FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

DETECCAO DE CITOMEGALOVIRUS EM PACIENTES COM
RETOCOLITE ULCERATIVA IDIOPATICA E NEOPLASIA

COLO-RETAL

Dissertacdo de Mestrado apresentada a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
para obtencdo do titulo de Mestre na area de Imunologia
Béasica e Aplicada

Aluna: Viviane Casagrande Mariguela

Orientador: Prof. Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo

Ribeirao Preto

2005



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Introducdo




1. Introducéo

1.1 Citomegalovirus

Os Citomegalovirus (CMV) sdo um género que inclui os maiores membros da
familia Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae. Sdo os mais comuns dentre 0s
patdgenos oportunistas que acometem individuos imunossuprimidos, causando
significante mortalidade e morbidade (CRUMPACKER, 2000; MOCARSKI, 2001; PASS,
2001). A infeccdo por CMV é comum em todas as popula¢des humanas, podendo atingir
até 100% dos individuos. Em geral, o baixo nivel sécio-econémico esta associado ao
aumento na incidéncia e prevaléncia desta infeccdo, o que € demonstrado nos estudos
epidemiolégicos de paises em desenvolvimento (GOODGAME, 1993; JORDAN, 1994;
MOCARSKI, 2001; PASS, 2001).

Adquire-se a maioria das infeccbes por CMV no periodo perinatal e na infancia.
Entre individuos adultos, a transmissdo frequentemente ocorre por contato sexual.
Como todos os Herpesvirus, CMV sdo capazes de estabelecer infeccdo latente no
hospedeiro apds a infeccdo primaria. Os mecanismos que controlam a laténcia viral
ainda ndo sao claros, mas células polimorfonucleares, linfocitos T, células epiteliais do
rim, do endotélio vascular e de glandulas salivares podem hospedar CMV em estado nao
replicativo ou em baixa taxa de replicacdo. Os individuos com infeccao latente néo
apresentam sintomas, mas possuem anticorpos contra CMV (GOODGAME, 1993). A
ativacdo do estado latente pode ocorrer apds imunossupressao iatrogénica (como aquela

que ocorre ap0s o0 uso de agentes quimioterapicos), o que € freqiente em casos de



neoplasias e transplantes ou, adquirida, comum em pacientes com AIDS
(CRUMPACKER, 2000).

As doencas causadas por CMV apresentam-se em diversas formas clinicas,
sendo freqientemente assintomaticas em hospedeiros imunocompetentes. Em recém
nascidos, os CMV causam infeccado congénita, que pode ser fatal. Em adultos, os CMV
podem produzir sindrome “mononucleose-simile”, idéntica aquela causada pelo virus de
Epstein-Barr. Em pacientes imunocomprometidos, os CMV causam grande numero de
sindromes clinicas, como coriorretinite, encefalite, esofagite, colite e pneumonite (DREW,
1988; JORDAN, 1994; CRUMPACKER, 2000). O genoma de CMV foi, também,
detectado em material da biopsia do intestino de pacientes imunocompetentes com
quadro clinico de retocolite ulcerativa (RCU) (BERK et al, 1985).

Recentes investigactes tém revelado a presenca de CMV em tecidos tumorais de
neoplasia de coélon, glioma maligno e neoplasia de préstata. Diversos estudos
demonstram a presenca de fragmentos genémicos e proteinas dos CMV em células de
neoplasias solidas, estando estes restritos a area tumoral, ndo havendo acometimento
de tecidos adjacentes normais (HARKINS, 2002; CINATL, 2004). Assim, poder-se-ia
supor que produtos génicos de CMV promoveriam mutagéneses, progressdo do ciclo
celular, angiogénese, invasao celular e evasao imune (HARKINS, 2002).

Por definicdo, infeccdo primaria por CMV € aquela que ocorre em pacientes nao
expostos previamente ao contato viral. A infeccdo secundaria € definida quando ocorre
reativacdo de uma infeccao latente. Por fim, superinfeccdo € definida como aquela em
gque um mesmo individuo infecta-se com varias cepas genotipicamente diferentes de
CMV. A citomegalovirose, como doenca, pode resultar de infec¢cdes do tipo primaria,

secundaria ou de superinfec¢cOes, estando associada a uma infeccdo ativa, ou seja,



aguela em que o virus encontra-se replicando no organismo. Nas formas clinicamente
caracterizadas e diagnosticadas das infec¢cGes primarias por CMV, a doenca manifesta-
se com maior gravidade. Nestes individuos, observam-se titulos de anticorpos elevados
que estdo correlacionados a alta atividade de replicacao viral. Infeccbes congénitas séo,
comumente, consequentes a infeccdo primaria da méae durante a gravidez
(CRUMPACKER, 2000).

A infeccéo pelo CMV € mais comum que a doenca citomegalica e a maioria dos
individuos previamente expostos a CMV tem estes virus em estado latente em varios
orgaos, sem que haja evidencia de dano tecidual. Em mulheres gravidas, é alta a
freqiéncia de viremia assintomatica intermitente, ndo associada a lesdo tecidual ou
doenca, demonstrada pelo isolamento do agente em cultura de células (YAMAMOTO et
al, 2001). Em pacientes imunodeficientes, a infeccdo por CMV pode ser detectada em
glandulas salivares, rim e urina, no entanto, observa-se auséncia de dano tecidual
nesses orgaos (GOODGAME, 1993). Em individuos assintomaticos, os CMV podem ser
detectados na urina, saliva, lagrima, sémen e secrecdo cervical por meses a anos. Alta
taxa de infeccdo ocorre pelo contato com fluidos corporais contendo CMV, entre
parceiros sexuais, criangcas em creches e em idade pré-escolar (PASS, 2001). Individuos
receptores de orgaos sao, também, populacdes de risco para infeccbes por CMV (PASS,

1985; JORDAN, 1994; CRUMPACKER, 2000; MOCARSKI, 2001; PASS, 2001).



1.2. Estrutura viral

Os CMV medem de 150 a 200 nm (WRIGHT et al, 1964), apresentam capsideo
icosaédrico contendo 162 capsdmeros (JORDAN, 1994), envolto por um tegumento ou
matriz. As particulas virais possuem genoma em fita dupla de DNA de 240 kilobases, que
codifica 35 proteinas estruturais, (MOCARSKI, 2001) e proteinas ndo estruturais em
namero ainda nao definido. Dentre as proteinas estruturais conhecidas dos CMV, cinco
sao identificadas no capsideo viral, sendo trés as mais importantes, a MCP (major capsid
protein) ou UL86 com 150 a 155 kilo Dalton (Kda), a mCP (minor capsid protein) ou
ppUL46 com 11 Kda e a ppUL80 (proteina do capsideo imaturo e de particulas
defectivas) com 36 a 38 Kda. Essas proteinas, durante a infeccdo, induzem resposta
imune humoral especifica. Na matriz encontram-se pelo menos 4 proteinas distintas: a
ppUL32 ou ppl50 (proteina fosforilada altamente imunogénica) com 150 KDa, a ppUL83
ou pp65 (lower matrix protein), a ppUL99 ou pp28 (proteina antigénica) e a ppUL82 ou
pp71l (upper matrix protein) que sdo consideradas as proteinas mais imunogénicas

destes virus (Figura 1).
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Figura 1: Esquema do genoma dos CMV (cepa AD169), com 229.354 pares de
bases, localizando genes codificadores de suas principais proteinas. (pares de bases x
1000). MEP — Major early protein (3783-4294); EGP — Early glycoprotein (13464-13922);
GHIHLA — Glycoprotein homologus to class 1 HLA (23637- 24743); GPCR — G protein
coupled receptor (43251-44423); IEGP — Immediate early glycoprotein (55211-59373);
DNApoly — DNA polimerase (76903-80631); GlycopB — Glycoprotein B (80772-83492);
MDNABP — Major DNA binding protein (86574-90281); Phosphop — Phosphoprotein
(96315-96620); Transac — Transactivator (98199-100433); dUTPase - Deoxy
uraciltriphosphatase (104555-105720); GlycopH — Glycoprotein H (107901-110132);
AssembP — Assembly protein (116203-117324); MCP — Major capsid protein (124183-
128295); Phosptr — Phosphotransferase (140484-142607); DNAse — DNAse (142701-
144455); MHD — Multiple hydrophobic domains (145226-146340); Helicase — Helicase
(151926-154796); UDG - Uracil DNA glycosilase (162970-163722); MIE — Major
immediate early protein (171009-172225); VGE - Virion envelope glycoprotein (199080-
199637); ENP — Early nuclear protein (209871-211652).

Os CMV possuem uma estrutura genémica com presenca, em suas duas
extremidades, de seqUéncias repetidas. Estas seguem orientagéo invertida e justaposta
internamente, o que divide o genoma em duas sequéncias, uma longa (UL-Unique Long)

e uma curta (US — Unique Short), ambas Unicas e limitadas por sequéncias repetitivas



terminais (ab, ca). A juncdo entre os componentes UL e US é composta de sequiéncias

repetitivas internas (b’'a’, a'c’) (Figura 2) (MOCARSKI, 2001).

Juncédo L -S
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Figura. 2: Organizagcédo do genoma dos CMV com sequéncias repetidas numa orientacao
invertida e justaposta internamente o que divide o genoma em duas seqiéncias, uma
longa (UL-Unique Long) e uma curta (US — Unique Short), ambas Unicas e limitadas por
sequéncias repetitivas terminais (ab, ca). A juncdo entre os componentes UL e US é
composta de sequéncias repetitivas internas (b’'a’, a’c’).

