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RESUMO

OBJETIVO: Investigar a presenca do papiloma virus humano no adenocarcinoma de colon
e reto. METODOS: Setenta e dois pacientes com adenocarcinoma de célon e reto foram
analisados. Foram coletadas duas amostras de cada paciente: uma amostra do tumor e outra
de mucosa ndo neoplasica distante 15 cm do tumor. Como grupo de controle, também
foram estudadas amostras de mucosa de quinze pacientes sem cancer colorretal. Os tecidos
foram analisados por “auto nested” PCR usando o primer consensus GP5+/GP6+. Dois
primers especificos para regido E6 dos HPV 16 ¢ HPV 18 também foram utilizados.
RESULTADOS: O DNA do HPV foi detectado em tecidos de colon e reto de 60 pacientes
com cancer ( 83 por cento), enquanto que este nao foi encontrado em nenhum dos pacientes
controles sem tumor ( p<0,001). Em vinte e trés pacientes, 0 DNA do HPV estava presente
tanto no tecido tumoral como na mucosa ndo neoplasica adjacente. Em vinte e trés
pacientes o DNA do HPV foi encontrado apenas no tumor, enquanto que em quatorze, sO
foram encontrados nos tecidos normais coletados proximos ao tumor de colon e reto. Em
setenta e cinco por cento dos casos positivos foram identificados os HPV tipo 16 ou 18 por
PCR com primers E6 especificos. Os achados positivos obtidos por PCR foram
confirmados por seqiienciamento viral. CONCLUSAO: O HPV esta presente no colon e
reto da maioria dos pacientes com carcinoma de colon e reto estudados, sugerindo que este
virus pode estar relacionado a patogénese do cancer colorretal. Serdo necessarios mais

estudos para determinar o papel do HPV na carcinogénese colorretal.
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ABSTRACT

PURPOSE: This study was design to investigate the relationship between human
papillomavirus (HPV) infection and colorectal cancer. METHODS: Seventy-two patients
with primary colorectal carcinoma were included in the study. From each patient two tissue
samples were collected: one sample of the tumor and one sample of noncancerous intestinal
tissue from an area 15 cm away from the tumor. As a nonmalignant control group,
colorectal tissue samples obtained from 15 patients without cancer were also studied.
Tissues were analyzed through auto-nested polymerase chain reaction (PCR) using the
consensus GP5+/GP6+ primers. Two different specific primer sets targeting E6 region of
the HPVs 16 and 18 were used for typing. Direct DNA sequence analysis was conducted to
confirm positive PCR results. RESULTS: HPV DNA was detected in colorectal tissues of
60 patients with cancer (83 percent), but in none of the colorectal tissues obtained from
controls without cancer (p<0.001). Twenty-three patients contained HPV DNA in both
tumor and noncancerous colorectal tissue, 23 had HPV only in the tumor, and 14 had HPV
only in the noncancerous tissue sample. Seventy-five percent of the positive cases had
either HPV16 or HPV 18 identified by PCR with specific primers E6. Positive PCR results
were confirmed by the amplified viral sequences. CONCLUSION: HPV is present in the
colon and rectum of most patients with colorectal carcinoma, suggesting that this virus may
be related to the pathogenesis of colorectal cancer. Further studies to determine the ultimate

role of HPV in colorectal carcinogenesis are warranted.
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1. INTRODUCAO

O cancer colorretal ¢ um dos tumores malignos mais prevalentes no mundo,
com mais de um milhdo de novos casos diagnosticados anualmente. ' Apesar de
varios fatores de risco para a doenca ja terem sido identificados, como a
predisposicdo genética e o papel de alguns fatores ambientais, 0os mecanismos
moleculares relacionados & carcinogénese colorretal continuam em investigagio. >
Até o momento, a etiologia do chamado cancer colorretal esporadico, que representa
90% dos casos diagnosticados, ainda ndo estd esclarecida. Neste contexto, estudos
recentes tém sugerido que alguns tipos de virus podem estar envolvidos na

patogénese do cancer colorretal, especialmente o papiloma virus humano (HPV). **

O HPV ¢ um virus DNA reconhecidamente envolvido na carcinogénese da
cérvice uterina e da regido anogenital *'° . Mais de duzentos tipos diferentes de
HPV ja foram identificados''. Os tipos 16 ¢ 18, considerados como de alto risco
para o desenvolvimento do cancer de colo uterino, s3o classificados como
carcinbgenos humanos pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC)." Estudos clinico-laboratoriais sugerem que o efeito oncogénico do HPV
seja resultante da integracdo do material genético viral no DNA da célula hospedeira

e expressao das oncoproteinas E6 e E7, que antagonizam as fungdes de conhecidos
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genes supressores tumorais, como o p53 e o pRb. Através destes mecanismos
moleculares, o HPV transforma e imortaliza células epiteliais, determinando
proliferagdes nio controladas e formagdo de tumores. *'*!?

