imunologica. Nos transplantados, a perigosidade parece
ser maior se a primo-infeccdo ocorrer no periodo de transplantacdo ou imediatamente
depois (Ho et al., 1985). A maior parte das PTLDs sdo EBV positivas e apresentam um
padrdo de laténcia do tipo Il (Young e Murray, 2003).

iv. Doenca de Hodgkin (DH)

O EBV foi detectado em aproximadamente metade dos casos oriundos de paises
desenvolvidos e uma propor¢do ainda maior foi referida nos tumores com origem em
paises em vias de desenvolvimento. O genoma viral foi encontrado na forma monoclonal,
indicando que a infeccdo das células tumorais ocorreu antes da expansédo clonal (Young e
Murray, 2003). Em 6% dos casos da DH, verificou-se a expressdo da proteina ZEBRA
(Pallesen et al., 1991) estando esta presente em 1% das células tumorais (Brousset et al.,
1993), 0 que sugere a existéncia de ciclos abortivos.

A associacdo do EBV com a DH denota um padrdo etario sendo mais frequente em

individuos idosos e em criancas do que em jovens adultos (Armstrong et al., 1998).

v. Linfomas das células T

O EBV tem sido associado a diversos linfomas das células T, em particular aos
linfomas T sinonasais. Estes possuem um fenotipo e gendtipo peculiar caracterizado pela

auséncia frequente de antigénios de LT, pela expressdao dos marcadores celulares das
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células NK e pela inexisténcia de rearranjos no gene que codifica o receptor celular dos
LT.

Um aspecto singular nos linfomas das células T € a deteccdo do EBV em apenas 5 a
50% das células tumorais, o que indica uma infeccdo viral subsequente ao
desenvolvimento tumoral (Young e Murray, 2003), sugerindo que o virus confira uma
vantagem adicional na sobrevivéncia e crescimento das células T transformadas.

Um grupo de investigadores (Brink et al., 2000) apontou para que a origem destes
tumores advenha da infeccdo dos CTL durante a resposta imunoldgica contra células
infectadas com o EBV, uma vez que a grande parte dos linfomas das células T exibem um
fendtipo citotoxico.
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1.9. Carcinoma Géstrico

a. Anatomia do estbmago

O estdbmago possui uma configuragdo variavel, mas normalmente é em forma de J;
anatomicamente é constituido por 5 zonas. O cardia, a zona mais estreita do estdmago,
localizado imediatamente a seguir a juncdo gastroesofagica € constituido
predominantemente por células secretoras de mucina. Mediante uma linha circunferencial
imaginéria, desenhada através da incisura angularis na pequena curvatura, este 6rgao é
divido em parte proximal e parte distal. A parte proximal é denominada de corpo e
compreende células mucosas, células parietais e células principais. A por¢do do estbmago
acima do nivel da juncdo com o es6fago é designada de fundo. O antro pilérico é
constituido por células produtoras de muco e células enddcrinas e estd demarcada do

duodeno pelo esfincter piloro (Figura 5).

V:\‘ Fundo
i o e

Grande curvatura

Cardia

Pequena curvatura

< Corpo

Incisura angularis

Duodeno

Piloro

Antro

Figura 5- Abordagem esquematica da anatomia do estbmago.

A parede do estbmago é uma estrutura complexa, constituida por 5 camadas; a partir do

limen gastrico ordenam-se em mucosa, submucosa, camada muscular, subserosa e serosa.
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b. Epidemiologia do carcinoma gastrico

De acordo com as estatisticas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para o ano de
2001, o cancro do estdmago foi apontado como a segunda maior causa de morte por cancro
em todo o mundo. Uma variacdo geografica denota-se na incidéncia desta doenga, assim,
as maiores taxas de mortalidade observam-se no Chile, no Japéo e na regido da antiga
Unido Soviética (Tunaci, 2002). Em Portugal, apesar do declinio, os dados fornecidos pelo
Instituto Nacional de Estatistica (INE) indicam que o carcinoma gastrico (CG) no conjunto
dos dois sexos é o segundo tumor maligno que mais mata em Portugal. Com efeito, no ano
de 2001 foi responsavel pelo 6bito de 2578 portugueses. E uma patologia com maior
incidéncia em idosos, a idade média no diagndstico é de 65 anos (variando entre 40-70

anos) e maior frequéncia em homens do que em mulheres (OMS, 2002).

c. Factores predisponentes

Factores ambientais desempenham um importante papel no desenvolvimento do
carcinoma gastrico. Pensa-se que, as diferencas geograficas se devam a habitos alimentares
diferentes. Uma dieta rica em sal, nitritos, benzopirenos e alimentos mal preservados esta
provada que aumenta o risco de carcinoma gastrico enquanto que, uma dieta rica em
vitamina C, com fruta e vegetais pode ter um efeito protector. Por outro lado, a infec¢édo
pelo Helicobacter pylori € outro grande factor de risco no desenvolvimento desta
patologia. Em 1994, a OMS, considerou o H. pylori um carcinogéneo do tipo | para
adenocarcinomas gastricos e para tumores gastricos do tecido linfoide associados com a
mucosa. A gastrite cronica atréfica, a anemia perniciosa, 0s pélipos gastricos neoplasticos,
a gastrectomia parcial, a doenca de Menetrier e os factores hereditarios sdo também
condigdes predisponentes (Tunaci et al., 2002).
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Figura 6- Diagrama do modelo etiol6gico da carcinogénese géastrica (adaptado de
Correa, 1988).

d. Patologia e Prognéstico

Os adenocarcinomas do estdbmago representam entre 90 a 95% da totalidade dos
tumores gastricos, seguidos pelos linfomas (2%), leiomiosarcomas (2%), carcinoides (1%),
adenoacantomas (1%) e pelo carcinoma das células escamosas (1%).

O carcinoma gastrico permanece como uma patologia de dificil cura, principalmente,
porque quando o diagndéstico e efectuado a doenca j& se encontra num estado bastante
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avancado. Mesmo pacientes que apresentam uma condi¢cdo mais favoravel e efectuam
cirurgia curativa, normalmente morrem de recorréncia desta patologia. A taxa média de
sobrevivéncia apds os 5 anos sobre a cirurgia curativa ronda os 20-40%, mas 0 prognostico
depende bastante do estagio em que se encontra a doenca (Danesi et al., 2000 e Tunaci,
2002)

e. Associacdo do EBV com o carcinoma gastrico

A presenca do DNA do EBV em carcinomas gastricos foi detectada pela primeira vez
em 1990, utilizando a técnica de PCR (Burke et al., 1990). Estudos em adenocarcinomas
gastricos revelaram a presenca do virus em 2-16% dos casos (Herrmann e Niedobitek,
2003). Porém, nos carcinomas gastricos com estroma linfoide, a percentagem é bastante
mais elevada, 80-100% dos casos sdo positivos para o virus (Lugmani et al., 2001). A
eliminacdo periddica do EBV na saliva podera ser uma via de infeccdo cronica do tracto
gastrointestinal.

Varios estudos tém sido realizados com o intuito de esclarecer o papel que o EBV
poderd desempenhar na génese do carcinoma gastrico. Herrera-Goepfert e colaboradores
(1999) referiram a presenca de formas clonais do epissoma viral no nucleo de células
epiteliais gastricas cancerosas, tal facto, sugere que a infeccdo viral do epitélio gastrico
ocorra antes ou nos estagios iniciais da carcinogénese. Iwasaki e colaboradores (1998)
vieram acrescentar que as células gastricas tumorais sdo permissivas a infeccdo latente
apresentando um padrdo de laténcia intermédio entre a laténcia | e a Il, uma vez que,
exprimem os EBERs, a EBNA-1, o BARFO e a LMP-2A. N&o obstante, em 1992, os
estudos de Neidobitek e colaboradores, em carcinomas gastricos indiferenciados do tipo
linfo- epitelial, vieram revelar a expressdo de genes virais envolvidos no ciclo litico. Este
achado, foi corroborado por Hoshikawa e colaboradores (2002) noutros carcinomas
géstricos positivos para 0 EBV. Estudos apontam para que a infec¢do viral e as proteinas
associadas sejam protectoras contra 0 mecanismo de apoptose ou que o EBV induza
mutacdes ou alteracbes na expressao de oncogenes e de genes supressores tumorais. Um
grupo de investigadores observou que 0s genes mais frequentemente mutados nos tumores

gastricos sdo: o bcl-2, o c-myc, 0 p53, o ras, 0 p21 e 0 Rb e que, nos carcinomas infectados
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com o EBV a expressdo da p53 encontra-se suprimida nos estagios iniciais do
desenvolvimento tumoral (Ishii et al., 2001). Ohfuji e colaboradores (1996) estudaram
carcinomas gastricos com estroma linfoide e verificaram que os positivos para o EBV
apresentavam uma percentagem de células em apoptose inferior e um aumento na
expressao do gene bcl-2.

Sendo o cancro do estdmago anualmente responsavel pela morte de 850000 pessoas em
todo o mundo (OMS, 2002) e tendo em conta os dados atras expostos sobre a capacidade
oncogenica do virus EBV e a associacdo evidenciada a certos carcinomas justifica o
trabalho agora apresentado. Assim, procuramos contribuir para o conhecimento da
realidade portuguesa sobre a associagdo do EBV com o CG e melhorar outros
conhecimentos sobre a progressdo tumoral, assim como definir marcadores de prognostico
de evolucdo tumoral na tentativa de encontrar factores de pior prognostico caracteristicos

destes tumores.
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2. Objectivos

Este trabalho teve como objectivo geral aferir a associa¢do do virus EBV com tumores
gastricos e quantificar o genoma viral presente nas varias amostras bioldgicas estudadas.
Para este fim, foram utilizados estudos de biologia molecular, nomeadamente, a técnica de
PCR em tempo real e também analises serol6gicas que permitiram avaliar a imunidade
humoral com a deteccdo de anticorpos especificos para 0 EBV, de maneira a delinear o
perfil seroldgico. Estudou-se ainda a possivel associacdo de determinados tipos de
carcinomas gastricos com a presenca do EBV, tentando perceber o papel do virus nesses
tumores. Assim, para além da classificacdo histoldgica, outros parametros foram estudados
para melhor caracterizacdo dos tumores gastricos, tais como a ploidia do DNA e a
percentagem de células em apoptose. Em Gltima andlise procuramos correlacionar todos 0s

achados supramencionados com a evolucao clinica do doente.
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3. Material e Métodos

3.1. Populacéo de estudo

Foram estudados 39 pacientes, 19 homens e 20 mulheres, com idade média de 63 +
9,34 anos em que 0 mais jovem tinha 39 anos e o mais idoso tinha 80 anos de idade, com
diagndstico histoldgico de carcinoma gastrico, provenientes dos servicos de
Gastroenterologia e Cirurgia do Centro Regional de Oncologia de Coimbra, IPOFG, SA
(CROC) e dos Hospitais Universitarios de Coimbra. De cada doente, foi colhido soro
sanguineo, saliva ou gargarejo, tumor e mucosa normal da pega cirdrgica ou de biopsias
incisionais. O grupo controlo, procedente do servico de Gastroenterologia dos Hospitais
Universitarios de Coimbra é constituido por 4 individuos que apresentavam queixas
gastricas mas, aos quais, ndo foi diagnosticado carcinoma gastrico. Apds a recolha, as

amostras foram congeladas a —80°C até posterior processamento.