O envelope viral, composto de bicamada lipidica, é adquirido da membrana
nuclear da célula infectada, durante o processo de maturacdo do virus (CHEE et al.,
1990). Trata-se de envelope complexo e pleomdrfico, composto por 8 glicoproteinas,
estando entre as mais importantes a glicoproteina B (gB) e a glicoproteina H (gH) (Figura

3) (MOCARSKI, 2001).
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Figura 3. Esquema da particula de CMV e sua estrutura molecular.

A replicacdo dos CMV é relativamente lenta, se comparada a de outros virus da
mesma familia, podendo variar de 48 a 72 horas. Este processo replicativo envolve a
expressao de sucessivas seqléncias de genes e sintese das proteinas correspondentes.
Apés a fusdo do envelope com a membrana plasmatica, o capsideo viral é transportado
até o nucleo celular onde ocorre sua transcricdo e a replicacdo do material genético. O
processo replicativo pode ser dividido em trés fases, com base no aparecimento
sequencial de classes diferentes de proteinas virais. A primeira fase, denominada o ou
precoce imediata, comeca aproximadamente 12 horas apds a entrada do virus na célula,
gquando ha a sintese de proteinas regulatérias. Neste periodo, ocorre a transcricao
restrita de fragmentos especificos de DNA gendmico e a sintese de proteinas tais como
IE72 e IE86. Estas proteinas tém papel na regulacao, inibicdo da apoptose e modulacao
da expressdo do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe |I. Tais

mecanismos permitem ao virus controlar a sintese de macromoléculas na célula



hospedeira. Na fase precoce imediata surgem, também, os antigenos chamados
precoces imediatos, que sao proteinas regulatérias necessarias a multiplicacdo do DNA
viral (SUNSKY et al., 1983; STENBERG et al, 1984; MOCARSKI, 2001; LANDOLFO et
al, 2003). A segunda fase, denominada 3 ou precoce, perdura por, no minimo, 24 horas e
inclui a transcricdo e a duplicacdo de grande parte do material genético viral. As
proteinas necessarias a replicagdo do genoma, como a DNA polimerase, séo
sintetizadas nesta fase. A Ultima fase, denominada y ou tardia, ocorre 36 a 48 horas apos
a infeccdo viral e nela sdo produzidas as proteinas estruturais. Nesta fase, ocorre
também, a montagem e a liberacdo dos novos virions (Figura 4) (STAGNO, 1975;

MERINGAN & RESTA 1990; THE et al, 1992; MOCARSKI, 2001).

Figura 4. Esquema representativo do ciclo replicativo do CMV, incluindo as fases de
entrada, replicacdo, montagem e liberacao de novas particulas virais.
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1.3. Métodos diagndésticos da citomegalovirose

1.3.1. Histopatologia

A replicacdo de CMV no interior de células fibroblasticas humanas, in vitro, leva
a alteracdo na morfologia externa destas células, as quais passam a assumir padréo
arredondado diferente de sua caracteristica fusiforme tradicional. Este evento é
denominado efeito citopatico (CPE) (Figura 5a), que pode ser evidenciado em culturas de
células. Em tecidos, observa-se, em consequéncia da infeccdo por CMV, aumento no
volume celular e presencga de inclusfes intranucleares basofilicas. Estas inclusdes séo
conhecidas como “olho de coruja” pois apresentam halo rodeando a membrana nuclear
(Figura 5b) (BRITT & ALFORD, 1996). A presenca de células contendo inclusdo
citomegdlica é utilizada no diagnéstico da infeccdo por CMV em exames
histopatoldgicos. Este método tem por inconveniente ser invasivo, bem como demandar
tempo maior, se comparado ao de outros métodos, como a antigenemia e a PCR. Em
tecido, também, pode haver regides no corte histolégico onde as inclusdes citomegalicas
nao se fazem presentes em niveis detectaveis. Além disso, 0 exame histopatolégico tem
interpretacdo subjetiva, o que, junto com as limitacdes técnicas pode resultar, portanto,

em falsos negativos.
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Figura 5. Fotomicrografias mostrando efeito citopatico do CMV em cultura de fibroblastos
humanos, caracterizado pelo arredondamento destas células, que sdo comumente



11

fusiformes e alongadas (A). Mostram, também, e as inclusdes citomegalicas (seta) em
glandula salivar, que séo conhecidas como “olho de coruja” (B).
1.3.2. Antigenemia e Imunohistoquimica

A presenca de antigenos de CMV em células mononucleares ou tecidos pode
ser especificamente detectada por antigenemia ou por imunohistoquimica
respectivamente, utilizando anticorpos monoclonais C-10 e C-11, especificos para a
fosfoproteina pp65 (Figura 6), que se localiza na matriz viral. Juntamente com a proteina
ppl50, a pp65 é a proteina mais abundantemente sintetizada durante a fase de
replicacdo dos CMV. Por ser altamente imunogénica e indicar replicacao viral, a pp65 é
utilizada como antigeno alvo para o diagnéstico de CMV (MOCARSKI, 2001). A deteccéo
dos anticorpos ligados ao antigeno é, em seguida, revelada por técnicas de

imunofluorescéncia ou imunoperoxidase, podendo, desta forma, ser quantificado o

numero de leucécitos infectados.

Figura 6. Fotomicrografia de antigenemia (A) e imunohistoquimica (B) evidenciando em
marrom avermelhado os antigenos especificos do CMV.

1.3.3. PCR (Reagédo em cadeia pela polimerase)

A PCR, inicialmente descrita por Saiki et al (1985), é utilizada para que se

obtenha amplificacdo exponencial in vitro de um fragmento de DNA. No caso de CMV,
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pode-se amplificar o gene da glicoproteina B (gB) para deteccdo da presenca viral na
amostra. O produto pode ser facilmente observado em gel de agarose, a luz ultravioleta,
apos coloracdo com brometo de etidio, depois da corrida eletroforética.

A PCR permite amplificar uma regidao do genoma viral definida por sequéncias
denominadas primers que se ligam as extremidades 5’ de cada uma das fitas do DNA. A
enzima responsavel pela polimerizacdo dos nucleotideos € chamada de Taqg DNA
polimerase, sendo termoestavel e tendo a temperatura ideal de atuacéo de 72°C.

Por ser uma técnica muito sensivel e que detecta infimas quantidades de DNA,
pode haver dificuldade em distinguir a infeccdo por citomegalovirus da doenca

citomegalica, com o uso desta metodologia.

1.4. Citomegalovirose e Retocolite Ulcerativa Idiopatica

A retocolite ulcerativa idiopatica (RCU) é uma doenca cronica, de natureza
inflamatodria e etiologia desconhecida, que acomete o reto e pode se estender por todo o
cblon. Caracteristicamente, envolve a mucosa de forma circunferencial e ininterrupta
(JEWEL, 1998; STENSON, 1999).

Acomete pessoas de ambos 0s sexos, predominantemente adultos jovens entre
20 e 40 anos, tendo outro pico de incidéncia entre os 55 e 65 anos de idade (JEWEL,
1998; STENSON, 1999). Trata-se de uma doenca universal, cuja prevaléncia mundial
vem aumentando no decorrer das ultimas décadas (EKBOM et al, 1991; IRVINE et al,
2000).

O sintoma predominante da RCU é a diarréia com sangue, associada ao

tenesmo e a urgéncia fecal. Sintomas gerais como fadiga, febre e perda de peso, estao
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presentes, mais freqientemente, quando ha maior extensédo da doenca. O curso clinico é
marcado por episédios de exacerbacbes e de remissodes, espontaneas ou induzidas por
tratamento clinico (MEYERS et al, 1989; JEWEL, 1998; STENSON, 1999).

Mais comumente, a RCU segue um curso intermitente marcado por periodos de
quiescéncia, interpostos por periodos de reagudiza¢cfes, que podem durar semanas ou
até meses (WATTS et al, 1996). Durante estes episodios de doenca ativa, 0s sintomas
usualmente limitam as atividades diarias do paciente e repercutem no trabalho e na vida
pessoal, piorando a qualidade de vida. Nos periodos de remissdo, em geral, os pacientes
voltam a vida normal, embora muitos relatem modificacées no estilo de vida, motivadas
pela ansiedade e pelo medo de novos ataques agudos (HENDRICKSEN et al, 1980;
IRVINE et al, 1994).

O tratamento dos pacientes portadores de RCU inclui orientacbes dietéticas,
medidas de suporte geral, especialmente, o uso de drogas antinflamatérias e
imunossupressoras, como 0s aminossalicilatos, os corticosteréides, a azatioprina e a
ciclosporina (TRUELOVE et al, 1956; JEWEL, 1998; STENSON, 1999).

A RCU pode se complicar com hemorragia, perfuracao intestinal, formacéo de
pseudopdlipos e ocorréncia de megacolon toxico, sendo este o maior responsavel pelos
Obitos (JEWEL, 1998; STENSON, 1999).