Baseado em testes realizados em mais de mil amostras de cancer de colo
uterino em pacientes de vinte e dois paises (Biological Study of Cervical Cancer),
verificou-se que o HPV est4 presente em mais de 99,7% dos carcinomas de colo
uterino. '® Em relagio & patogénese de outras neoplasias, como o cancer de mama,
de esdfago e de trato respiratorio, uma potencial influéncia do HPV tem sido
pesquisada. Os HPVs dos tipos 16 e 18, mais freqlientemente associados aos
carcinomas anogenitias, também sdo os mais identificados em outros tipos de

cAncer. 17,18,19, 20

Recentemente, o papel do HPV no cancer de codlon e reto tem sido
investigado. Até o momento, os resultados sdo conflitantes. Enquanto alguns autores
tém identificado o DNA do HPV em amostras de cancer colorretal por diferentes
técnicas laboratoriais, como a hibridizacdo in Situ e a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), outros falharam em identificar a presenca do virus, mesmo

. ~ 2122
usando as mesmas técnicas de detecgdo.

O objetivo principal deste estudo foi avaliar, por uma combinagdo de
técnicas de biologia molecular, a presenga do HPV em uma amostra de carcinomas
colorretais, assim como em tecidos de coélon e reto obtidos de pacientes operados

por patologias ndo malignas. Os resultados obtidos foram correlacionados com as
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caracteristicas demograficas dos pacientes estudados e com fatores prognosticos

conhecidos para o cancer colorretal.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER COLORRETAL

2.1.1 Epidemiologia

O carcinoma colorretal ¢ o segundo cancer mais prevalente em todo o
mundo, depois do cancer de mama, com cerca de meio milhdo de 6bitos anuais
relacionados. Estima-se que, globalmente, 2,4 milhdes de pessoas tenham recebido
este diagnostico nos ultimos 5 anos. A taxa de incidéncia global por 100.000

individuos ¢ de 19 para homens e 14 para mulheres. ****

O risco acumulado de desenvolvimento do cancer colorretal ¢ de 6% ao
longo da vida. No ano de 2000, a neoplasia representou 9,4% do total de novos
casos de cancer. As mortes causadas por cancer de colon e reto representam 8% de

s A 2
todos os Obitos que ocorrem por cancer. >

Estimativas para o ano de 2005 no Brasil apontam o cancer colo-retal como

0 4° tumor maligno mais freqiiente para ambos os sexos. A maior incidéncia de

casos ocorre na faixa etaria entre 50 e 70 anos. Estima-se que no ano de 2000,
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20.000 novos casos tenham sido diagnosticados no Brasil. As taxas de incidéncia
sdao de 13 e 14 por 100.000 em homens e mulheres, respectivamente. No Rio Grande
do Sul a incidéncia anual é muito alta, ocorrendo cerca de 28 novos casos por
100.000 habitantes. A doenca representa 5,47% e 7,94%, nos homens e nas

) A 2325
mulheres, respectivamente, do total de mortes causadas por cancer.

2.1.2 Patogénese

A patogénese do cancer colorretal ¢ resultado de uma complexa interagdo de

variaveis, incluindo fatores ambientais e fatores hereditérios. %°

As diferengas entre populagdes de diversas nagdes inspirou a hipotese de
Denis Burkitt de que uma dieta pobre em residuos e rica em carbohidratos e
gorduras representa um fator predisponente para este tipo de cancer. Segundo este
autor, a maior incidéncia da doenga ¢ verificada em nagdes com populagdes
predominantemente urbanas € com padrao dietético ocidental. Entretanto, as
evidéncias epidemiologicas da associagdo do cancer colorretal com o consumo
aumentado de acucar e gorduras permanecem conflitantes. Da mesma forma, o
papel do consumo de fibras na protegdo contra o cancer colorretal ¢ ainda

23,27
controverso.

As influéncias genéticas sdo atualmente reconhecidas como fatores
independentes de risco para o cancer colorretal. Fearon e Vogelstein sugeriram que

o surgimento deste tumor seria o resultado de um acimulo seqiiencial de mutagdes
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genéticas distintas, correspondendo cada uma destas a um estagio histologico
diferente na seqiiéncia adenoma- carcinoma. Mutacao dos genes APC, K-ras , DCC
(delleted in colorectal cancer) e p53 ocorreriam cumulativamente, levando a

. .y . 1 . 26,29
formagdo da maioria dos carcinomas esporadicos de célon e reto.