3.2. Analise anatomopatoldgica do tumor

A anélise anatomopatolégica do tumor foi efectuada nos Servicos de Anatomia
Patologica dos referidos hospitais.

O material obtido a partir de biopsias incisionais e pecas cirargicas foi fixado em
formol tamponado e incluido Histosec®. Do bloco de parafina efectuaram-se varios cortes
de 3 um que, por rotina, foram corados com hematoxilina-eosina, PAS, azul de Alcian e
Giemsa. O relatorio final inclui a classificagdo histologica, o grau, a profundidade de
invasdo em margens, a invasao vascular, as metastases nos ganglios linfaticos, as lesdes

associadas, a classificacdo pTNM e a classificacdo ICD-O.
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3.3. Detecgdo de anticorpos contra antigénios do EBV

a. Determinacdo dos anticorpos IgM para o antigénio viral da capside (VCA) do
EBV

A determinacdo dos anticorpos IgM para o antigénio viral da capside (VCA) do EBV
foi executada utilizando o Epstein-Barr Virus viral capsid antigen (VCA) IgM ELISA
(PanBio, Windsor, Australia), seguindo as instrucGes do fabricante. Este teste, destina-se a
deteccdo qualitativa dos anticorpos IgM para 0 VCA, que é o primeiro marcador usado no
diagnostico da infeccdo pelo EBV, uma vez que, estes anticorpos aparecem na primeira
semana do periodo de incubacdo e podem ser detectados 4 a 6 meses ap0s a infecgdo
aguda.

Antes do inicio do ensaio foi assegurado que todos o0s reagentes se encontravam a
temperatura ambiente (TA), 20-25°C. Foram efectuadas dilui¢bes do controlo negativo,
controlo positivo, calibrador cut-off em triplicado e das amostras. Para tal, adicionaram-se
10 pl de soro a 90 ul do diluente de soro, seguido de agitagcdo no voértex. A 20 ul do soro
diluido (passo anterior) acrescentou-se 180 ul do absorvente de IgGs presentes no soro. A
diluicdo final do soro absorvido € de 1:100. Pipetaram-se 100 ul das amostras absorvidas,
dos controlos e do calibrador cut-off para os micropocos respectivos. Cobriu-se a placa e
incubou-se a 37°C, durante 30 minutos. Os anticorpos séricos da classe IgM, se presentes,
ligam-se ao antigénio VCA (a gpl25) que reveste a superficie de polistireno dos
micropocos. O soro residual foi aspirado e os micropogos lavados por 6 vezes com tampao
de lavagem. Pipetou-se 100 ul de conjugado (IgM anti-humana combinada com a enzima
peroxidase) a cada po¢o. Cobriu-se a placa e incubou-se a 37 °C, durante 30 minutos.
Repetiu-se o procedimento de lavagens e de seguida adicionou-se 100 ul de
tetrametilbenzidina (TMB), o substrato da enzima peroxidase, a cada po¢o da microplaca e
incubou-se a TA, durante 10 minutos. O substrato é hidrolisado pela enzima e o
cromogeneo fica azul. A reaccdo é interrompida pela adicdo de 100 ul da solugdo de
paragem a cada poco e, paralelamente, ocorre uma viragem da cor azul para amarelo. O
desenvolvimento de cor amarela € indicativo da presenca de anticorpos VCA IgM na

amostra testada. A leitura das absorvancias foi feita no aparelho ELISA Processor Il
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(DADE Behring, Liederbach, Alemanha) num comprimento de onda de 450 nm com filtro

de referéncia de 600-650 nm até 30 minutos apos o final da reaccao.

b. Pesquisa dos anticorpos IgM para o antigénio nuclear 1 (EBNA-1) do EBV

A pesquisa qualitativa dos anticorpos IgM para o antigénio nuclear 1 (EBNA-1) do
EBV foi efectuada utilizando o sistema comercial Epstein-Barr nuclear antigen (EBNA)
IgM ELISA (PanBio, Windsor, Austrélia), de acordo com as instru¢fes do fabricante. Os
anticorpos EBNA IgM séo detectados 3 a 6 dias apds o inicio dos sintomas, aparecendo
muitas vezes antes dos anticorpos VCA IgM. Os titulos dos anticorpos EBNA IgM sao
usualmente superiores aos niveis dos VCA IgM apesar de ambos desaparecerem no final
da fase aguda.

O procedimento experimental usado foi idéntico ao descrito para o kit Epstein-Barr
Virus viral capsid antigen (VCA) IgM ELISA, diferindo somente nos reagentes especificos

a determinagdo dos anticorpos em quest&o.

c. Deteccdo dos anticorpos 1gG para o antigénio viral da capside (VCA) do EBV

Na deteccdo qualitativa dos anticorpos 1gG, para o VCA, empregou-se 0 Epstein-Barr
Virus viral capsid antigen (VCA) IgG ELISA (PanBio, Windsor, Australia). Os anticorpos
IgG para o VCA sao produzidos 4-7 dias apds o aparecimento da sintomatologia clinica,
atingem um pico, passado 2 a 4 semanas e geralmente persistem por toda a vida. Como
resultado, a detec¢do dos VCA 1gG pode indicar uma infecgdo aguda, convalescente ou
passada.

Previamente ao inicio do ensaio foi certificado que todos os reagentes se encontravam
a TA, 20-25°C. Principiou-se pela diluicdo do controlo negativo, do controlo positivo, do
calibrador cut-off em triplicado e das amostras. Assim, a 10 ul de soro adicionaram-se 90
ul do diluente de soro, agitando-se no vortex e aplicaram-se 100 pl da amostra absorvida,
dos controlos e do calibrador cut-off aos micropogos respectivos. Tapou-se a placa e
incubou-se a 37°C, durante 30 minutos. Os anticorpos séricos da classe IgG, se presentes,
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ligam-se ao antigénio VCA (a gpl25) que reveste a superficie de polistireno dos
micropocos. Findo este tempo, o soro excedente foi rejeitado e os pocos lavados por 6
vezes com tampao de lavagem. Seguidamente, adicionaram-se 100 ul de conjugado (IgG
anti-humana combinada com a enzima peroxidase) a cada poco, cobrindo-se a placa e
incubando-se 37 °C, durante 30 minutos. Lavou-se novamente a placa nas condigcOes
supramencionadas e adicionaram-se 100 ul de TMB, o substrato da enzima peroxidase, a
cada poco da microplaca. Posteriormente, procedeu-se a uma incubacdo a TA, durante 10
minutos para que o substrato fosse hidrolisado pela enzima levando ao desenvolvimento de
uma cor azul. A reaccdo € interrompida pela adi¢do de 100 ul da solucdo de paragem a
cada po¢o com conversdo da cor azul para amarelo. O desenvolvimento da cor amarela €
indicativo da presenca de anticorpos VCA 1gG na amostra testada. A leitura da absorvancia
foi feita num aparelho ELISA Processor 1l (DADE Behring, Liederbach, Alemanha) num
comprimento de onda de 450 nm com filtro de referéncia de 600-650 nm no espaco de 30

minutos, apds o término da reaccao.

d. Determinacdo dos anticorpos IgG para o antigénio nuclear 1 (EBNA-1) do EBV

Na determinacdo qualitativa dos anticorpos IgG para o EBNA-1 usou-se o Epstein-
Barr nuclear antigen (EBNA) IgG ELISA (PanBio, Windsor, Australia). Os anticorpos
EBNA 1gG aparecem 2 a 4 meses apo6s a infec¢do e marcam geralmente a transicao da fase
aguda para a fase de convalescenca. Atingem o nivel maximo 3-12 meses apo6s a infeccao,
diminuindo de seguida, mas permanecendo detectaveis durante toda a vida. Em doentes
gravemente imunocomprometidos, como doentes com SIDA e transplantados, o0s
anticorpos EBNA 1gG podem descer a niveis muito baixos ou mesmo nao detectaveis em
resposta ao aumento da replicacdo do EBV. A deteccéo destas imunoglobulinas indica uma
infeccdo passada ou uma infecgéo resolvida.

A metodologia seguida foi analoga a relatada para o Epstein-Barr Virus viral capsid
antigen (VCA) IgG ELISA, diferindo somente nos reagentes especificos a determinacéo dos

anticorpos em questéo.
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e. Pesquisa dos anticorpos IgG para o antigénio precoce difuso (EA-D) do EBV

A pesquisa qualitativa dos anticorpos 1gG para o antigénio precoce difuso (EA-D) do
EBV foi efectuada utilizando o sistema comercial Epstein-Barr virus early antigen diffuse
(EA-D) IgG ELISA (PanBio, Windsor, Austrélia), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Os anticorpos EA-D IgG aumentam durante a fase aguda, atingindo um pico
entre a 3 e a 4 semana, e sdo raramente detectados 6 meses ap6s a fase aguda.
Aproximadamente 60 a 80% dos pacientes com infecc¢do activa produzem-nos. A presenca
destas imunoglobinas indica uma infeccdo aguda, uma infec¢do crénica ou uma
reactivacdo. Contudo, em 20% dos individuos saudaveis, este anticorpo persiste durante
alguns anos. O procedimento experimental usado foi idéntico ao descrito para o kit
Epstein-Barr Virus viral capsid antigen (VCA) IgG ELISA, divergindo somente nos

reagentes exclusivos a detec¢do dos anticorpos em causa.

f. Deteccdo dos anticorpos IgG para o antigénio viral da capside-p18 (VCA-p18)
do EBV

Na deteccdo qualitativa dos anticorpos IgG para o antigénio viral da capside-p18
(VCA-p18) do EBV empregou-se o Epstein-Barr Virus viral capsid-p18 antigen (VCA-
pl8) IgG ELISA (PanBio, Windsor, Austrdlia). A proteina VCA-p18, um pequeno
antigénio da capside, é altamente imunogénica em humanos. Os anticorpos VCA 1gG séo
sintetizados 4-7 dias apds o aparecimento dos sintomas e usualmente persistem para toda a
vida. Consequentemente, a detecgdo do VCA IgG pode indicar uma infeccdo aguda,
convalescente ou passada.

A metodologia seguida foi analoga a descrita para o Epstein-Barr Virus viral capsid
antigen (VCA) IgG ELISA, diferindo somente nos reagentes especificos a determinacdo dos

anticorpos em quest&o.
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g. Determinacéo dos resultados obtidos nas pesquisas seroldgicas

Seguindo as instrucdes dos kits, os resultados foram calculados e expressos na
grandeza indicada — unidades Panbio. Assim, considerou-se uma amostra negativa quando
o valor das unidades Panbio era inferior a 9; um ensaio foi considerado positivo, quando o
valor das unidades Panbio era superior a 11 e para valores intermédios o resultado era
duvidoso e a anélise seroldgica dessa amostra para o0 anticorpo em questao foi repetida.

O célculo das unidades Panbio foi efectuado de acordo com a seguinte formula:

Unidades Panbio = 10 x Absorvancia da amostra

Média das absorvancias do cut-off

3.4. Extraccao e purificacdo de DNA viral proveniente de saliva

Na extraccdo e purificacdo do DNA viral a partir de saliva foi utilizado o QIAamp®
DNA Mini Kit and QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Barcelona, Espanha). Este
sistema, para além de ser um metodo pratico e répido, garante, devido a selectividade
apresentada pela resina, a obtencdo de um DNA com um elevado grau de pureza, ideal
para ser usado em técnicas mais sensiveis, como é o caso da amplificacdo por PCR e o
Southern blotting. Este procedimento, baseia-se na lise enziméatica com proteinase K das
células presentes na amostra, seguida de adsorcdo do DNA a uma matriz de gel de silica
(presente na coluna “QlAamp spin”) e subsequente eluicdo do DNA.