Seja pela imunossupressdao adotada como terapéutica, seja pelo fato de a
mucosa inflamada promover uma solucdo de continuidade favoravel a invasdo de
diversos patdégenos, a RCU pode ser complicada por infeccbes locais e sistémicas,
podendo evoluir para a sepse. Varios agentes tém sido implicados nestes quadros, e
dentre eles a Salmonella, a Shigella, o Campylobacter e o Clostridium (JEWEL, 1998;

STENSON, 1999). Mais recentemente tem sido descrita a infeccdo por CMV associada a
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RCU, podendo ter relevancia especial no que se refere a gravidade e a evolucéo clinica
dos pacientes (GOODGAME, 1993; STENSON, 1999).

Em 1961, publicou-se o primeiro relato de caso associando RCU e CMV
(POWELL, 1961). Desde entéo, relataram-se varios casos e vem se buscando entender
o papel dos CMV na patogénese da RCU (BERK, 1985; EYRE-BROOK, 1986;
DIEPERSLOOT, 1990; VEGA, 1999; COTTONE et al, 2001; PFAU et al, 2001). No
entanto, o conhecimento sobre as possiveis inter-relacdes entre esta infeccéo viral e a

RCU é muito limitado.

1.5. Citomegalovirus e neoplasia colo-retal

A neoplasia colo-retal € a terceira mais comum e a segunda mais letal das
afeccdes neoplasicas que ocorrem em paises industrializados (HARKINS, 2002).
Acomete homens e mulheres com idade acima de 40 anos. Estudos epidemiolégicos
sugerem que fatores ambientais e caracteristicas genéticas do individuo podem
contribuir para o surgimento deste cancer (COHEN, 1993; HARKINS, 2002).

A carcinogénese da neoplasia colo-retal inclui um complexo processo
multifatorial, resultante de alteracdes genéticas e ambientais. Estas alteracfes podem
gerar mutacdes em duas classes de genes: os oncogenes (K-ras, C-myc, C-src),
reguladores positivos do crescimento celular, que sdo ativados por mutacdes somaticas
em um unico alelo, e os genes supressores de tumor (p53, pRb, MCC, APC), genes
recessivos que requerem perda ou inativacdo de ambos os alelos para produzir um

fenétipo (GUILLEM, 1995).
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Os sintomas da neoplasia colo-retal variam de acordo com a localizacdo do
tumor. No coélon proximal (ou direito), comumente observa-se desconforto abdominal,
presenca de massa palpavel, anemia por deficiéncia de ferro ou, somente, a perda de
peso. Lesbes colbnicas proximais podem, também, alterar o habito intestinal, produzindo
sintomas obstrutivos ou a presenca de sangue nas fezes. Por sua vez, o cancer retal
pode causar diarréia, sangramento vivo e aparecimento de muco nas evacuagoes.
Tumores maiores podem causar um frequente desejo de evacuar, com passagem de
poucas fezes e uma sensacao de evacuacao incompleta (ROEDIGER, 1999).

Embora a causa precisa da neoplasia colo-retal ndo seja bem conhecida, na
maioria dos casos, muitos fatores de risco sao claramente identificados como: doenca
intestinal pré-existente (doencas intestinais inflamatorias), historia familiar (parentes de
primeiro grau com esta doenca), fatores dietéticos (ingestdo de muita carne e gordura, e
de poucas fibras) e, por fim, a constituicdo genética do individuo que pode levar a uma
condicdo denominada Polipose Adenomatosa Familiar, que se associa a mutacdes em
genes importantes (ROEDIGER, 1999).

Os CMV séo habeis em catalisar o processo oncogénico, modificando a biologia
das células neoplasicas e, desta forma, podem acelerar as vias de desenvolvimento
tumoral. Este fenbmeno é diferente da transformacéo celular, o que exclui o CMV da lista
dos virus com capacidades oncogénicas (CINATL et al, 2004 e CINATL JR et al, 2004).

As caracteristicas de laténcia, infeccdo persistente e expressdao de CMV em
células epiteliais colbnicas poderiam ser importantes na promocdo de eventos
oncogeénicos diretamente implicados na progressao maligna. A infeccdo por CMV ativa
proto-oncogenes celulares, ciclinas, e quinases envolvidas nos caminhos mitogénicos e

de sobrevivéncia celular (CINATL JR, 2004). A infeccdo de células tumorais por CMV
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pode, também, induzir o aumento de expressao da proteina Bcl-2, que é sintetizada pelo
proto-oncogene regulador da apoptose bcl-2, o que confere resisténcia a sinais
apoptoticos durante a progressao do tumor (KIEFF, 1998; HARKINS, 2002; CINATL,
2004;).

Sabe-se que os produtos do gene UL111A de CMV podem transformar células
in vitro e desregular o controle do ciclo celular, interrompendo a transcricdo da p53 ou
inativando esta proteina. Os produtos génicos virais imediatamente precoces IE1-72 e
IE2-86 podem, também, desregular o controle de iniciagdo do ciclo celular, por interacao
com proteinas supressoras de tumor p53 e pRb (HARKINS, 2002; CINATL, 2004;
CINATL JR, 2004).

Os CMV sao, também, capazes de se evadirem do sistema imune, codificando
produtos génicos que bloqueiam a sintese e a expressao de moléculas do complexo
MHC de classe | e classe Il, o que dificulta a funcéo das células T CD8 e NK. Desta
forma, favorecem o crescimento do tumor (LOENEN, 2001; HARKINS, 2002; CINATL,
2004; CINATL JR, 2004).

A infeccdo por CMV pode desregular o balanco angiogénico, aumentando a
producdo de numerosos ativadores e diminuindo a producdo de inibidores da
angiogénese (HARKINS, 2002; CINATL, 2004; CINATL JR, 2004).

Desta forma, o CMV pode atuar como oncomodulador da progresséo tumoral,
alterando mecanismos celulares importantes e relevantes para a patogénese da
neoplasia colo-retal (HUANG, 1978; SHEN, 1996; KIEFF, 1998; DONIGER, 1999;
LOENEN, 2001; HARKINS, 2002; KALEJTA, 2003; CINATL, 2004; CINATL JR, 2004).

No entanto, os estudos sobre uma possivel relacédo entre a infeccdo por CMV e

neoplasia colo-retal ainda sdo muito limitados e divergentes.
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2. Objetivos

Determinar as possiveis associacdes de CMV com RCU e com Neoplasia Colo-
Retal, em pacientes, utilizando a PCR e a imunohistoquimica como métodos

diagndsticos de infecgéo viral.

2.1. Objetivos especificos:

- verificar pela PCR a presenca de CMV no sangue e em tecido de pacientes com RCU e
com Neoplasia colo-retal, analisando os resultados obtidos nestes dois tipos de amostras
clinicas;

- comparar as taxas de deteccdo de CMV no sangue e em tecido de pacientes
portadores de RCU e de neoplasia colo-retal com as observadas em pacientes-controle;

- utilizando imunohistoquimica, verificar a presenca de antigenos de CMV em bidpsias

retais de pacientes com RCU e de portadores de neoplasia colo-retal.
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3. Materiais e Métodos

Este trabalho foi realizado no Centro de Pesquisa em Virologia da Faculdade de

Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (FMRP-USP).

3.1. Casuistica

Participaram deste estudo 3 grupos de pacientes: com retocolite ulcerativa
(RCU), com neoplasia colo-retal e pacientes-controle.

O grupo com RCU incluiu pacientes em seguimento no ambulatério de doencas
inflamatdrias intestinais (AGADI) da Divisdo de Gastroenterologia do Departamento de
Clinica Médica da FMRP-USP no Hospital das Clinicas (HC) desta instituicdo. Do grupo
com RCU, participaram 21 pacientes, estudados entre mar¢co de 2002 e maio de 2003.
Destes, 12 (57,15%) eram do sexo masculino, com idade variando entre 18 e 62 anos,
média de 38 anos e 9 (42,9%) eram do sexo feminino, com idade variando entre 29 e 54
anos e média de 44,8 anos. Os dados destes pacientes foram obtidos por entrevista no
momento da coleta das amostras, bem como por revisdo de seus prontuarios. Os
pacientes foram considerados imunossuprimidos quando estavam utilizando como
medicamentos azatioprina (4 pacientes) e/ou corticosteroide sistémico (5 pacientes), por
mais que 3 meses antes da coleta das amostras para estudo. Os dados pessoais e

clinicos dos pacientes deste grupo encontram-se apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Dados pessoais e clinicos dos pacientes com RCU participantes do estudo.

Paciente Registro Género Idade Extensdo da Doenca Imunossupressao*
MMB 0454445] M 30 Pancolite Sim
DPP 0419344C M 42 Pancolite N&o

JM 0431391H M 18 Colite distal Sim
EAA 0484539 M 45 Colite esq Sim
CDLS 04801311 M 45 Colite esq N&o
EMR 0417643B F 51 Colite esq N&o
BR 0237523C M 40 Pancolite Sim
ELZ 0473467F F 37 Colite esq Sim
MHLC 0537384D F 50 Colite esq N&o
ACS 0437344A M 31 Colite esq N&o
JDF 06191111 F 35 Colite distal Sim
JLS 0621752F M 26 Colite distal Sim
CAPR 0306488K F 53 Colite esq N&o
INO 0340223D F 54 Pancolite Nao
MME 0580805A M 29 Pancolite N&o
MNAR 00834321 F 48 Pancolite N&o
NRP 0312624F M 42 Pancolite N&o
EDP 0495246J M 34 Pancolite N&o
JCGA 0582941A M 62 Pancolite N&o
APSL 0644643G F 29 Pancolite Nao
SDBB 0534626A F 46 Colite distal N&o

F = feminino, M = masculino.
Colite esq = colite esquerda

*Usando azatioprina ha mais de 3 meses e/ou corticéide sistémico

Registro € o nimero do paciente no Hospital das Clinicas
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O grupo com neoplasia colo-retal incluiu 14 pacientes em seguimento no HC,
sob responsabilidade da disciplina de Proctologia do Departamento de Cirurgia e
Anatomia da FMRP-USP e que sofreram cirurgia para retirada do tumor, entre janeiro e
maio de 2004. Destes, 9 (64,3%) eram do sexo masculino, com idades entre 37 e 89
anos, média de 62,5 anos e 5 (35,7%) eram do sexo feminino, com idade entre 72 e 84
anos, com media de 75,2 anos. Os dados pessoais e clinicos dos pacientes deste grupo

encontram-se apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Dados pessoais e clinicos do grupo dos pacientes com neoplasia colo-retal.