Seguindo as instrucdes do fabricante, colocaram-se num tubo de microcentrifuga de 1,5
ml 20 ul de proteinase K, 200 ul da amostra e 200 ul da solucdo de lise AL, agitando-se no
vortex, durante 15 segundos. A mistura foi incubada a 56°C, durante 10 minutos, o que
promove o aumento do rendimento de extraccdo do DNA. Posteriormente, adicionaram-se
200 pl de etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha) e agitando-se no vortex. A
mistura final foi aplicada a coluna seguida de uma centrifugacdo (Centrifuge 5415C,
Eppendorf) a 8000 rpm, durante 1 minuto. Rejeitou-se o filtrado e lavou-se a coluna com
500 pl da solugcdo AWL1, seguida de uma centrifugacdo a 8000 rpm, durante 1 minuto, de

forma a remover o tampao de lavagem. Desprezou-se tanto o fluido recolhido como o tubo
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colector. Uma segunda lavagem foi efectuada aplicando a coluna 500 ul da solucdo de
lavagem AW?2 e centrifugando-se a 14 000 rpm, durante 3 minutos. Por fim, a coluna foi
transferida para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml e para a elui¢do dos acidos
nucleicos aplicou-se 50 ul da solugcdo AE. Apo6s 5 minutos, centrifugou-se a 8000 rpm,
durante 1 minuto. Fez-se uma segunda eluicdo repetindo o procedimento, visto que, duas
eluicdes amplificam o rendimento da recuperacdo dos acidos nucleicos virais. O DNA foi

conservado a —20°C para posterior amplificacgéo.

3.5. Extraccao e purificacdo de DNA viral procedente de soro sanguineo

O DNA viral foi extraido e purificado de soro sanguineo utilizando o QlAamp®
Ultrasens ™ Virus Kit (QIAGEN, Barcelona, Espanha). Este kit permite uma recuperacio
rapida, eficiente e bastante sensivel de DNA e RNA viral de amostras de soro e plasma.
Possibilita uma boa concentracdo dos &acidos nucleicos virais existentes nas amostras,
permitindo uma deteccdo de baixas concentragdes virais. Contaminantes e inibidores
enzimaticos sdo eficientemente removidos pelo procedimento de purificacdo usado, que se
baseia na adsorcdo dos acidos nucleicos a uma coluna com matriz de gel de silica sem
recurso a utilizacao de fenol, cloroférmio ou outros solventes orgéanicos.

Foi pipetado 1 ml de soro, previamente equilibrado a TA, para um tubo de
microcentrifuga de 2 ml. Seguidamente, adicionaram-se no topo da amostra 0,8 ml da
solucdo AC, reagente que lisa as células existentes na amostra, inactiva as Rnases e
precipita os acidos nucleicos e 5,6 ul da solu¢cdo de RNA transportador. Misturou-se a
solucdo invertendo o microtubo trés vezes e agitando no vortex, durante 10 segundos. A
suspensdo foi incubada a TA, durante 10 minutos e depois centrifugada (Centrifuge
5415D, Eppendorf) a 1200x g, durante 3 minutos, recolhendo-se o sedimento que contem
os acidos nucleicos complexados. O sedimento foi ressuspenso em 300 ul da solucdo AR
(equilibrada a 60°C) e em 20 ul de proteinase K e, incubado a 40°C, durante 10 minutos
para digestdo das proteinas existentes na amostra. A mistura anterior acrescentou-se 300 pl
da solucdo AB, reagente que promove a ligacdo dos acidos nucleicos a matriz de gel de
silica. Os 700 pl do lisado foram aplicados a coluna, seguindo-se uma centrifugacdo a

3000- 5000x g, durante 1 minuto. Rejeitou-se o filtrado e adicionou-se a coluna 500 ul da
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solucédo de lavagem AWL1. Centrifugou-se a 6000x g, durante 1 minuto, e uma segunda
lavagem da coluna foi efectuada com 500 ul da solucéo de lavagem AW2. Centrifugou-se
a velocidade maxima, durante 3 minutos, para total remo¢do do tampédo de lavagem
colocando-se a coluna num novo microtubo de 1,5 ml. Os &cidos nucleicos foram eluidos
aplicando no centro da coluna, 30 ul da solucdo AVE e centrifugando a 6000x g, durante 1
minuto. Uma segunda eluicdo foi realizada uma vez que, duas eluicbes aumentam o
rendimento da recolha dos &cidos nucleicos virais. O DNA foi preservado a —20°C para
futura utilizagdo na PCR em tempo real.

3.6. Extraccéo e purificacdo de DNA viral em biopsias (endoscépicas e cirurgicas)

gastricas congeladas

O DNA viral foi extraido e purificado a partir de tecidos gastricos usando o sistema
comercial QlAamp® DNA Mini Kit and QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Barcelona, Espanha), de acordo com as instrucdes do fabricante.

Do tecido em questdo, foi cortado um fragmento, com aproximadamente 25 mg, que
foi finamente fragmentado com auxilio de um bisturi. Colocou-se a amostra num tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml e adicionou-se 180 ul do tampdo ATL e 20 ul de proteinase K,
agitou-se no vartex e incubou-se a 56°C, durante a noite, num banho (GFL) com agitacao.
Seguidamente, pipetou-se para a mistura anterior 200 ul do tampéo AL, agitou-se durante
15 segundos no vortex e incubou-se a 70°C num banho (GFL) termostatizado, durante 10
minutos. Adicionou-se 200 ul de etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha) e agitou-
se no vortex. A mistura final foi aplicada a coluna, seguida de uma centrifugacdo
(Centrifuge 5415C, Eppendorf) a 8000 rpm, durante 1 minuto, para adsor¢do do DNA a
membrana de gel de silica. As lavagens da coluna para remocdo dos contaminantes
presentes na amostra e a eluicdo do DNA foram efectuadas como o descrito em 3.4.. O
DNA foi conservado a —20°C para posteriores aplicagdes.
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3.7. Extraccdo e purificacdo de DNA viral em biopsias gastricas incluidas em
parafina

O DNA viral foi extraido e purificado de tecidos gastricos incluidos em parafina
através do kit QlAamp® DNA Mini Kit and QlAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,
Barcelona, Espanha), seguindo as instrucdes do fabricante. Este protocolo consiste na
desparafinagdo do tecido e posterior processamento de acordo com o procedimento
experimental seguido para os tecidos congelados. Assim, foi seccionado do bloco de
parafina, um corte com aproximadamente 25 mg, tentando minimizar a quantidade de
parafina envolvente excisada com o fragmento. O corte foi colocado num tubo de
microcentrifuga de 2 ml e adicionou-se 1200 ul de xileno (Panreac Quimica, Barcelona,
Espanha), agitou-se vigorosamente no vortex e, seguiu-se uma centrifugacdo (Centrifuge
5415C, Eppendorf) a velocidade méxima, durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido
por aspiracdo e ao sedimento acrescentou-se 1200 ul de etanol absoluto (Merck,
Darmstadt, Alemanha) de forma a remover o xileno residual. Agitou-se suavemente no
vortex e centrifugou-se nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi novamente removido
por aspiracdo e repetiu-se os passos de adicdo e remocdo do etanol; para uma completa
evaporacao do etanol colocou-se 0 microtubo aberto numa estufa (Heraeus) termostatizada
a 37°C, durante 15 minutos. Terminado o procedimento experimental que visou a
eliminacdo da parafina prosseguiu-se com o protocolo de extracgéo e purificacdo de DNA

a partir de tecidos (descrito em 3.6.).

3.8. Quantificacdo de DNA

A concentracdo do DNA viral foi estimada por leitura automatica no aparelho
GeneQuan pro (Biochrom, Cambridge, Inglaterra) nos comprimentos de onda
compreendidos entre 260 e 280 nm. Na determinacgéo aplicaram-se 7 pl da amostra a uma
“cuvette” de ultramicrovolume. A leitura a 260 nm, permite o calculo da concentragdo de
acidos nucleicos presentes na amostra, tendo em conta que, uma unidade de absorvancia

corresponde a uma concentracdo de 50 ug/ml para DNA de cadeia dupla. A pureza das
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amostras foi estimada pela leitura das mesmas a 280 nm e calculada a razédo (DOgg /

DOag0). Preparacgdes puras de DNA devem apresentar valores entre 1,7 e 1,9.

3.9. Deteccéo e quantificacdo do DNA viral nas diversas amostras por PCR em

tempo real

A PCR em tempo real € um método quantitativo para medicdo de DNA que usa
primers especificos para uma sequéncia do gene BALF5 e uma sonda — “TagMan”
marcada na extremidade 5° com um fluorocromo (reporter) e na extremidade 3° com uma
molécula que absorve, mas que ndo emite fluorescéncia o “quencher”. Se a sequéncia alvo
esta presente, a sonda liga-se especificamente entre o primer forward e o primer reverse e,
durante a amplificagdo a “AmpliTaq Gold DNA polimerase” cliva a sonda entre 0
“reporter” e o *“quencher” provocando a separacdo destas moléculas e consequente
aumento da emissdo de fluorescéncia pelo repérter. A intensidade de fluorescéncia
aumenta em proporcdo directa com a quantidade de produtos amplificados e ciclo a ciclo
as mudancas séo quantificadas.
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Figura 7- llustracdo da PCR em tempo real realizada com a sonda ‘“TagMan”
(adaptado de *““Pre-Developed TagMan® Assay Reagents- Gene Expression
Quantification™, Applied Biosystems, 2001).
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Os resultados sdo registados durante a fase exponencial da reac¢do quando a emissao
de fluorescéncia € proporcional ao nimero de cdpias presentes. Contudo, quando a sonda
se encontra intacta a proximidade do “reporter” e do “quencher” faz com que o “quencher”
neutralize a fluorescéncia emitida pelo “reporter” e, consequentemente nenhum sinal é
detectado. Para além disso, a extremidade 3" da sonda encontra-se bloqueada para prevenir
a extensao da sonda durante a PCR. Uma vez que, as sondas fluorogénicas s6 emitem sinal
fluorescente quando hibridizam com o alvo, amplificacdes inespecificas originadas por

mispriming ou dimeros de primers ndo sdo detectadas.

a. Condicgoes usadas na PCR em tempo real

(Adaptado de Kimura et al., 1999).

Os primers utilizados amplificam uma regido do gene BALF5 que codifica para a DNA

polimerase viral e foram sintetizados pela MWG-Biotech, AG, Ebersberg, Alemanha.

Tabela Il — Sequéncias dos ““primers” e da sonda utilizados na PCR em tempo real.

Primers Sequéncia

“Forward” 5-CGG AAG CCC TCT GGACTT C-3°

“Reverse” 5-CCC TGT TTA TCC GAT GGA ATG-3°

“Sonda”  5- FAM-TGT ACA CGC ACG AGA AAT GCG CC-TAMRA-3

As reaccOes de PCR foram executadas utilizando o kit “TagMan® Universal PCR
Master Mix” (Applied Biosystems, Foster City, EUA) num volume final de 50 ul. A
mistura para cada reaccdo de amplificacdo compreendia: 25 ul de Universal PCR Master
Mix, 5 ul de cada primer ambos numa concentrac¢do de 9,0 uM, 5 ul dasondaa 2,5 uM e 5
ul de agua livre de RNAses e DNAses (Promega, Madison, EUA). Em cada poco de uma
microplaca de 96 pocos — “96— well Optical Reaction Plate” (Applied Biosystems, Foster
City, EUA) colocaram-se 45 pl da mistura anterior e 5 ul do DNA a amplificar. Uma vez
que cada reacgdo de amplificagéo foi executada em duplicado, por placa amplificaram-se
simultaneamente 40 amostras, isto porque, em cada ensaio usou-se como controlo positivo

7 diluicBes (10°-10% do DNA viral extraido da linha celular infectada com o EBV (B95-8)
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e um controlo negativo com 4&gua livre de nucleases, para exclusdo de possiveis
contaminacgdes. A placa foi entdo coberta com uma pelicula adesiva —“Adhesive Cover”
(Applied Biosystems, Foster City, EUA) e colocada no ABI PRISM 7900 HT dando-se
inicio a reaccdo de amplificacdo. O programa de PCR usado consistiu primeiro numa
incubacdo a 95°C, durante 10 minutos, para activacdo da enzima “AmpliTaq Gold”
(Applied Biosystems, Foster City, EUA), seguido de 50 ciclos com o seguinte perfil
térmico: 95°C, durante 15 segundos, para desnaturacdo do DNA de cadeia dupla e 60°C,
durante 1 minuto, para emparelhamento dos primers e extensdo das cadeias. O sinal de
fluorescéncia é lido no final do segundo passo.

Os resultados obtidos na PCR em tempo real séo visualizados num grafico que exibe a
variacdo do sinal de fluorescéncia em funcdo do nimero de ciclos. Um aumento na
fluorescéncia acima do limiar definido (“threshold”) determina a detecgdo dos produtos
amplificados. A fluorescéncia “threshold” foi definida como sendo o ponto onde o sinal
fluorescente equivale a 10 vezes o desvio padrdo da fluorescéncia de fundo. O parametro
Ct (“threshold cycle”) corresponde normalmente ao nimero de ciclos em que a curva de
amplificacdo de uma dada amostra atravessa o “threshold”. Os valores de Ct foram
calculados para cada amostra e as diluicdes do DNA obtido a partir da linha celular B95-8
foram usadas para construir a curva padrdo. A curva obtida devera ser uma recta quando
tem como ordenada o log;o do ndmero inicial de copias e em abcissa os valores de Ct,
(Leung et al., 2002). O valor de Ct € a unidade de medida preferida para quantificar o
nimero de copias, uma vez que, é mais exacto do que uma medicdo efectuada no final da
reaccdo de amplificacdo visto que, o Ct é detectado pelo aparelho quando a reaccdo de
amplificacdo ainda se encontra na fase exponencial e nessa etapa, nenhum dos
componentes da reaccao € factor limitante (Leung et al., 2002).

A quantificacdo do EBV em amostras desconhecidas foi efectuada extrapolando os
respectivos valores de Ct na curva padrdo. O software do equipamento efectua todo o
processo de célculo desde os valores de Ct, bem como a execucdo da curva padréo e ainda
a determinagdo do numero de copias de DNA viral presente em cada uma das amostras.
Quanto maior for a quantidade de DNA viral, mais rapidamente serd detectado o produto
amplificado e menor serd o seu valor de Ct. As amostras foram consideradas positivas
guando o ndmero de copias de DNA viral por célula foi superior a 5, uma vez que a linha

celular usada para controlo positivo possui 5 copias do genoma viral por célula.
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3.10. Linha celular B95-8

A linha celular B95-8 foi gentilmente cedida pelo Prof. Emmanuel Drouet,
Universidade Joseph-Fourier, Grenoble, Franca.

O DNA da linha celular B95-8 foi extraido e purificado usando o sistema comercial
QlAamp® DNA Mini Kit and QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Barcelona,
Espanha), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Num tubo de microcentrifuga de 1,5 ml colocou-se uma concentracdo de 2x10°
células/ml e, centrifugou-se (Centrifuge 5415D, Eppendorf) a 300x g, durante 5 minutos.
No final, o sobrenadante foi rejeitado e o sedimento foi ressuspenso em PBS (Gibco,
Paisley, Escdcia, UK) até perfazer um volume final de 200 ul. De seguida, acrescentou-se
20 pul de proteinase K e 200 ul do tampdo AL agitando-se no vortex durante 15 segundos.
A mistura foi incubada a 56°C, durante 10 minutos e, posteriormente, adicionou-se 200 pl
de etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha). A mistura final foi aplicada a coluna
seguida de uma centrifugacdo (Centrifuge 5415D, Eppendorf) a 8000 rpm, durante 1
minuto, no final desta rejeitou-se o filtrado. As lavagens efectuadas a coluna para remocao
dos contaminantes presentes na amostra e a eluicdo do DNA foram executadas como 0
descrito em 3.4.. O DNA foi conservado a -20°C para futuras utilizagdes. Os tampdes

referidos foram fornecidos pelo sistema comercial.

3.11. Medicéo da apoptose em biopsias gastricas congeladas

Para a quantificacdo da apoptose em biopsias géstricas foi usado o APO-BRDU™ KIT
(BD Biosciences Pharmingen, San Diego, EUA) seguindo as instruc¢des do fabricante.

A apoptose € o termo que descreve a morte celular programada ou regulada. E um
evento caracteristico que desencadeia alteragdes morfoldgicas e bioldgicas no ciclo celular
culminando com a morte das células. Uma marca patognomonica da destruicao celular
pelo mecanismo de apoptose € a activacdo de endonucleases que irdo degradar o DNA
nuclear, entre os nucleosomas, em multiplos fragmentos com um tamanho aproximado de
200 pb. Uma particularidade deste evento é que os fragmentos obtidos possuem

extremidades 3'- hidroxil, caracteristica que foi aproveitada pelo kit em questdo para a
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identificacdo das células apoptoticas através da marcacdo dos terminais 3'— hidroxil com
nucleodtidos de bromodeoxiuridina trifosfatada (Br-dUTP). Sendo a enzima transferase
deoxinucleotidil terminal (TdT) responsavel pela adicdo dos deoxiribonucleotidos
trifosfatados aos terminais 3" hidroxil. Uma vez que, estes terminais s6 estdo disponiveis
em numero consideravel nas células apoptoticas, as células ndo apoptéticas nédo
incorporam quantidades significativas de Br-dUTP. Apds a incorporacdo estes terminais,
sdo identificados por coloracdo das células com um anticorpo monoclonal anti-BrdU
conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC). O APO-BRDU™ KIT é um sistema
de marcacdo com duas fluorescéncias que assinala 0 DNA fragmentado e 0 DNA celular
total.

As biopsias gastricas foram descongeladas e desagregadas mecanicamente com auxilio
de um bisturi. Antes de se proceder a coloragdo das células € necesséario fixa-las para evitar
a perda do DNA antes ou durante o processo de marcacdo. Assim, foi feita, sempre que
possivel, uma suspenséo celular de concentracdo 1-2x10° células/ml numa solucéo de
paraformaldeido (Sigma, Steinheim, Alemanha) a 1% (p/v) em PBS (Gibco, Paisley,
Escocia, UK), que foi colocada em gelo, durante 60 minutos, para permitir a fixacdo do
DNA as proteinas intracelulares. De seguida, as células foram centrifugadas (Sigma 302K)
a 300x g, durante 5 minutos, rejeitando-se o sobrenadante. Para completa remoc¢do do
fixador, o sedimento celular foi lavado por 2 vezes com 5 ml de PBS. As células foram
recuperadas por centrifugacéo (Sigma 302K) e a sua concentracio foi ajustada a 1-2x10°
celulas/ml em etanol gelado (Merck, Darmstadt, Alemanha) a 70% (v/v). Ap6s uma
incubacdo em gelo, no minimo durante 30 minutos, as suspensdes celulares foram
preservadas a —20°C até se efectuarem as marcagdes com a Br-dUTP.

Em cada ensaio de marcacéo celular foi processado conjuntamente com as amostras um
controlo positivo e um controlo negativo, ambos fornecidos pelo kit. Foi retirado 1 ml
(aproximadamente 1x10° células/ml) de cada controlo e, quer os controlos quer as
amostras, foram colocados em tubos de 12x75 mm e centrifugados (Heraeus Christ
Labofuge®) a 300x g, durante 5 minutos. O etanol foi removido por aspiracdo e o
sedimento celular foi ressuspenso em 1 ml do tampd&o de lavagem, por agitagdo, no vortex.
Centrifugou-se nas mesmas condic¢des e 0 sobrenadante foi retirado por aspiracdo. O passo
de lavagem foi repetido e ao sedimento adicionou-se 50 ul da solucdo de marcacdo do

DNA, preparada de acordo com o protocolo do APO-BRDU™ KIT. Seguiu-se uma
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incubacdo num banho (GFL) termostatizado a 37°C, durante 60 minutos, em que, a cada 15
minutos de incubacdo agitaram-se no vortex as suspensdes celulares. Findo este tempo,
adicionou-se a cada tubo 1 ml do tampdo rinse, centrifugou-se (Heraeus Christ
Labofuge®") a 300x g, durante 5 minutos e, removeu-se o sobrenadante por aspiragao.
Repetiu-se 0 passo anterior e ressuspendeu-se o sedimento em 100 ul da solucdo de
marcagdo do anticorpo, anticorpo anti-BrdU marcado com FITC (preparada segundo as
instrucdes do Kit). Seguiu-se uma incubacdo a TA, no escuro, durante 30 minutos, no final
da qual se pipetou para cada tubo 500 ul da solucdo de lodeto de propideo /Rnase, que ira
marcar unicamente 0 DNA uma vez que, a Rnase degrada o RNA. Por fim, uma ultima
incubacdo foi efectuada a TA, no escuro, durante 30 minutos. As suspensdes celulares
foram analisadas por citometria de fluxo (Coulter EPICS® XL, Beckman Coulter,
Fullerton, EUA) usando o programa de aquisicdo Coulter System 11™ Version 3,0
(Beckman Coulter, Fullerton, EUA). Sempre que possivel, foram adquiridos 10000 eventos
e o fluxo celular foi mantido abaixo de 600 eventos/segundo, tendo o cuidado de eliminar
os dupletos de nucleos através de uma janela de aquisi¢do, colocada num histograma, de
sinal de pico por sinal total de fluorescéncia para o iodeto de propideo. A determinacgdo da
percentagem de células em apoptose e a analise do ciclo celular foram efectuados usando o

software MultiCycleAV (Phoenix Flow systems, San Diego, EUA).