Paciente Registro Género| Idade Diagnéstico
IK 0682570B M 37 Adenocarcinoma de célon
JMO 0649595B M 60 Adenocarcinoma de reto-sigméide
ACS 0543378F M 56 Adenocarcinoma recidivado reto
RGC 0433941K M 62 Adenocarcinoma de reto
AM 0265719F M 89 Adenocarcinoma de reto
MASCB 0683818F F 74 Adenocarcinoma de reto
ATM 0668456J F 69 Adenocarcinoma retossigméide
Adenoma tubular com displasia de
MFM 0092255G F 84 alto grau
MCFM 0691055K F 72 Adenocarcinoma de cdlon
AM 0530248G M 82 Adenocarcinoma de reto
FGF 0473295G M 64 Adenocarcinoma de cdlon
MJC 0056160F F 69 Adenocarcinoma de reto
JMG 0687493E M 74 Adenocarcinoma de reto
MP 0692345H M 38 Adenocarcinoma de célon

e F =Feminino e M = Masculino
e Registro é o numero do paciente no Hospital das Clinicas
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Do grupo de pacientes-controle, participaram 12 individuos em seguimento nos
ambulatorios da Divisdo de Gastroenterologia do Departamento de Clinica Médica da
FMRP-USP. Eram pacientes com alteracdes do habito intestinal, submetidos a
retosigmoidoscopia, onde os resultados desse exame, mais os dados da avaliacéo
clinica e laboratorial excluiram doenca inflamatoria intestinal e neoplasias. Destes, 6
(50%) eram do sexo masculino com idade variando entre 35 e 58 anos, com média de
44,17% anos e 6 (50%) eram do sexo feminino com idade variando entre 28 e 65 anos,
com media de 48,17% anos. Os dados pessoais e clinicos dos pacientes deste grupo

encontram-se apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Dados pessoais e clinicos do grupo dos pacientes-controle.

Pacientes Registro Género| Idade Diagnostico
AMS 0521747K M 44 Doenca Hemorroidaria
TMG 0308070F F 49 Doenca Hemorroidaria
JSVS 0612214D F 55 Esquistossomose Hepatoesplénica
VL 0603684A M 39 Diarréia Cronica Intermitente (alcool)
MJAR 0621860A M 38 Fissura Anal
IPS 0626223 M 58 Doenca Hemorroidaria
RBSA 0588929B F 45 Diarréia Funcional
LCC 0630909E M 35 Intoleréncia a Lactose
Doenca Hemorroidaria e Sindrome do
EJO 0639868B F 28 Intestino Irritavel
JCS 0315479A M 51 Diarréia por Disautonomia Diabética
JTSM 0513909I F 65 | Incontinencia Fecal (Linfoma de Hodgkin
MAOM 0232413B F 47 Diarréia por Disautonomia Diabética

e F =Feminino e M = Masculino
e Registro é o numero do paciente no Hospital das Clinicas
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Participaram do estudo apenas os pacientes que concordaram, assinando um
termo de consentimento apd0s esclarecimento sobre os procedimentos a que seriam
submetidos, conforme protocolo aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital das

Clinicas da FMRP-USP (HCRP n® 3285/2002 e n® 1902/2002).

3.2 Coleta de amostras clinicas e preparo do material

Foram coletadas amostras de sangue total, num volume médio de 5mL, por
puncdo em veia braquial, utilizando metodologia de vacuo, em tubos contendo ETDA.
Essas amostras tiveram seus polimorfonucleares separados pelo uso de dextrana a 2%,
visando a extracdo do material gendmico destas células. Para tanto, o sangue total foi
transferido para tubo coénico de 15 mL visando a separacdo do creme leucocitario. Para
tanto, adicionou-se 1,5 mL de dextrana 2%, incubou-se a 37° C por 1 hora (h) e
coletaram-se 0s leucdcitos presentes no sobrenadante com pipeta Pasteur. Este
sobrenadante foi lavado por duas vezes com 10 mL de PBS (8 g de NaCl, 0,2 g de KClI,
1,44 g de Na,HPOy,, 0,24 g de KH,PO,4 em volume de 1L de agua, com pH 7.4), em tubo
conico de 15 mL, alternando lavagens e centrifugacdées a 3000 rpm, por 7 minutos (min).
Ao final, o precipitado contendo as células leucocitarias foi suspenso em 200 uL de
solugéo tampao de lise (900mL de H,O + 7,7g de NH,CL 0,16M + 100mL de H,O + 2,069
de tris 0,17M) e, a seguir, foi submetido a extracdo do DNA por método de coluna de
troca idnica.

Os materiais de tecido entérico do grupo dos pacientes com RCU, bem como

dos pacientes-controle, foram coletados do reto durante exame endoscoépico
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(retosigmoidoscopia). O material dos pacientes com neoplasia colo-retal foi colhido
durante a cirurgia para a retirada do tumor.

Para encontro do genoma de CMV, os fragmentos de tecidos biopsiados foram
acondicionados em tubos contendo soro fisioldgico, que foram levados ao laboratorio em

banho de gelo, sendo imediatamente processados para a extragdo do material genético.

3.3. Extragédo do DNA

Para extracdo do DNA leucocitario utilizou-se coluna de troca ibnica da marca
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Alemanha), seguindo-se as recomendagfes do
fabricante.

Os materiais de biépsia foram congelados em nitrogénio liquido e, em seguida,
triturados em gral e pistilo. Para extracdo do DNA, foi utilizado o método por
fenol/cloroféormio (SAMBROOK et al, 1989). Assim, depois de macerado, o material foi
diluido em 500uL de solucédo tampao de lise (900mL de H,O + 7,7g de NH,CL 0,16M +
100mL de H,O + 2,06g de Tris 0,17M) e 5uL de proteinase K foram adicionados; entéo,
incubou-se a mistura por 2 h, a 55°C. Adicionaram-se 500uL de fenol e a mistura foi
centrifugada por 2 min a 13000 rpm. O sobrenadante foi retirado e nele adicionaram-se
500uL de cloroférmio, misturou-se e centrifugou-se por 2 min, a 13000 rpm. Retirou-se
novamente o sobrenadante e foram adicionados 25% do seu volume total com uma
solucéo de acetato de sodio (3M pH 7.0 — 8.0), incluindo, também, 3 vezes este volume
total, com etanol a 100%, gelado.

A mistura foi incubada a - 70°C overnight e depois centrifugada a 4°C por 30

min, a 13000 rpm. Removeu-se 0 sobrenadante e o precipitado foi centrifugado por duas
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vezes com etanol a 70%, a 13000 rpm por 3 min. Em seguida, o material foi secado em
aparelho speed vac, por 5 min e entdo ressuspenso em 500uL de agua tratada com

dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma, USA).

3.4. PCR e nested-PCR

Esta técnica vem sendo utilizada ha véarios anos na Unidade Multidepartamental
de Pesquisa em Virologia, FMRP-USP, onde se realizou este trabalho (AQUINO et al,
1998; YAMAMOTO et al, 1998; AQUINO et al, 2000; CUNHA et al, 2001; MARIN et al,
2001; YAMAMOTO et al, 2001). O extrato de DNA leucocitario, bem como aquele
oriundo do tecido entérico, foi submetido a PCR visando a detec¢éo do genoma de CMV.
Para tanto, preparou-se uma mistura de reagao contendo: 1 ug do DNA da amostra
clinica, 50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI (pH 9), 3 mM de MgCl,, 50 um de cada
dNTPs, e 0,3 uM do par de primers gB1 e gB2 mostrados na Tabela 4, em volume final
de 50 uL completado com agua DEPC. A mistura foi submetida a 95°C, por 3 min, em
ciclador térmico (Techne, Inglaterra) e, logo apds, com temperatura reduzida para 80°C,
acrescentou-se uma unidade de Taq DNA polimerase (Gibco, USA). Em seguida, foram
realizados 15 ciclos de 60 segundos (seg) a 94°C, 120 seg a 65°C e 120 seg a 72°C,
seguidos por mais 30 ciclos de 60 seg a 94°C, 90 seg a 55°C e 120 seg a 72°C, incluindo
ao final uma extensdo de 3 min a 72°C. A mistura de reacio foi submetida a eletroforese
em gel de agarose a 2% tratado com brometo de etideo e os amplicons apresentando
296 pares de base (pb) foram visualizados como bandas a luz ultravioleta. O tamanho
das bandas foi determinado por comparacdo com marcador para peso molecular com

escada de 100 pares de bases (pb) (Amersham pharmacia, USA).
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Uma nested-PCR com os primers internos gBN1 e gBN2, mostrados na Tabela
5, foi realizada visando aumentar a sensibilidade do teste. A mistura de reacdo da
nested-PCR, preparada como descrito para a PCR, foi submetida a 30 ciclos de 60 seg a
95°C, 60 seg a 65°C e 180 seg a 72°C. Os produtos desta nested-PCR, com 100pb,
foram observados como antes descrito.