3.12. Determinacédo da ploidia do DNA em biopsias gastricas congeladas

Na determinagdo da ploidia do DNA foi usado o iodeto de propideo, uma substancia
que se liga de uma forma especifica e estequiométrica ao DNA com o0 objectivo de
quantificar variacbes no indice total do DNA nuclear. Assim, podera comprovar-se a
existéncia de células com contetdos de DNA anormais (aneuploidia) e também observar a
distribuicdo da populacdo analisada pelas diferentes fases do ciclo celular (fase Go+Gj,
fase-S e fase G,+M). Este tipo de estudo baseia-se na identificagdo de dois grandes grupos
de células, o pico de DNA Go/G; que representa as células em estado quiescente (Gp) ou na
fase de pré-sintese (G;). O segundo pico de DNA, o G,/M, que representa células em
elevada sintese proteica (G,) ou células em divisdo (M) e que, corresponde a fraccdo
celular que possui 0 dobro da quantidade de DNA que os eventos em Go/G;, uma vez que,
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surge apos a fase de sintese de DNA (fase S). A percentagem de células em cada fase do
ciclo celular é calculada por modelos matematicos incluidos no software do equipamento.
As biopsias foram descongeladas e desagregadas mecanicamente com auxilio de um
bisturi. Sempre que possivel a concentraco foi ajustada 1x10° ndcleos/ml em PBS (Gibco,
Paisley, Escécia, UK). A suspensdo nuclear foi centrifugada (Heraeus Christ Labofuge®")
300x g durante 5 minutos e o sobrenadante rejeitado. O sedimento foi ressupendido em 1
ml de uma solucdo de iodeto de propideo (Cyclo-Scope - Cytognos, Salamanca, Espanha) e
incubado a TA, no escuro, durante 10 minutos, em posi¢do horizontal. A aquisi¢éo foi feita
num Coulter EPICS® XL (Beckman Coulter, Fullerton, EUA) usando o software Coulter

System 1™

Version 3,0 (Beckman Coulter, Fullerton, EUA). Se as amostras ndo forem
adquiridas apds a marcacdo, devem ser conservadas no frio, 4°C, sem contudo exceder as 3
horas ap6s a marcagdo. Sempre que possivel, foram adquiridos 10000 eventos e o fluxo
celular foi mantido abaixo de 600 eventos/segundo, tendo o cuidado de eliminar os
dupletos de nucleos através de uma janela de aquisicdo, colocada num histograma, de sinal
de pico por sinal total de fluorescéncia para o iodeto de propideo. A determinacdo do index
de DNA (DI) e a andlise do ciclo celular foram efectuados usando o software

MultiCycleAV (Phoenix Flow systems, San Diego, EUA).

3.13. Determinacdo da ploidia do DNA em biopsias gastricas incluidas em
parafina
(Adaptado de Hedley et al., 1983)

Do bloco de parafina efectuaram-se cortes com o auxilio de um bisturi, tentando
minimizar a quantidade de parafina envolvente excisada com o fragmento histolégico. Os
cortes foram colocados num tubo de vidro com 1 a 2 ml de xileno (Panreac Quimica,
Barcelona, Espanha) durante 10 minutos. Depois foram transferidos para um tubo com
etanol absoluto (Merck, Darmstadt, Alemanha) até que todo o xileno fosse removido. De
seguida foram hidratados com uma série decrescente de solucgdes alcodlicas (100%, 95%,
70%, 50%) durante 10 minutos em cada. Posteriormente, foi feita uma lavagem com agua
destilada durante 10 minutos e, findo este tempo, o material histolégico foi desagregado

mecanicamente com auxilio de um bisturi para facilitar a digestdo enzimatica que se segue.
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Assim, o tecido foi colocado num tubo de vidro e incubado a 37°C com 2 ml de uma
solugdo de pepsina (Sigma, Steinheim, Alemanha) a 0,5% com pH de 1,5, durante 30
minutos, agitando-se a cada 10 minutos. Deixou-se os fragmentos maiores sedimentarem e
retirou-se o sobrenadante que foi centrifugado (Heraeus Christ Labofuge®-) a 2000 rpm,
durante 10 minutos. O sedimento foi lavado com PBS (Gibco, Paisley, Escocia, UK) e
depois ressuspendido em 1 ml de uma solucdo de iodeto de propideo (Cyclo-Scope -
Cytognos, Salamanca, Espanha) com a concentracdo ajustada a 1x10° ndcleos/ml. A
solucdo foi incubada a TA, no escuro, durante 10 minutos, em posi¢do horizontal. A
aquisicdo foi feita num Coulter EPICS® XL (Beckman Coulter, Fullerton, EUA) usando o

programa de aquisicdo Coulter System 1™

Version 3,0 (Beckman Coulter, Fullerton,
EUA). Se as amostras ndo forem adquiridas apds a marcacdo devem ser conservadas no
frio, 4°C, sem contudo exceder as 3 horas ap0s a marcacdo. Sempre que possivel, foram
adquiridos 10000 eventos e o fluxo celular foi mantido abaixo de 600 eventos/segundo,
tendo o cuidado de eliminar os dupletos de nucleos através de uma janela de aquisicéo,
colocada num histograma, de sinal de pico por sinal total de fluorescéncia para o iodeto de
propideo. A determinagdo do DI e a anélise do ciclo celular foram efectuados usando o

software MultiCycleAV (Phoenix Flow systems, San Diego, EUA).

Solucéo de pepsina a 0,5%: Pepsina a 0,5% (Sigma, Steinheim, Alemanha); Cloreto de

sodio a 0,9% (Merck, Darmstadt, Alemanha), pH 1,5 — ajustado com 4acido cloridrico a
37% (Pronalab, Lisboa, Portugal).

3.14. Analise dos histogramas obtidos na determinacéo da ploidia do DNA em

biopsias gastricas

Os histogramas de DNA foram obtidos a partir de biopsias gastricas tumorais e das
respectivas mucosas normais. Na analise dos resultados, quando observado um pico Go/G;,
a amostra foi considerada dipldide; se foi detectado mais do que um pico foi tida como
aneuploide e para controlo da localizagcdo do pico diploide, foi utilizado sangue de um
individuo saudavel, assim como, as mucosas gastricas normais. O DI, definido como sendo

a razdo do pico Go/G; da populacdo aneuploide, sobre o pico G,/G; da populagéo diploide,
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é igual a 1 para amostras dipldides e diferente de 1 para aneupldides, salientando-se que

populacdes tetrapldides apresentam um DI entre 1,95 e 2,05.
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4. Resultados

4.1. Analise anatomopatoldgica do tumor

O sistema mais vulgarmente usado para o estaddio dos carcinomas gastricos é a
classificacdo TNM, que € baseada no estadio patoldgico pos gastrectomia. A tabela VI,
em anexo, apresenta a definicdo da classificacdo TNM e do tipo histoldgico, segundo o
American Joint Committee on Cancer (2002).

Pela observacdo da tabela 111, pode-se constatar que 40% dos carcinomas gastricos
positivos para o0 EBV localizavam-se no estbmago, 20% encontravam-se no antro, 10%
estavam circunscritos a pequena curvatura, e igual percentagem situavam-se no piloro, no
fundo e no céardia. Nos CG EBV negativo 41,4% encontravam-se no antro, 17,2%
situavam-se no estdbmago, 13,8% localizavam-se na grande curvatura, 6,9% estavam
delimitados ao cardia, outros 6,9% ao corpo, 3,45% encontravam-se na pequena curvatura
e no fundo e em 6,9% n&o foi possivel determinar a localizagéo.

Quanto a classificacdo do tumor priméario (T) nos CG EBV positivo, 50% foram
definidos como T2, 20% como T3 e 30% dos tumores primarios nao foram classificaveis.
Nos CG EBV negativo 17,2% foram classificados de T1, 31% de T2, 34,5% de T3, 3,5%
de T4 e em 13,8% ndo foi praticavel instituir classificagao.

Considerando o estudo dos ganglios linfaticos regionais (N) verifica-se que em 10%
dos CG EBYV positivo ndo foram encontradas metéstases nos ganglios linfaticos regionais
(NO); todavia em 50% dos casos foram detectadas metastases, em que a 40% foi atribuido
N1 e a 10% N3, nos restantes 40% dos CG EBV positivo ndo foi possivel determinar a
existéncia ou ndo de metastases (Nx). Nos CG EBV negativo observa-se uma maior
percentagem de individuos sem metastases nos ganglios linfaticos regionais (34,5%) do
que nos CG EBV positivo, contudo a propor¢do de pacientes com metastases € muito
semelhante, 51,8%, em que a 27,6% dos casos foi atribuido N1, a 20,7% N2 e a 3,5% N3;
em 13,8% ndo foi possivel definir a existéncia de metéastases (NXx).

A investigacdo de metastases distantes (M) do tumor primario mostra que em grande
parte dos CG, 72,4% dos CG EBV negativos e 70% dos CG EBV positivo, ndo foi viavel a
estimacdo deste pardmetro (Mx). Contudo verifica-se também que, respectivamente, 20% e
6,9% dos CG EBYV positivo e EBV negativo ndo apresentam metastases distantes (MO),
mas em 10% dos CG EBV positivo e em 20,7% dos CG EBV negativo foram detectadas

metastases distantes ao tumor priméario (M1).
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Tabela I11- Relac&o entre a classificacdo anatomopatoldgica e a deteccdo do genoma

do EBV nos tumores géstricos.

Paciente N° | Localizacdo | T | N | M Estadio G | Histologia |N° de cdpias do DNA
do EBV

1 X | -
2 A 1 v 2 | -
3 PC 110 X 1A 1 | -
4 3| 2 1 v 3 D -
5 P 2 0 3 Ms 13
6 A 2 |1 X 1 3 | -
7 F 3|2 X 1B X | -
8 A 2 |1 X 1 X D -
9 A 4 | 2 1 v 3 | -
10 A 3|2 1 v X D -
11 A 2 |1 X 1 3 | -
12 E 110 X 1A 2 | -
13 Co 210 X IB 2 | -
14 A 210 X IB 3 | -
15 A 1 v 1 | 64
16 E 2 | 6205
17 PC 2 0 X 1B 2 | 10877
18 C 2 0 X 1B X | -
19 GC 2 1 X | X D -
20 E 3|2 0 1B 2 D -
21 E 2 1 X | X D 18
22 E 3 1 0 A 1 | 49
23 E 210 X IB 3 D -
24 A 313 1 v 2 | -
25 A X | 9
26 GC 110 X 1A 2 | -
27 GC 110 X 1A 2 D -
28 E 311 X A X D -
29 Co 1 End -
30 A 1 0 X 1A X CGI Ms -
31 E 2 1 X | 3 | 18
32 C 2 3 X v 2 D 7
33 GC GIST -
34 C 3 2 0 1B 1 | -
35 E 210 X IB 3 D -
36 F 311 X A X D 20
37 A 311 X A X Ms -
38 A 311 X A X D -
39 A 3|1 1 v X I -

A — Antro; C — Cardia; CGI- Carcinoma Gastrico Inicial; Co — Corpo; D — Difuso; E — Estbmago; End

— Endécrino; F — Fundo; G — Grau histolégico; GC — Grande Curvatura; GIST — Tumor maligno do

estroma gastrico; | — Intestinal; M — Metastases distantes; Ms — Misto; N — Ganglios linfaticos regionais; P

— Piloro; PC — Pequena Curvatura; T — Tumor primario.

Nos CG EBYV positivo, 10% foram classificados com estadio I, 20% com estadio I,

igual proporcdo com estadio Ill e estadio IV e em 30% dos casos ndo foi possivel

determinar o estadio. Nos CG EBV negativo, 34,5% foram classificados com estadio I,
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13,8% com estédio I, 20,7% com estadio Ill, igual percentagem com estadio IV, e em
10,35% nao foi exequivel definir estadio.

A apreciacgdo do grau histoldgico (G) evidencia uma tendéncia semelhante entre os dois
grupos de tumores gastricos, observando-se assim uma distribuicdo homogénea entre os
varios graus histolégicos.

Quanto ao tipo histolégico, 60% dos CG EBV positivos foram definidos como
pertencentes ao tipo intestinal, 30% ao tipo difuso e 10% ao tipo misto. Nos CG EBV
negativos, 51,7% sdo do tipo intestinal, 34,5% do tipo difuso, 3,45% do tipo misto, igual
percentagem foi definida como pertencente aos tipos enddcrino, tumor maligno do estroma

gastrico e CG inicial misto.

4.2. Deteccgdo de anticorpos contra antigénios do EBV

Foram utilizados dois kits para quantificacdo do mesmo anticorpo (VCA-IgG), uma
vez que empregam dois antigénios diferentes, a gp125 e a proteina pl18, e por comparacgéo
do titulo dos anticorpos VCA IgG (dados ndo apresentados) verifica-se que o kit VCA
(p18) IgG é mais sensivel. Assim, assume-se que amostras positivas no VCA (p18) IgG e
negativas no VCA (gp125) IgG sejam positivas para a deteccdo do referido anticorpo. Pela
analise dos dados apresentados na tabela 1V, verifica-se que 93,1% dos CG EBV negativo,
90% dos GC EBYV positivo e 100% do grupo controlo exibem uma infeccdo passada. Uma
reactivacdo da infeccdo é verificada em 10% dos CG EBYV positivo e 6,9% dos CG EBV
negativos sao seronegativos para 0 EBV. No grupo controlo e nos CG EBV negativos, em
respectivamente, 25% e 3,7% dos individuos com infeccdo passada foi encontrado um
perfil seroldgico tipico de uma infeccdo de laténcia, ou seja, s6 € verificada

seropositividade para os anticorpos EBNA-IgG.
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Tabela 1V— Resultados obtidos na pesquisa dos varios anticorpos contra antigénios do

EBV.

N° de
Pacientes

VCA-IgM

EBNA-IgM

VCA-1gG

EBNA-1gG

EA-1gG

25
5

N U IS

1

+ + +

+
+

+ 1

+ 4+

Ne° de controlos

VCA-IgM

EBNA-IgM

VCA-1gG

EBNA-IgG

EA-19G

2
1
1

+
+

+
+
+

A andlise do grafico (figura 8) referente ao titulo médio dos varios anticorpos evidencia

que o grupo CG EBYV positivo apresenta um titulo médio de anticorpos mais elevado do

que os restantes grupos, com excepcdo para os anticorpos VCA IgM. Em termos

estatisticos, foram utilizados os testes Mann-Whitney e Kruskal-Wallis para avaliar esta

variacao e verificou-se que havia significancia (p<0,05), precisamente nos anticorpos VCA

IgM para as populagdes controlo e CG EBV positivos e também nos anticorpos VCA (p18)

IgG para 0s mesmos grupos.

45.0

40.0 4
35.0 A
30.0 -
25.0 A
20.0 +
15.0
10.0
5.0 4
0.0

B CG-EBV -
CG-EBV +
Controlo

VCA IgM

EBNA IgM

VCA IgG

EBNA IgG

EA IgG

VCA(p18) IgG

Figura 8- Titulo médio dos anticorpos VCA IgM, EBNA IgM, VCA IgG, EBNA IgG,
EA 1gG, VCA (p18) IgG para os grupos CG EBV negativo, CG EBV positivo e grupo

controlo.
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4.3. Quantificagcdo do DNA viral nas diversas amostras por PCR em tempo real

Em 41% dos pacientes, a pesquisa do genoma viral em todas as amostras foi negativa.
O DNA do EBYV foi detectado em 2,56% dos soros sanguineos, em 33,3% das salivas, em
25,6% dos carcinomas géastricos e em 23,1% das mucosas normais. Em dois doentes, o
DNA viral foi encontrado simultaneamente na saliva, no tumor e na mucosa normal e trés
casos revelaram a presenca do genoma do EBV quer na saliva quer no tumor. Verifica-se,
entdo, que 50% dos individuos com CG EBYV positivo excretam o virus na saliva. Num
paciente 0 DNA viral foi detectado no soro sanguineo, o que sugere replicagdo viral no
soro facto que é corroborado pelos dados obtidos na analise seroldgica, uma vez que foi o
unico caso onde se verificou uma reactivacdo da infeccdo, acrescentando ainda que, o
DNA do EBV também foi detectado no respectivo tumor (tabela V).

Tabela V- Resultados obtidos na pesquisa do DNA do EBV por PCR em tempo real

nas varias amostras.

N° de Pacientes Soro Saliva Tumor [Mucosa normal
16 - - -
7 - + -
5 - +
3 + -
3 + +
2 - + + +
1 + +
1 - + +
1 - + - +
N° de controlos Soro Saliva | ------ Mucosa normal
3 - -
1 - +

No soro sanguineo foram detectadas 24 copias de DNA viral por ug de DNA total; na
saliva foram encontradas desde 18 a 71786 copias de DNA viral por pug de DNA total, com
média de 6089 copias de DNA viral por ug de DNA total. Nos tumores foram detectadas
desde 7 a 10877 copias de DNA viral por ug de DNA total, com média de 1728 cdpias de
DNA viral por ug de DNA total e nas mucosas normais a pesquisa do DNA viral revelou a
presenca desde 6 a 58 copias de DNA viral por ug de DNA total, com média de 20 copias
de DNA viral por pg de DNA total.
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Em 75% dos individuos pertencentes ao grupo controlo ndo foi encontrado o DNA
viral, nos restantes 25% o genoma do EBV s6 foi detectado na saliva na quantidade de
1527 copias de DNA viral por ug de DNA total.

Comparando os dados seroldgicos com os resultados auferidos na pesquisa do DNA
viral verifica-se que, dos 16 casos negativos na PCR, um deles (6,25%) é confirmado pela
serologia e os restantes 93,75% manifestam infeccdo passada. Os individuos em que numa
ou mais amostras foi detectado DNA viral, apresentam infec¢do passada, com excepcéo,
do paciente n°® 16 que exibe uma reactivagdo da infeccdo e do doente n® 24 que é
seronegativo, mas que, quer na saliva quer na mucosa normal foi encontrado o genoma do
EBV.

4.4. Determinacéo da ploidia do DNA e da apoptose

A anélise do grafico presente na figura 9 revela que 100% das mucosas normais Sao
dipléides, enquanto que nos tumores, 32,3% sao aneupldides heterogéneos com um DI de
1,7, 6,5% sdo tetraploides com um DI de 2.0 e os restantes 61,3% dos tumores sdo

diploides.

100
90 -
80 A
70 -
60 -
50 A
40 A
30 A
20 -
10 -

0 1

T AN, T Tetrap. MN Dip. T Dip.

OoTAnN.
O T Tetrap.
O MN Dip.
OT Dip.

% de Casos

Figura 9— Distribuicao da ploidia do DNA nos tumores e nas mucosas normais.
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As mucosas géastricas normais, provenientes de doentes com tumores gastricos
aneupldides e com tumores gastricos diploides, apresentam uma percentagem de células
em fase S muito semelhante, respectivamente, 14,13% e 13,88%. Os tumores aneuploides
exibem a maior taxa de proliferacdo celular, 30,1%, seguidos dos tumores dipléides com
19,5% (Figura 10), e usando o teste t verifica-se uma diferenca estatisticamente
significativa com um p=0,003 (p<0,05).

50
45 -
40 -
35 1 B MN(T An)
30 1 - OTAn.

25 | | .
20 - _ O MN (T Dip.)
15 | O T Dip.
10 -

% de Células em fase !

0‘ T T T
MN(TAn) TAn. MN(TDip) TDip.

Figura 10 — Percentagem de células tumorais e da mucosa normal em fase S do ciclo
celular.

Pela observacdo do grafico da figura 11 pode-se constatar que os tumores aneuploides
exibem a menor percentagem de células em apoptose (20,15%), por antagonismo, 0s
tumores dipléides sdo o grupo com maior propor¢do de células em apoptose, 26,1%.
Assim, foi usado o teste t no sentido de avaliar estatisticamente esta diferenca, concluindo-
se que nao era estatisticamente significativa (p>0,05). Nas mucosas gastricas normais,
verifica-se 0 mesmo padrdo estabelecido para os tumores, assim, nas mucosas provenientes
de individuos com tumores aneuplOides a percentagem de células em apoptose é de

21,65% enquanto que, nas mucosas de individuos com tumores dipldides é de 22,87%.
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Figura 11— Percentagem de células tumorais e da mucosa normal em apoptose.

Os dados contidos na tabela VI permitem-nos concluir que nos CG EBV positivo, 40%
sdo diploides, 30% sao aneupldides e em 30% nao foi possivel determinar o contetdo em
DNA. Nos CG EBV negativo, 51,72% sao dipldides, 31% sdo aneuploides e em 17,24%
foi impraticavel estabelecer a ploidia do DNA. Constata-se também que em relacdo a
ploidia do DNA, 41,7% dos tumores aneupldides encontravam-se nos estadios | e 1l e 0s
restantes 58,3% nos estadios Il e 1V. No caso dos tumores dipldides, verifica-se uma
tendéncia inversa, uma vez que, 57,9% foram classificados com estadio I e 1l e 26,3% com
estadio 11l e IV. A avaliacdo estatistica destes dados pelo teste do Qui-quadrado demonstra
uma associagao significativa com um p= 0,006 (p<0,05).

Até a data, foi seguida a evolucao clinica dos pacientes e dos 39 individuos estudados 6
ja faleceram por causas relacionadas com o tumor em questdo, e cujo tempo médio de vida
apos endoscopia digestiva alta ou cirurgia foi de 3,5 meses, variando entre 1 e 6 meses.
Usando o teste do Qui-quadrado constata—se uma associacdo estatisticamente significativa,
com um p=0,012 (p<0,05), entre a presenca do EBV nas biopsias tumorais e as mortes

ocorridas ao longo deste estudo.
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Tabela VI- Correlacdo do estadio dos tumores com a deteccdo e quantificagcdo do
DNA do EBV e com a ploidia do DNA.