Realizou-se, também, uma PCR com primers para a B-globina humana, visando
detectar nas amostras clinicas, resultados falso-negativos eventualmente causados por
problemas na purificacdo do DNA, ou pela presenca de inibidores da Taq DNA
polimerase. As sequéncias destes primers sdo mostradas na Tabela 6 (GREER, 1990). A
mistura de reacdo da PCR para a p-globina foi preparada como descrito para a PCR de
CMV sendo submetida a 40 ciclos de 60 seg a 95°C, 60 seg a 55°C, 120 sega 72°C e 5
min a 72°C para extensao. Os produtos desta PCR para B-globina, com 536pb, foram

observados como antes descrito.

Tabela 4: Sequéncia dos primers utilizados na PCR que evidencia amplicon do gene gB
de CMV com 296 pb.

Primers Sequéncia Localizagcdo no genoma do CMV
GB1 5' GAAACGCGCGGCAATCGG 3 81874 a 81891
GB2 5" TGGAACTGGAACGTTTGGC 3 82158 a 82176

Tabela 5: Sequéncia dos primers internos utilizados na nested-PCR que evidencia o
amplicon interno do gene gB de CMV com 100pb.

Primers internos Seqiiéncia Localizacdo no genoma do CMV

GBnl 5" GCGCCGTTGATCCACACACC 3] 81960 a 81979

GBn2 5" TACGCCCAGCTGCAGTTCAC 3’ 82036 a 82055
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Tabela 6. Sequéncia dos primers utilizados na PCR que evidencia amplicon da B-globina
com 536 pb.

Primers B-globina Sequéncia
KM29 5" GGTTGGCCAATCTACTCCCAGG 3
RS42 5'GCTCACTCAGTGTGGCAAAG 3

3.5. Deteccéao antigénica de CMV em cortes de tecido entérico

As biépsias de tecido entérico obtidas do grupo de pacientes com RCU e do
grupo dos pacientes-controle foram analisadas no Departamento de Patologia da FMRP-
USP. Para tanto, os antigenos de CMV foram visualizados apds coloragédo
imunohistoquimica utilizando anticorpos monoclonais contra CMV.

O material coletado de tecido entérico dos pacientes com neoplasia colo-retal
foram incluidos na resina histologica Tissue-tek (Jung Tissue Freezing Medium,
Alemanha), congelados em nitrogénio liquido e armazenados a —70°C, até a realizacdo
dos cortes histologicos. Em seguida, utilizando micrétomo, obtiveram-se cortes de 10 um
destes tecidos, que foram fixados sobre laminas de microscopio, por 10 min, em acetona
gelada, a temperatura de -20°C. Para a deteccdo dos antigenos de CMV, as laminas
contendo os cortes foram fixadas em acetona, por 5 min e lavadas em PBS, por 5 min.
Em seguida, as laminas foram incubadas por 45 min, a 37°C, com 50 uL do anticorpo
monoclonal, que identifica a proteina pp65 de CMV (Clonab, Biotest, Alemanha). A
seguir, apos lavagem por 3 vezes com PBS, adicionaram-se 50 uL de um conjugado de
imunoglobulina anti-IgG de camundongo com peroxidase (Sigma, USA), sendo o material
incubado por 45 min, a 37°C. Em continuacado, as laminas foram lavadas por 3 vezes

com PBS, durante 5 min, secadas e incubadas por 8 min, em camara escura, com 0
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substrato de peroxidase AEC (3-Amino-4-Etilcarbazol, Sigma), contendo, também, 1uL
de H,0,. Este substrato, quando oxidado na presenca de antigeno de CMV, oferece
coloracéo acastanhada tipica. As laminas foram transferidas para cuba contendo solucéo
tampao acetato (para interromper a acao da peroxidase-endogena), por 10 min, lavadas
com agua destilada por 3 vezes, durante 5 min e coradas com hematoxilina de Mayer,
durante 15 seg. Finalmente, as laminas foram lavadas em agua corrente, para remover
excesso de corante e montadas com glicerina e laminula. A leitura do teste foi realizada
em microscopio 6ptico comum, buscando no tecido por células contendo nucleo ou
membrana perinuclear corados em vermelho amarronzado. Todas as leituras foram feitas

desconhecendo-se a procedéncia da amostra.

3.6. Analise estatistica dos dados

Para a analise dos dados e comparagcdo entre 0os grupos de pacientes
estudados quanto as proporgdes de resultados positivos para CMV foi utilizado o teste
exato de Fisher, considerando haver associacdo quando p< 0.05 (BAYLEY, 1959). Os

calculos foram feitos com auxilio do programa de computador GraphPad (InStat, USA).
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4. Resultados

4.1. Grupo de pacientes-controle

4.1.1 PCR/nested-PCR para CMV

Entre as amostras de sangue dos pacientes-controle, 7 (58,33%) delas tiveram
amplicons do genoma de CMV visualizados na PCR e, em seguida, isso foi confirmado
na nested-PCR. Todas as amostras negativas na PCR para CMV apresentaram
resultados positivos quando testadas para p-globina, o que excluia possibilidade de
resultados falso negativos.

Nos tecidos dos 12 pacientes-controle, 5 (41,7%) tiveram CMV detectado por PCR
e nested-PCR. Estes resultados sao ilustrados nas figuras 7 e 8. Todas as amostras
negativas para CMV apresentaram resultados positivos para p-globina (Figura 9). Os

resultados dos pacientes deste grupo encontram-se apresentados na Tabela 7.

1 2 3 4 5 6 7

i |

296pb
--’--—--

Figura 7. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na PCR para CMV
processando tecido entérico dos pacientes-controle. Nas colunas enumeradas de 2 a 6
observam-se bandas de 296pb. Nas colunas 1 e 7 encontram-se 0s controles positivo e
negativo (dgua), respectivamente; na coluna M encontra-se marcador molecular de 100
pares de bases.
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Figura 8. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na nested-PCR para
CMV processando tecido entérico dos pacientes-controle. Nas colunas enumeradas de 2
a 6 observam-se bandas de 100pb. Nas colunas 1 e 7 encontram-se 0s controles positivo
e negativo (aAgua), respectivamente; na coluna M encontra-se marcador molecular de 100
pares de bases.
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Figura 9. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na PCR para - globina
nas amostras de bidpsia negativas para CMV. Nas colunas enumeradas de 2 a 8
observam-se bandas de 536pb. Nas colunas 1 e 9 encontram-se 0s controles positivo e
negativo (agua), respectivamente; na coluna M o marcador molecular de 100 pares de
bases.

Analisando a positividade para CMV encontrada no tecido entérico e no sangue do
grupo dos pacientes-controle, verificou-se que 66,7% (8/12) dos casos foram positivos
em pelo menos uma das amostras, sendo que 4 individuos foram positivos tanto no

tecido como no sangue, 3 individuos foram positivos no sangue e negativos no tecido,
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um individuo foi positivo no tecido e negativo no sangue, e 4 foram negativos em ambas

as amostras clinicas (Tabela 7).

Tabela 7. Resultados obtidos na PCR, nested-PCR e imunohistoquimica nas amostras
dos pacientes-controle.

PCRCMV | PCRCMV | Imunochistoquimica
Pacientes sangue bidpsia bidpsia

AMS Neg Pos Pos
T™MG Pos Pos Pos
JSVS Neg Neg Neg
VL Neg Neg Neg
MJAR Pos Pos Pos
IPS Pos Neg Neg
RBSA Pos Neg Neg
LCC Pos Pos Pos
EJO Neg Neg Neg
JCS Pos Pos Pos
JTSM Neg Neg Neg
MAOM Pos Neg Neg

e Pos = positivo e Neg = negativo
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4.2. Grupo de pacientes com RCU

4.2.1 PCR / nested-PCR para CMV

Dentre as 21 amostras de sangue dos pacientes com RCU, 14 (70%) tiveram
amplicons do genoma de CMV detectados em ambos os testes. A amostra do sangue de
um paciente (MMB) ndo apresentou banda especifica quando submetida ao teste para -

globina. Esta amostra foi considerada falso-negativa e eliminada do trabalho (Figura 10).

M
596pb !
-~

1 2 3 4 56 7 8 9

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na PCR para -
globina das amostras de sangue negativas para CMV. Nas colunas enumeradas de 3 a 8
observam-se bandas de 536pb. Este amplicon ndo é observado na coluna 2 o que
sugere que o resultado da PCR para CMV seja um falso negativo. Nas colunas 1 e 9
encontram-se 0s controles positivo e negativo (agua), respectivamente; na coluna M o
marcador molecular de 100 pares de bases.