Paciente N° Estadio | N° de copias do Ploidia
DNA do EBV

1t -

2 v -

3 1A - D
4t v - A
5 13

6 I - A
7 1B - A
8 I -

9 v - A
10 v -

11 | - A
12 1A - D
13 1B - A
14 1B - D
15t v 64 A
16t 6205

17 1B 10877 D
18 1B - A
19 I - D
20 1B - D
21t I 18 D
22 A 49 D
23 1B - D
24 v -

25t 9 D
26 1A - D
27 1A - D
28 A - D
29 - D
30 1A - D
31 | 18 A
32 v 7

33 - D
34 1B - A
35 1B - D
36 A 20 A
37 A - A
38 A - D
39 \% - D

1 - Pacientes falecidos durante o seguimento clinico; A- aneupléide; D- dipléide.
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5. Discussao

Diversos estudos publicados na literatura referem que aproximadamente 10% dos
carcinomas gastricos, em todo o mundo, estdo associados com o EBV (Rowlands et al.,
1993, Nishikawa et al., 1999, zur Hausen et al., 2000, Lo et al., 2001). No entanto, o papel
do EBV na patogénese do cancro do estdmago ainda ndo esta completamente esclarecido.
Apesar, do consenso, de que a via de infeccdo mais provavel do tracto gastrico é pela
eliminacdo periodica do virus na saliva, muito tem sido especulado sobre a penetracdo do
EBV nas células epiteliais gastricas. Varias investigacbes efectuadas com linhas celulares
provenientes de carcinomas gastricos, negativas para o receptor CD21, comprovaram a
infeccdo dessas células pelo EBV, aflorando assim hipo6teses provaveis para a infeccao,
nomeadamente por intermédio de um receptor celular diferente do CD21 (Yoshiyama et
al., 1997) ou por contacto célula a célula (Imai et al., 1998). Maruo e colaboradores,
(2001) vieram contribuir para o esclarecimento desta questdo, ao demonstrarem que na
infeccdo de células epiteliais, para além da via de infeccdo dependente da gp350 existe
outra via de infeccdo correlativa a gp25 e independente da gp350. A infeccdo viral de
células epiteliais gastricas origina, na maior parte dos casos, uma infeccdo de laténcia.
Porém o padrdo de expressdo dos genes virais € diferente dos trés tipos de laténcia
conhecidos, isto porque se verifica a expressdao dos EBERs, da EBNA-1, do BARFO, da
LMP-2A e auséncia da LMP-1 (o maior oncogene do virus EBV) apesar da expressdo da
LMP-1 ter sido ocasionalmente referida (Gulley et al., 1996). Nishikawa e colaboradores
(1999), demonstraram que estirpes recombinantes do EBV, as quais foram excisados 0s
genes LMP-1 e EBNA-2, eram capazes de infectar e imortalizar células epiteliais e que
também possuiam capacidade de converter células cancerigenas em fendtipos mais
malignos. A parte da LMP-1, a outro gene viral, o BARF1, foi imputado capacidade de
transformacéo e imortalizagédo celular. Com base neste achado, zur Hausen et al. (2000),
pesquisaram e confirmaram a expressdo deste gene em CG positivos para 0 EBV,
sugerindo que o gene BARF1 funcione como um oncogene viral. Assim, o gene BARF1
oferece uma via alternativa na mediacdo viral sobre a oncogénese, para além da LMP-1,
acrescentando ainda que este estudo revelou um novo padréo de laténcia viral nos tumores
gastricos associados ao EBV. Outros estudos evidenciaram o potencial da EBNA-1 e dos
EBERs na oncogénese e na estimulacdo do crescimento celular (Young et al., 2003) e
também foi demonstrado que a LMP-2A exerce actividade transformante sobre células
epiteliais (Scholle et al., 2000).
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Embora a base molecular permaneca obscura, estudos publicados indicam que a
infeccdo viral e as proteinas associadas intervenham no desenvolvimento e progressdo do
carcinoma gastrico, originando mutacGes nos oncogenes e inactivaces nos genes
supressores tumorais. Chu e colaboradores (1999), em trabalhos efectuados com diversas
neoplasias associadas ao EBV, relataram que, independentemente do tipo de tumor, um
terco dos casos comportava mutacdes no gene EBNA-4, mais conhecido por EBNA-3B.
Uma elevada prevaléncia de mutacGes neste gene foi proposta como um mecanismo de
escape a resposta imune pelos CTL. Outros estudos vieram acrescentar que essas mutagdes
sdo importantes no desenvolvimento de tumores associados ao EBV (de Campos-Lima et
al., 1993). Ishii et al. (2001), referenciaram que o EBV pode levar a que as células do
hospedeiro inibam a expressdo da p53 e induzam a expressdo do c-myc na fase inicial do
desenvolvimento do carcinoma géstrico. Mas, em estagios mais avancados, a influéncia na
expressao do c-myc torna-se negativa, causando uma diminuicdo da regressdo tumoral por
mecanismos de apoptose, 0 que possivelmente explica a resisténcia ao tratamento por

tumores em fase mais avancada.

Em Portugal, apesar da diminuigé&o da incidéncia, o cancro do estdmago continua a ser
uma das principais causas de morte por tumores malignos. Nas ultimas décadas, tem-se
verificado uma mudanca no estilo de vida, habitos alimentares, métodos de preservacéo e
armazenamento de alimentos, que parecem estar associados ao declinio deste carcinoma,
especialmente o carcinoma gastrico do tipo intestinal. Segundo a classificacdo de Lauren,
0s carcinomas gastricos podem ser classificados em dois tipos: o intestinal, que € o
carcinoma gastrico tipo epidémico, expansivo, retém a estrutura glandular, com uma
margem bem definida e associado com a gastrite crénica atrofica. O tipo difuso que é um
carcinoma infiltrativo, endémico, caracterizado por aglomerados de células isoladas, pouco
diferenciado e com margem de dificil individualizacdo. Normalmente invade grandes areas
do estbmago, é mais agressivo e ocorre com maior frequéncia em individuos mais jovens.
Esta mais associado a factores genéticos, reconhecendo-se pouco a influéncia do ambiente
e da dieta alimentar.

Neste estudo, verifica-se que 54% dos tumores gastricos pertencem ao tipo intestinal e
somente 33% ao tipo difuso. Talvez este facto possa contribuir para explicar a elevada

incidéncia desta neoplasia no nosso pais, uma vez que o tipo histolégico que tem
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contribuido para a diminui¢do deste tumor ao longo do tempo, pelo nosso estudo, parece
ser 0 predominante. A alteracdo da incidéncia parece estar relacionada com alteracfes do
tipo de carcinomas — diminui¢do do nimero de carcinomas do tipo intestinal e manutencéo
do niimero de carcinomas do tipo difuso. E importante realcar que os nossos dados sdo
corroborados por um estudo recente realizado em Portugal (Carvalho et al., 2003) e por
trabalhos efectuados num pais reconhecidamente afectado por esta patologia, o Japéo
(Kattoor et al., 2002 e Koriyama et al., 2002).

Em termos de localizacdo constatamos que o antro é o sitio com maior percentagem de
CG, 35,9% o que vai ao encontro a alguns estudos ja publicados, como o de Kattoor et al.
(2002) e Koriyama et al., (2001). Porém, para paises ocidentais, outros trabalhos apontam
para uma supremacia da localizacdo do CG a nivel do cérdia, entre 40 a 50% dos casos
(Powell e McConkey, 1990, Blot et al., 1991), isto porque a dieta alimentar praticada
nesses paises diminui o risco de cancro a nivel do antro. Os resultados deste trabalho,
sugerem uma distribuicao relativamente homogénea dos CG EBV positivo e, apoiando-nos
nos conhecimentos actuais, ainda ndo foi encontrado nenhum consenso sobre a localizagdo
mais frequente dos CG EBV positivo (Chang et al., 2000).

Neste estudo, o genoma do EBV foi detectado em 25,6% dos CG o que, se
compararmos com investigacdes semelhantes realizadas noutros paises, € umas das taxas
mais elevadas. Foi relatado uma incidéncia de 7% no Japéo, 16% nos EUA, 8,7% na
Russia e 18% na Alemanha (Koriyama et al., 2001). Outros estudos, como o de Chang et
al. (2001), realizado na Coreia, reportaram uma percentagem de 5,6%; Herrera-Goepfert et
al. (1999), no México, referem uma percentagem de 8,2%; Hoshikawa et al. num estudo
publicado em 2002, no Japdo, citaram uma percentagem de 14%; Koriyama et al. (2001)
encontraram diferentes percentagens de CG EBV positivos, 4,7% para brasileiros oriundos
do Japdo e 11,2% para naturais do Brasil e Carrascal et al. (2003), na Colémbia,
reportaram 13% de CG EBV positivos.

Um parametro que é referido em varios trabalhos é uma maior incidéncia de CG EBV
positivos em homens com taxas (homens vs mulheres) que podem variar desde 7,0 até 1,1
(Herrera-Goefpert et al., 1999, Chang et al., 2001, Kattoor et al., 2002, Moritani et al.,
2002, Carrascal et al., 2003). Contudo, tal ndo foi aqui verificado, encontrou-se sim uma

percentagem igual em ambos 0s sexos. Este achado poderd ser explicado por uma
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incidéncia de CG, em Portugal, semelhante entre homens e mulheres (INE, 2003), como
testemunhado pela nossa amostragem e por Carvalho et al. (2003) e também pela auséncia
de factores ambientais aos quais 0s homens pudessem estar mais expostos e que sdo
apontados por muitos investigadores como causa para a predominancia masculina
(Koriyama et al., 2001). Todavia, parece ndo existir acordo sobre este assunto tendo ja sido
publicado um estudo onde foi verificado um nimero mais elevado de CG EBV positivo em
mulheres (Koriyama et al. 2001).

Neste trabalho, comprova-se que os CG EBV positivos e classificaveis pela
nomenclatura TNM exibem, na generalidade, piores factores de progndstico do que os CG
EBV negativos. Designadamente, 100% dos casos positivos para 0 EBV apresentam uma
invasdo da parede gastrica superior ao tipo T1 (invasdo da mucosa ou da submucosa),
enquanto que nos CG EBV negativos se verifica uma percentagem inferior (80%). Neste
sentido, existem estudos que apontam para que carcinomas positivos para 0 EBV sejam
mais agressivos porque apresentam maior invasividade (Teramoto et al., 2000) e, mais
recentemente, este achado foi validado por Kassis e colaboradores (2002) em relacdo aos
carcinomas gastricos. Quanto a invasdo tumoral dos ganglios linfaticos regionais, a
tendéncia supramencionada é também confirmada, ja que as metastases ganglionares foram
detectadas em 83% dos tumores gastricos associados ao EBV e em 60% dos CG EBV
negativos. Nas metastases distantes do tumor priméario, apesar do pior cenario ser
observado nos CG EBYV negativo (75% vs 33% de casos com metastases distantes), tal ndo
parece ser suficiente para influenciar um agravamento do estadio, uma vez que 86% dos
tumores associados ao EBV apresentam um estadio superior a I, em contraste com uma

percentagem de 62% para 0s CG EBV negativos.

A infeccdo primaria pelo EBV é sugerida pela presenca de anticorpos IgM para 0s
antigénios VCA e EBNA; porém 80% dos doentes com infec¢do activa também produzem
anticorpos para 0 EA. Um aumento das IgG para o VCA, sem contudo existir producao de
IgG para 0 EBNA, até ao fim de 4 semanas de doenca, também indica uma infeccédo
recente. Uma infeccdo passada é caracterizada pela deteccdo de IgG para os antigénios
VCA e EBNA e, numa reactivacao, encontra-se IgG para o EBNA e um aumento de 1gG
para 0 EA. A primeira constatacdo a salientar sobre os resultados obtidos no conjunto da

populacdo com tumor géastrico e da populagdo controlo é que se verifica uma
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seropositividade para o EBV na ordem de 95%, o que vai de encontro ao publicado na
literatura, ja que é afirmado que, pela terceira década de vida, 80-100% dos individuos
tornam-se seropositivos para 0 EBV (IARC, 1997, Chu et al., 1999, Enbom et al., 2001,
Feng et al., 2002, Carrascal et al. 2003). Globalmente, os individuos estudados manifestam
infeccdo passada, com excepcdo de um paciente da populacdo de CG EBV positivo, que
exibe uma reactivacdo da infeccéo, e de dois doentes do grupo dos CG EBV negativo, que
s&0 seronegativos. E importante aqui evidenciar o perfil serolégico que foi tido em conta
para infec¢Oes antigas. Assim, foi considerado o padréo tipico, que corresponde a detecgdo
de IgG para os antigénios VCA e EBNA, a detec¢do so de anticorpos VCA-IgG, ja que em
alguns individuos pode ocorrer um desaparecimento das EBNA-IgG, e ainda a presenca
exclusiva das EBNA-IgG, perfil tipico de uma infeccdo latente. Shinkura e colaboradores
(2000) referenciaram que doentes com tumores gastricos associados ao EBV, apresentam
niveis mais elevados de anticorpos séricos especificos para o EBV, nomeadamente os
anticorpos 1gG anti-VCA e EA, do que individuos com CG EBV negativo. Este achado foi
verificado neste trabalho, além de que esta asseveracdo também foi corroborada para 0s
anticorpos EBNA-IgG (figura 8). Apesar de constituir um Unico caso, mas com 0 apoio
dado pelos resultados do estudo supramencionado, arriscamos afirmar que a reactivacao do
EBV ocorre in vivo e tal podera resultar de uma resposta imune celular deficiente. Como
anteriormente referido, e com base nos dados obtidos na analise serol6gica, em que se
verifica que o kit VCA (p18) IgG era mais sensivel do que o homologo, que usa como
antigénio a gp125, foi assumido que amostras positivas no VCA (p18) IgG e negativas no
VCA (gpl125) 1gG seriam consideradas positivas. Esta ilacdo é fundamentada pelo trabalho
efectuado por Hinderer et al. (1999), em que os autores verificaram que a pl8 era
claramente o melhor antigénio quando comparada com a gp125, quer para a pesquisa de
IgM, quer para a pesquisa de IgG.

A PCR em tempo real é uma nova técnica que permite quantificar de uma forma rapida
e exacta uma grande quantidade de produtos amplificados (Kimura et al., 1999). E um
método mais célere que a PCR tradicional uma vez que ndo requer manipulacdo poés-
amplificacdo. Para além disso, esta técnica elimina as precaucdes a tomar com os produtos
amplificados de forma a evitar possiveis contaminagdes, uma vez que a reac¢cdo se

processa em pocos completamente selados, 0 que constitui um grande progresso sobre a
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PCR convencional que possui um risco consideravel de contaminacdo. Com a sua rapidez,
exactidao, possibilidade de manusear muitas amostras e capacidade de quantificar de uma
forma precisa 0 DNA pretendido, a PCR em tempo real podera ser de grande importancia
se tivermos em conta o uso desta técnica em rotinas de diagndstico (Leung et al., 2002).

Embora os tumores associados ao EBV sejam frequentemente caracterizados por titulos
anormalmente elevados contra os anticorpos EA 1IgG e VCA IgG, este padrdo ndo €
especifico da oncogénese e pode também ser presenciado em pacientes com doencas auto-
imunes ou outras disfungdes imunitarias. Por outro lado, doentes imunocomprometidos
tém respostas humorais inconsistentes contra o0 EBV e, por isso, a serologia ndo é um
marcador fidvel do estado clinico. Nesses pacientes, a amplificacdo do DNA viral é mais
fidedigna para a identificacdo de doencas relacionadas com o EBV (Leung et al., 2002).
Esta explicacdo podera servir-nos de suporte na compreensdo do caso em que a PCR da
saliva e da mucosa gastrica normal foi positiva, mas a pesquisa seroldgica foi negativa. A
parte esta excepcao, confirmou-se uma reciprocidade nos resultados obtidos na serologia
com os auferidos na PCR.

Brengel-Pesce et al (2002) publicaram um estudo em que utilizaram a PCR em tempo
real para quantificar o DNA do EBV em diferentes populacdes e em diversas amostras.
Assim, em individuos saudaveis, detectaram, em amostras de saliva, entre 2 a 6543
copias/ug DNA. Em individuos imunodeprimidos, no mesmo tipo de amostra, encontraram
entre 39400 a 331130 copias/ug DNA. Analisaram também soros sanguineos e, nos
individuos saudaveis, a PCR revelou-se negativa e, na populacdo dos imunodeprimidos, s6
um soro foi positivo com uma quantidade de 172 copias/ug DNA. Embora as populacfes
de estudo ndo sejam totalmente coincidentes, os dados desta investigacdo permitem-nos
retirar algumas ilagdes e dai parecem emergir algumas semelhangas entre resultados.
Assim, como referido anteriormente (tabela V1), para a populagdo controlo ndo detectamos
DNA viral no soro sanguineo. Na saliva, a quantidade média de DNA viral por nés
encontrada foi de 1527 cdpias/ug DNA, valor que se encontra dentro do limite
estabelecido por Brengel-Pesce et al.. Contudo, a nossa percentagem de salivas positivas
(25%) é diferente da do estudo em questdo (66,7%), talvez pelo nimero reduzido de
individuos que fazem parte da nossa populacdo controlo. Quanto a populacdo de

individuos com tumores gastricos, parece-nos existir um padrdo intermédio entre os
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resultados reportados por Brengel-Pesce et al. para individuos saudaveis e para individuos
imunodeprimidos.

Na medicéo do contedo de DNA cromossémico (figura 9), verificamos que 61,3% dos
tumores sdo diploides enquanto que 38,7% possuem um perfil aneuploide e, destes, 16,7%
sdo tetrapldides. Na literatura constatamos que 0s nossos valores de aneuploidia se
encontram dentro da gama mais frequentemente referida para carcinomas gastricos, uma
percentagem que ronda os 40% (Danesi et al., 2000). Todavia, foi citado que a proporcao
de tumores gastricos aneupldides pode variar entre 36 a 89% (Russo et al., 2001). Como
por muitas vezes referenciado na bibliografia, foi também reconhecido que o estado de
aneuploidia se associa a um pior prognostico neste tipo de tumores (Sugai et al., 1999,
Danesi et al., 2000, Russo et al., 2001). Assim, verificou-se que a percentagem de
metastases nos ganglios linfaticos regionais é maior nos tumores aneupléides (82%) do que
nos carcinomas dipléides (44%) (Maehara et al., 1995, Kim e Cho, 2000, Russo et al.,
2001) e também, em relagcdo a invasdo da parede gastrica, se observa que 0s tumores
aneuploides apresentam uma taxa de invasdo superior ao tipo T1, maior (100%) do que 0s
tumores dipldides (69%) (Sugai et al., 1999, Russo et al., 2001). Estas associa¢fes foram
analisadas pelo teste do Qui-quadrado, comprovando-se serem estatisticamente
significativas com p de 0,048 e 0,04, respectivamente. A presenca de metastases distantes
do tumor priméario acentua esta orientacdo, uma vez que, 75% dos tumores aneupldides
apresentam metastases distantes, em contraste com uma percentagem de 33% para 0S
carcinomas dipléides. Resumindo, a aneuploidia estd associada a estadios (classificacdo
TNM) mais avangados (Russo et al., 2001). Quanto ao tipo histoldgico, conferiu-se que 0s
tumores intestinais revelam uma percentagem de aneuploidia (53%) maior que oS
carcinomas difusos (20%) (Kim e Cho, 2000).

Na determinagdo da percentagem de células tumorais em fase S, constataram-se valores
um pouco mais elevados do que os valores referidos noutros estudos (Inada et al., 1997,
Kim e Cho, 2000, Danesi et al., 2000, Russo et al., 2001, Slender et al., 2001). Assim,
obteve-se uma percentagem de células em fase S de 24+13% para a globalidade dos
tumores gastricos, de 30+16% para os tumores aneupléides e de 19,5+7,6% para 0sS
tumores diploides. Na literatura, estdo descritas percentagens que variam entre 12,17 a
15,7% para carcinomas gastricos, entre 20 a 22,7% para carcinomas gastricos aneupléides

e entre 6,88 a 14,3% para carcinomas gastricos diploides. Todavia, este trabalho esta de
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acordo com os resultados descritos em que os valores mais elevados de fase S séo
verificados nos tumores aneupldides. Foi igualmente citado que, para tumores muito
proliferativos, a taxa de apoptose é superior a dos tumores pouco proliferativos (Slender et
al., 2001), o que nos parece ser este caso, ja que a percentagem de apoptose obtida foi de
23,5 + 20,9%, uma das mais elevadas quando comparada com as de outros trabalhos.

Apesar da curta duracdo do seguimento clinico, a sobrevivéncia foi
significativamente diferente nos tumores associados ao EBV e nos carcinomas EBV
negativos, assim nos CG EBV positivos verifica-se uma taxa de mortalidade na ordem dos
40% em contraste, com uma taxa de 18,2% para 0s CG EBV negativos.

Em suma, este estudo evidencia uma associacao dos tumores gastricos com o EBV e,
como ja referido, esta varidvel emerge como um factor de pior prognostico. A aneuploidia
esta correlacionada com uma elevada actividade proliferativa e a sua incidéncia é maior em
tumores com estadios mais avancados e em carcinomas com histologia do tipo intestinal.
Estas variaveis biologicas, em conjunto com marcadores clinicopatoldgicos, podem
identificar pacientes com maior risco de recidivar e que sdo susceptiveis de beneficiar de
terapéuticas mais especificas, como cirurgias mais agressivas, inclusdo de medicacéo
adjuvante e planos de seguimento mais eficientes. Parece, contudo, serem necessarios mais
estudos epidemioldgicos, histologicos e moleculares para confirmar estas observacdes e
avaliar a frequéncia da infeccéo pelo EBV e a associa¢do dos carcinomas gastricos ao EBV
na populagdo portuguesa em geral.
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6. Perspectivas futuras

Diferenciacédo da estirpe de EBV (EBV1 ou EBV2) presente nos tumores gastricos

em que o virus foi detectado.

Caracterizacdo do padrdo de expressdo dos genes virais em carcinomas gastricos

positivos para o EBV.

Determinacdo da correlagéo entre a infeccdo viral e mutagOes ou alteragfes na

expressao de oncogenes e de genes supressores tumorais.
Avaliacdo da imunidade celular, o que podera contribuir para melhorar as

terapéuticas imunolégicas e definir novos marcadores prognosticos de evolugéo

tumoral.
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8. Anexo 1

Tabela VII- Definicdo da classificagdo TNM e do tipo histoldgico, segundo o

American Joint Committee on Cancer (2002).

Tumor primario (T)

TX Tumor primario ndo classificavel

To Tumor primério ndo é evidente

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor invade a lamina prépria ou a submucosa

T2 Tumor invade a camada muscular ou a subserosa

T3 Tumor invade a serosa, mas ndo estruturas adjacentes
T4 Tumor invade estruturas adjacentes

Ganglios linfaticos regionais (N)

Nx Ganglios linfaticos ndo sao classificaveis

NO Ganglios linfaticos sem metastases

N1 Metastases em 1 a 6 ganglios linfaticos regionais

N2 Metastases em 7 a 15 ganglios linfaticos regionais

N3 Metastases em mais de 15 ganglios linfaticos regionais

Metastases distantes (M)

Mx Metastases distantes ndo sdo classificaveis
MO Auséncia de metastases distantes
M1 Evidéncia de metastases distantes
Estadio T N M
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1A T1 NO MO
Estadio 1B Tl N1 MO
T2 NO MO
Estadio Il T1 N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio I11A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
Estadio 111B T3 N2 MO
T4 N1 MO
Estadio IV T4 N2 MO

Qualquer T Qualquer N M1

Tipo histologico (G)

Gx Nao classificavel

Gl Muito diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado
G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado
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