Dentre as 21 amostras de tecido entérico, em 11 (52,4%) detectou-se genoma de
CMV por PCR e nested-PCR (Figuras 11 e 12). Todas as amostras negativas testadas
apresentaram bandas especificas para -globina afastando resultados falso-negativo. Os

resultados do grupo de pacientes com RCU estao apresentados na Tabela 8.
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na PCR para CMV
processando tecido entérico dos pacientes com RCU. Nas colunas enumeradas de 2 a
12 observam-se bandas de 296pb. Nas colunas 1 e 13 encontram-se 0s controles,
positivo e negativo (agua), respectivamente; na coluna M encontra-se o marcador
molecular de 100 pares de bases.
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na nested-PCR para
CMV processando tecido entérico dos pacientes com RCU. Nas colunas enumeradas de
2 a 12 observam-se bandas de 100pb. Nas colunas 1 e 13 encontram-se 0s controles
positivo e negativo (agua), respectivamente; na coluna M encontra-se o marcador
molecular de 100 pares de bases.

Analisando a positividade para CMV encontrada no tecido entérico e no sangue do
grupo dos pacientes com RCU, verificou-se que 76,2% (16/21) dos casos foram positivos
em pelo menos uma das amostras, sendo que 8 individuos foram positivos tanto no

tecido como no sangue, 4 individuos foram positivos no sangue e negativos no tecido, 4
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individuos foram positivos no tecido e negativos no sangue, 4 foram negativos em ambas

as amostras clinicas e um paciente (MMB) foi negativo somente no tecido, sendo o

resultado da amostra de sangue excluido das analises.

Tabela 8. Resultados obtidos na PCR, nested-PCR e imunohistoquimica nas

dos pacientes-controle.

PCRCMV | PCRCMV | Imunohistoquimica
Paciente sangue biépsia biépsia

MMB | - Neg Neg
DPP Pos Pos Pos
JM Neg Pos Pos
EAA Pos Pos Pos
CDLS Neg Pos Pos
EMR Pos Pos Pos
BR Pos Pos Pos
ELZ Pos Pos Pos
MHLC Pos Pos Pos
ACS Neg Pos Pos
JDF Pos Neg Pos
JLS Pos Pos Pos
CAPR Neg Neg Neg
INO Pos Neg Neg
MME Neg Neg Neg
MNAR Pos Neg Neg
NRP Pos Neg Neg
EDP Pos Neg Neg
JCGA Pos Pos Pos
APSL Neg Neg Neg
SDBB Pos Neg Neg

Pos = positivo, Neg = negativo.

amostras
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Dos 21 pacientes do grupo com RCU, 7 (33,3%) estavam em tratamento com
drogas imunossupressoras. Dentre 0s pacientes possivelmente imunossuprimidos,
71,4% (5/7), tiveram genoma de CMV detectado em tecido entérico, 0 que ocorreu em
somente 42,9% (6/14) dos casos considerados como nao suprimidos (Figura 13). No
entanto, a diferenca entre imunossuprimidos e pacientes ndo imunossuprimidos nao foi

estatisticamente significante (p = 0,3615).

(8)
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(2) O Positivos CMV
2
0 ‘

Imunossuprimido N&o
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Figura 13. Positividade para CMV nos subgrupos de pacientes com RCU considerados
imunossuprimidos e ndo imunossuprimidos. Comparando as taxas de positividade entre
estes dois grupos obteve-se diferenca néo significativa (P=0,3615).



38

4.2.2. Imunohistoquimica das amostras de tecido entérico do grupo
dos pacientes com RCU

Dentre as 21 amostras de tecido entérico proveniente dos pacientes com RCU
analisadas por imunohistoquimica, 12 (57,1%) apresentaram positividade para antigenos
especificos de CMV (Figura 14). Comparando estes resultados com os obtidos na PCR
(11 positivos), observou-se que foram positivos 0s mesmos pacientes, com excecao de

um (JLS), como mostra a Tabela 8.

Figura 14. Fotomicrografias representativas do estudo imunohistoquimico para CMV no
tecido entérico do grupo dos pacientes com RCU. Em A e B, ha auséncia de
imunomarcacao para CMV (200 e 400 X), enquanto que em C e D ha imunomarcacao
positiva para CMV (200 e 400 X).
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4.3. Grupo de pacientes com Neoplasia Colo-Retal
4.3.1 PCR/nested-PCR para CMV

Dentre as amostras de sangue dos 14 pacientes do grupo com neoplasia colo-
retal, 9 (64,3%) tiveram amplicons do genoma do CMV detectados em ambos os testes.
O teste para B-globina apresentou bandas especificas em todas as amostras negativas
testadas, desconsiderando a possibilidade de resultados falso-negativos.

Nas amostras de tecido entérico, somente 2 (14,3%) de 14 pacientes
apresentaram positividade para CMV na PCR e nested-PCR (Figuras 15 e 16). Assim
como nas amostras de sangue o teste para B-globina nos tecidos entéricos apresentou
resultados positivos. Os resultados individuais obtidos nesse grupo de pacientes com

neoplasia colo-retal estdo apresentados na Tabela 9.

1 2 3 4

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na PCR para CMV
processando tecido entérico dos pacientes com neoplasia colo-retal. Nas colunas
enumeradas 2 e 3 observam-se bandas de 296pb. Nas colunas 1 e 4 encontram-se 0s
controles positivo e negativo (agua), respectivamente; na coluna M encontra-se o
marcador molecular de 100 pares de bases.
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Figura 16. Eletroforese em gel de agarose dos amplicons obtidos na nested-PCR para
CMV processando tecido entérico dos pacientes com neoplasia colo-retal. Nas colunas
enumeradas 2 e 3 observam-se bandas de 100pb. Nas colunas 1 e 4 encontram-se 0s
controles positivo e negativo (agua), respectivamente; na coluna M encontra-se 0
marcador molecular de 100 pares de bases.

Analisando a positividade para CMV encontrada no tecido entérico e no sangue do
grupo dos pacientes com neoplasia colo-retal verificou-se que em 64,2% (9/14) dos
casos obteve-se positividade em pelo menos uma das amostras testadas. Observou-se
que 2 individuos foram positivos tanto no tecido como no sangue, 7 individuos foram
positivos no sangue e negativos no tecido e 5 foram negativos em ambas as amostras

clinicas.
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Tabela 9. Resultados obtidos na PCR, nested-PCR e imunohistoquimica nas amostras
dos pacientes-controle.

PCRCMV | PCR CMV| Imunohistoquimica

Paciente sangue biépsia biépsia
IK Neg Neg Neg
JMO Pos Pos Neg
ACS Pos Neg Neg
RGC Pos Neg Neg
AM Neg Neg Neg
MASCB Pos Neg Neg
ATM Neg Neg Neg
MEM Pos Neg Neg
MCFM Pos Pos Neg
AM Pos Neg Neg
FGF Pos Neg Neg
MJC Neg Neg Neg
JMG Neg Neg Neg
MP Pos Neg Neg

e Pos = positivo e Neg = negativo
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4.3.2. Imunohistoquimica da amostras de tecido entérico do grupo de

pacientes com neoplasia colo-retal

O genoma dos CMV ndao foi detectado por imunohistoquimica no tecido

entérico em nenhum dos integrantes do grupo de pacientes com neoplasia colo-retal.

Figura 17. Fotomicrografias representativas do estudo imunohistoquimico para CMV no
tecido entérico do grupo dos pacientes com neoplasia colo-retal. Em A e B controle
positivo (leucécitos) (200 e 400 X). Enquanto que em C e D pacientes negativos para
CMV (200 e 400 X).
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4.4. Andlise comparativa dos resultados observados nos trés grupos

Analisando a positividade para CMV obtida por meio da PCR e/ou da
imunohistoquimica obtiveram 16 (76,2%) amostras positivas em tecido entérico e/ou
sangue no grupo dos pacientes com RCU dentre 21 casos e 8 (66,7%) amostras
positivas no grupo dos 12 pacientes-controle. A diferenca entre essas proporcdes

(Figura 18) nao foi estatisticamente significante (p=0,6905).

20 (16)
15
10| (8) @ Positivo CMV
@ Negativo CMV
5,
0

RCU Controle
Figura 18. Positividade para CMV na PCR e/ou imunohistoquimica em amostras
provenientes do grupo dos pacientes com RCU e do grupo dos pacientes-controle. Nao
houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos (P=0,6905).
Levando em conta apenas os resultados obtidos no tecido entérico, por PCR e/ou
imunohistoquimica, observaram-se 12 (57,1%) pacientes positivos para CMV no grupo
dos pacientes com RCU e 5 (41,7%) pacientes positivos no grupo dos pacientes-

controle (Figura 19). A diferenga entre estas propor¢cdes ndo se mostrou significante

(p=0,4813).
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Figura 19. Positividade para CMV na PCR e/ou imunohistoquimica em amostras de
tecido entérico do grupo dos pacientes com RCU e do grupo dos pacientes-controle.
N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos (P=0,4813).

No grupo dos 14 pacientes com neoplasia colo-retal 9 (64,3%) foram positivos
para CMV (Figura 20) sendo que esta taxa de positividade ndo foi significativamente

diferente (p=1,0) a observada entre os pacientes-controle.

w0 | O

o Positivo CMV
O Negativo CMV

Neoplasia Controle
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Figura 20. Positividade para CMV na PCR e/ou imunohistoquimica em amostras
provenientes do grupo dos pacientes com cancer colo-retal e do grupo dos pacientes-
controle. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos
(P=1,0).

Do mesmo modo, considerando apenas os resultados obtidos no tecido entérico
nos pacientes do grupo com neoplasia colo-retal, observou-se que apenas 2 (14,3%)
foram positivos para CMV (Figura 21). Esta pequena positividade, quando comparada a
obtida nos pacientes-controle (41,7%) nao resultou, porém, em diferenca

estatisticamente significante (p=0,1904).

(12)
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Figura 21. Positividade para CMV na PCR e/ou imunohistoquimica em amostras de
tecido entérico do grupo dos pacientes com cancer colo-retal e do grupo dos pacientes-
controle. Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos
(P=0,1904).
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Discussdo
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5. Discussao

Ao longo dos dultimos anos, tém sido cada vez mais observadas lesdes
gastrintestinais causadas por CMV, devido ao aumento numérico de pacientes com
imunodeficiéncia, como a da AIDS, ou imunodepressdes pelo amplo uso de drogas
supressoras da imunidade (WADA et al, 2003).

Varios autores tém sugerido uma associacdo entre infeccdo por CMV e RCU
(ORVAR, 1993, ALCALA et al, 2000). O primeiro relato desta associacao foi feito por
Powell et al, em 1961. No entanto, estudos relacionando infec¢cdo por CMV e RCU s6
foram retomados na década de 80, o que se deve, provavelmente aos progressos nos
métodos diagnosticos da citomegalovirose (TAKAHASHI et al, 2004).

Nos ultimos anos, a técnica de PCR tem se mostrado uma ferramenta de
grande valor em virologia, pela sua capacidade de detectar pequenas quantidades do
DNA viral em espécimes clinicos. Esta técnica vem sendo amplamente utilizada no
diagnéstico da citomegalovirose, buscando detectar a viremia, que tem sido
reconhecida como o maior fator de risco para instalagdo e progressdo de doenca
(BOWEN et al, 1997; SHINKAI et al, 1997; SPECTOR et al, 1999; YAMAMOTO et al,
1999).

A PCR para CMV é método considerado muito sensivel na detec¢do da
presenca viral em tecidos e leucdcitos do sangue periférico (PELLEGRIN et al, 1999).
Este método, que foi utilizado no presente trabalho, j& vem sendo utilizado no nosso
laboratério ha mais de uma década, tendo se prestado ao processamento da urina de

criancas (YAMAMOTO et al, 1999), do sangue de transplantados renais (AQUINO et al,
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2000) e do sangue e tecidos de individuos com AIDS (CUNHA et al, 2001), sempre com
resultados especificos e reprodutiveis.

Neste trabalho, foi feito o processamento, pela PCR para CMV, de amostras de
leucdcitos do sangue periférico e de tecido entérico de pacientes com RCU, neoplasia
colo-retal e pacientes-controle. Os primers utilizados geraram amplicons Unicos e com
296 pares de bases, sugerindo uma alta especificidade da técnica. Além disso, para
confirmacado definitiva da deteccdo do genoma viral, as amostras positivas pela PCR
para CMV foram submetidas a uma nested-PCR, cujos amplicons apresentaram-se
anicos e com 100 pares de bases, o que exclui qualquer tipo de contaminacéo durante
as reacoes de PCR.

A alta sensibilidade da amplificacdo pela PCR de CMV faz com que esta
técnica tenha limitagbes no diagnostico da infeccdo por CMV e na doenca
citomegalovirose (DELGADO et al, 1992). Portanto, nem sempre o encontro do DNA
viral na amostra clinica é suficiente para confirmar o CMV como agente causal da
doenca, visto que, em alguns casos, estes virus, mesmo em pequenas quantidades e
em estado de laténcia, poderiam ter genoma amplificado pela PCR (ZIPETO et al,
1992).

Ja a deteccdo de antigenos especificos de CMV em células e tecidos, por
imunohistoquimica, pode indicar a replicacdo do virus quando se coram antigenos
precoces presentes no inicio da infeccao viral (GOODGAME, 1993). Altos niveis de
antigenos sdo frequentemente encontrados em pacientes com doenca por CMV e
baixos niveis podem estar relacionados a infeccbfes assintomaticas. Assim, a
imunohistoquimica tem sido utilizada para monitorar a infeccao e o tratamento antiviral,

em pacientes imunocomprometidos (LANDOLFO et al, 2003).
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Embora se tenha estudado, em varias publicacdes, a associacdo de infeccao
por CMV com RCU, poucos trabalhos visaram quantificar a freqiéncia desta
associacao.

No presente estudo, buscando pela presenca de CMV, utilizou-se as técnicas
de imunohistoquimica e PCR. Quanto a deteccdo de CMV, a imunohistoquimica e a
PCR mostraram-se igualmente sensiveis. Todos 0s participantes positivos tiveram CMV
detectado por ambos os métodos, com excecdo de um, em que a presenca viral foi
detectada apenas por imunohistoquimica. Este fato € curioso porque a PCR, por ser
capaz de amplificar quantidades infimas de DNA, € considerada mais sensivel que a
imunohistoquimica. No entanto, nossos resultados, avaliados globalmente, mostram
gue ambos os métodos foram adequados para deteccdo de CMV.

Analisando as amostras que tiveram CMV detectado no sangue e no tecido
entérico, observou-se, tanto no grupo de pacientes com RCU como no grupo de
pacientes-controle, maior positividade nas amostras de sangue (70%). Tal fato era
esperado, ja que os CMV se encontram em estado latente nos leucdcitos circulantes,
em individuos previamente infectados, mas sem manifestacdes de doenca (SINCLAIR
et al 1994; PASS, 2001 e LANDOLFO et al, 2003). Alguns pacientes foram positivos
somente no tecido entérico, apresentando-se negativos no sangue, 0 que sugere a
ocorréncia de infeccéo viral local e ndo sistémica.

Nos pacientes do grupo com RCU considerados imunossuprimidos, 71,4% (5
de 7) tinham CMYV infectando o tecido entérico, enquanto que isto ocorreu em 42,8% (6
de 14) dos pacientes ndo imunossuprimidos. Esta freqiiéncia maior de acometimento
entérico nos imunossuprimidos € facilmente explicavel j4 que a queda da imunidade

celular propicia que o virus, mesmo quando previamente latente, inicie seu processo
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replicativo ao nivel do tecido. Alguns autores estabelecem que os glicocorticoides
podem induzir reativacdo da infeccdo latente por CMV, e propbde que estes virus
possam entdo, ser responsaveis pela piora da RCU, em alguns casos resistentes ao
tratamento (ALCALA et al, 2000). Ressaltamos que, empiricamente, se fosse possivel
estudar uma casuistica 3 vezes maior e obtivéssemos proporcionalmente estes
mesmos resultados, a diferenca de positividade entre imunossuprimidos e nao
imunossuprimidos com RCU seria significante, ou seja, indicaria que a citomegalovirose
entérica seria mais freqiente entre os imunossuprimidos. Sabendo que a maioria dos
relatos de casos de infeccdo por CMV em pacientes com RCU ocorre entre 0s
resistentes ao tratamento com corticosteroides, a citomegalovirose entérica poderia ser
consequéncia do tratamento da RCU e ndo causa da doenca, embora pudesse levar,
por si, a lesdes na mucosa intestinal (BERK, 1995; VEGA, 1999; PFAU, 2001; WADA,
2003 E TAKAHASHI, 2004).

O presente estudo, diferentemente dos realizados previamente, incluiu um
grupo de pacientes-controle, sem doenca intestinal inflamatéria. O grupo de pacientes-
controle também apresentou alta freqtiéncia de infeccdo por CMV (66,7%) evidenciando
a alta prevaléncia da citomegalovirose em nossa populacdo, o que dificulta a pesquisa
por uma eventual associacédo entre CMV e RCU.

Quando analisados sangue e/ou tecido entérico, o genoma de CMV foi
detectado em 76,2% (16 de 21) dos pacientes com RCU e em 66,7% (8 de 12) dos
pacientes-controle. Portanto, observou-se positividade apenas um pouco maior nos
pacientes com RCU. Estes resultados tornam dificil que se estabeleca associacao entre

citomegalovirose e RCU.
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A maioria dos trabalhos publicados sobre a associacdo entre CMV e RCU
observaram a presenca de CMV em pacientes com RCU aguda e grave, sendo que
grande parte dos casos relatados ndo responderam aos corticosteroides e tiveram que
sofrer cirurgia para retirada do colon (COOPER et al, 1977, GOODMAN et al, 1979;
BERK, 1985; EYRE-BROOK et al, 1986; DIEPERSLOOT et al, 1990; VEGA, 1999;
PFAU et al, 2001; COTTONE et al, 2001; WADA et al, 2003 e TAKAHASHI et al, 2004).
Os casos de RCU participantes do presente estudo estavam em seguimento e
tratamento ambulatorial, em condicdes estéreis de controle da doenca. Nenhum deles
teve necessidade de internacéo para compensar a doenca, o que diferencia este estudo
dos trabalhos citados quanto a gravidade dos participantes. De qualquer forma, os
trabalhos antes citados mostraram a presenca de CMV nos pacientes com RCU em
estado grave, porém sem poder esclarecer se o virus foi fator causal para a doenca ou,
apenas um complicante adquirido durante a evolucédo e consequiiente a desnutricdo ou
ao tratamento imunossupressor.

As amostras de tecido entérico do grupo de pacientes com RCU tiveram
positividade de 57,1% (12 de 21) para CMV. Esta foi mais elevada que a apresentada
pelo grupo de pacientes-controle (41,7% - 5 de 12). Observou-se, portanto tendéncia a
maior positividade para CMV no tecido entérico dos pacientes com RCU, mas
provavelmente, pelo pequeno tamanho de nossa casuistica, nao foi possivel
demonstrar diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos. Neste aspecto,
empiricamente, teria sido necessario estatisticamente uma casuistica 6 vezes maior,
obtendo-se resultados semelhantes aos apresentados, para que fosse observada uma
significancia estatistica. Portanto, nossos resultados ndo permitem confirmar

associacao entre presenca de CMV e RCU.
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Por outro lado, a possibilidade de haver participacdo dos CMV na RCU é
minimizada por alguns autores que sugerem estarem os CMV, mesmo latentes,
disseminados em praticamente todos os tecidos do organismo, incluindo o trato
gastrintestinal, como “espectadores” ndo patogénicos ou invasores secundarios. A
presenca de CMV em areas de inflamacao poderia refletir propenséo do virus a infectar
tecidos de crescimento granular, tais como as ulceras na RCU, ou invadir a mucosa
com inflamacé&o pré-existente, mas sem significancia patogénica na doenca inflamatoria
intestinal (GOODGAME, 1993; ROBEY et al, 1988 e PFAU et al, 2001). Células
mononucleares carregando o virus em sua fase latente poderiam concentrar o DNA
viral nos sitios de inflamacao, o que explicaria a presenca do virus detectado nos casos
de RCU, como presentes no tecido por transporte passivo em células inflamatorias
(ROSKELL et al, 1995).

Nos ultimos 30 anos, numerosos trabalhos relacionados a deteccdo do DNA
viral, RNA mensageiro e antigenos em tecidos tumorais, tem implicado os CMV na
etiologia de varias doencas neoplasicas, incluindo a do colo do Utero, a de préstata e,
principalmente, o céancer colo-retal (HARKINS et al, 2002; CINATL et al, 2004). A
hipotese de associacdo da infeccdo por CMV a neoplasia colo-retal foi retomada
recentemente, embora os trabalhos sobre o tema sejam conflitantes em suas
conclusdes, tém falhado em apresentar evidéncias da associacao ou tém questionado o
significado da presenca de CMV nestes tumores (KNOSEL et al, 2004; LAU et al 2004).

Sabe-se que a infeccdo por CMV, in vitro, é capaz de transformar células de
mamiferos, estimulando a sintese de acidos nucléicos e proteinas, ativando a
transcricdo de proto-oncogenes e modulando a expressdo de proteinas envolvidas nos

mecanismos celulares regulatérios, apoptoticos e angiogénicos (ALBRECHT et al,
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1973; GEDER et al, 1976; SPECTOR et al, 1984; GEIST et al, 1994; JAULT et al, 1995;
CINATL JR et al, 1996; BRESNAHAN et al, 1996; YUROCHKO et al, 1997; KIEFF et al,
1998; CASTILLO et al, 2000; SWANTON et al, 2000; KALEJA et al, 2003; KNOSEL et
al, 2004). Tais caracteristicas biolégicas situam os CMV como potenciais agentes
atuantes na patogénese da neoplasia colo-retal. Por outro lado, células neoplasicas
poderiam propiciar um ambiente genético apropriado para, também, utilizar o potencial
oncogénico do CMV, o qual ndo se manifesta em células normais. Trata-se da
oncomodulacéo, ou seja, da habilidade do virus em catalizar o processo oncogénico,
favorecendo o crescimento do tumor (CINATL et al, 2004).

No presente trabalho, o genoma de CMV foi detectado no sangue de 64,3% (9
de 14) dos pacientes e em 14,3% (2 de 14) das amostras de tecido entérico dos
pacientes com neoplasia colo-retal. Provavelmente, os CMV encontrar-se-iam em
estado latente em leucécitos do sangue periférico, da mesma maneira do que se supde
que tenha ocorrido no grupo de pacientes com RCU e nos pacientes-controle
(SINCLAIR et al 1994; PASS, 2001; LANDOLFO et al, 2003 e HUMMEL et al, 2002). E
importante destacar que nenhum dos pacientes com neoplasia colo-retal estava em
tratamento com drogas imunossupressoras para contencao da doenca, no momento da
coleta de material.

O genoma dos CMV foi detectado em 64,3% (9 de 14) das amostras de sangue
elou tecido entérico dos pacientes com neoplasia colo-retal e em 66,6% (8 de 12)
daquelas provenientes dos pacientes-controle. Estes resultados revelando propor¢cdes
praticamente iguais nos dois grupos contradizem aqueles observados em alguns
trabalhos, que relatam maior positividade de CMV em tecido tumoral de colon e reto

(HUANG et al, 1978; HASHIRO et al, 1979 e HARKINS et al, 2002).
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Nos pacientes com neoplasia colo-retal, a PCR mostrou-se mais sensivel que a
imunohistoquimica na deteccdo do CMV. Os antigenos de CMV nao foram detectados
por esta técnica em nenhum paciente. Esta observacdo nos faz conjeturar se o virus
poderia estar latente nas células do tecido entérico, ou nos leucocitos e macréfagos
contidos no local do tumor, ndo estando a se multiplicar e, portanto, ndo sintetizando
proteinas-antigeno.

Analisando o tecido entérico, observou-se a presenca de CMV em 14,3% dos
pacientes com neoplasia colo-retal e em 41,6% dos pacientes-controle. A positividade
para CMV nos pacientes com neoplasia colo-retal mostrou-se inferior a dos pacientes-
controle. Este resultado ndo apdia a possibilidade de uma associacdo entre
citomegalovirose e neoplasia colo-retal, Hart et al (1982) ndo encontraram, também,
associacao entre CMV e neoplasia colo-retal. Esses autores analisaram 14 bidpsias de
neoplasia colo-retal por hibridizacdo in situ e ndo encontraram RNAmM de CMV em
nenhuma delas. Nove destas amostras foram testadas por imunofluorescéncia para
antigenos de CMV, mas nenhum antigeno foi detectado. No recente estudo de Knosel
et al (2004), 77 espécimes de tumor colo-retal foram analisados por PCR e
imunohistoquimica, sendo que somente 4 amostras foram positivas na PCR para CMV
e nenhuma positividade foi observada por imunohistoquimica. Os resultados obtidos em
nosso estudo, portanto, vdo de encontro as observacgdes deste trabalho, bem como de
outros que obtiveram resultados semelhantes (BRICHACEK et al, 1980; LAU et al,
2004).

A divergéncia de resultados entre diferentes trabalhos sobre a possivel
associacdo entre a infeccdo por CMV e a neoplasia colo-retal sugere que o virus

poderia estar atuando como hit-and-run. Este mecanismo implica em que o0 virus
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poderia mediar transformacao celular com um ataque (hit) inicial e, mais tarde, a célula
manter-se-ia em estado transformado, mas ja sem moléculas virais (run). Embora o
conceito de transformacdo hit-and-run seja controverso, por muitos anos tem
permanecido como explicacao plausivel para transformacéo celular in vitro por CMV
(SHEN et al, 1997; DONIGER et al, 1999 e KNOSEL et al, 2004).

Em suma, com a casuistica aqui estudada foi possivel observar a presenca de
CMV em tecido entérico de pacientes com RCU, porém sem poder associar a virose a
esta doenca. Nestes pacientes foi possivel, também, observar maior freqiéncia de CMV
nos tecidos de pacientes em tratamento com drogas imunossupressoras, 0 que sugere
infeccdo viral secundaria, associada a eventual reducdo da imunidade. Estudos com
maior numero de pacientes seriam necessarios para confirmar definitivamente se este
virus ubiquo estaria associado a RCU. Por fim, os resultados obtidos sugerem que 0s

CMV néo estao associados a neoplasia colo-retal.
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Conclusoes
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6. Conclusoes

- O genoma de CMV foi detectado com maior freqiéncia no sangue que em tecido
entérico para os 3 grupos de pacientes estudados, provavelmente devido a ampla
distribuicdo desses virus na populagéo;

- A positividade de CMV no grupo de pacientes com RCU foi pouco maior que a
observada no grupo de pacientes-controle, mas sem significado estatistico. Portanto,
nao foi possivel demonstrar associacao entre esta infecgéo viral e RCU;

- No grupo de pacientes com neoplasia colo-retal, o genoma de CMV (em sangue
e/ou tecido entérico) foi encontrado em frequéncia (64,3%) semelhante a observada no
grupo de pacientes-controle (66,6%). Porém, no tecido entérico, detectou-se frequéncia
menor de CMV no grupo de pacientes com neoplasia colo-retal (14,3%) que no grupo
de pacientes-controle (41,6%), o que indica auséncia de associagao entre neoplasia
colo-retal e CMV;,

- A imunohistoquimica apresentou alta sensibilidade na deteccdo de CMV no
grupo de pacientes com RCU, mostrando que estes virus estariam em estado
replicativo nestes pacientes. Ja nos pacientes com neoplasia colo-retal a
imunohistoquimica ndo detectou antigenos dos CMV, diferentemente da PCR. Desta
forma, os CMV poderiam estar em estado latente nas células do tecido entérico destes

pacientes.
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Medicina
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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