Os chamado carcinomas esporadicos, que representa mais de 90% dos casos
diagnosticados, sao os adenocarcinomas colorretais ndo relacionados a sindromes
genéticas especificas, a exemplo da polipose adenomatosa familiar (PAF) e da
sidrome de Lynch. Mutacdes pontuais no gene ras, amplificagdo génica do c-myc,
delecao de alelos em sitios especificos dos cromossomos 5, 17 e 18 estdo envolvidos
no processo de desenvolvimento destes tumores. A delecdo de alelos esta presente
em mais de 70 % dos casos, causando alteragdes na acdo de genes supressores
tumorais e prejudicando os principais mecanismos de defesa da célula, como a

interrupgdo do ciclo celular e a apoptose. >/

Atualmente, ha duas sindromes genéticas principais relacionadas ao
desenvolvimento do cancer colorretal. A primeira ¢ a PAF, que contribui para 1 a
3% dos casos de neoplasias malignas do colon e reto. Esta ¢ uma doenca hereditaria,
de heranca autossdmica dominante, com penetrancia de quase 100%, causada por
uma mutagdo no gene APC. A PAF se caracteriza pelo desenvolvimento de centenas
a milhares de pdlipos adenomatosos no célon e reto que surgem na adolescéncia e
inicio da vida adulta. Estes polipos tendem a permanecerem assintomaticos até os
pacientes atingirem cerca de 30 anos de idade, quando se manifestam por

sangramento ¢ diarréia. Virtualmente, todos os pacientes acometidos irdo
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desenvolver adenocarcinoma colorretal se ndo forem tratados. O cancer ocorre
precocemente por volta dos 36 a 39 anos de idade na PAF, enquanto na populagao

iy 27,28
ocorre em média aos 65 anos. 2"

A segunda doenca hereditdria ¢ a chamada sindrome Lynch ou HNPCC
(hereditary nonpolyposis colorectal cancer). Esta é uma patologia de heranga
autossomica dominante na qual hd tendéncia ao desenvolvimento de multiplos
tumores primarios colonicos envolvendo predominantemente o célon proximal, que
tem inicio em idade precoce (antes dos 40 anos). Além disso, ha também
predisposi¢do marcada para o desenvolvimento de adenocarcinomas em outros
orgaos, como endométrio, ovario, estdmago, trato urinario e intestino delgado. A
principal alteragdo estrutural nesta sindrome ¢ a perda da fungdo dos genes
responsaveis pelo reparo do DNA (mismatch repair genes — MMR), incluindo o
hMSH2, hMLHI1, hPMS1, hPMS2 e hMSH6. Como resultado desta incapacidade
de reparo, ocorre um acumulo de mutagdes levando a formagdo do carcinoma. O
diagnostico deste estado de reparo defeituoso ¢ feito a partir da comparagao entre
microssatélites (seqiiéncias repetidas do DNA) existentes nas células. Quando estas
seqiiéncias sdao diferentes entre si, diz-se que hd uma instabilidade de
microssatélites, sendo entdo estes tumores classificados como positivos para erros

s 2628
de replicagdo. ™

No presente estudo, apenas carcinomas colorretais esporadicos foram

incluidos na investiga¢do, uma vez que os tumores hereditariamente determinados
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tém comportamento clinico diverso e que a infec¢ao pelo HPV representaria um
potencial fator etioldgico ambiental.

2.2 Papilomavirus Humano

2.2.1 Estrutura e Classificagdo Viral

O HPV pertence a familia papovavirus, sendo um virus icosaédrico, nao
envelopado e composto por acido desoxirribonucléico (DNA) circular de dupla fita
com 7.900 bases de comprimento. O genoma viral ¢ organizado em trés regides.
Duas regides codificadoras que expressam 8 proteinas virais: duas proteinas de
aparecimento tardio no ciclo de vida viral denominadas L1 e L2, que formam o
capsideo, e seis proteinas de aparecimento precoce denominadas E1, E2, E4, E5, E6
e E7, que estdo relacionadas a infectividade, manutencdo do virus na célula
hospedeira e proliferacdo viral. A terceira regido nao tem capacidade de codificacdo
protéica, mas atua como reguladora, sendo denominada LCR (long control region)
ou URR (upstream regulatory region) que, por sua vez, controla a transcri¢ao dos
genes virais. Todos os tipos de HPV possuem a estrutura do genoma basicamente

: o 14
organizada com as mesmas caracteristicas (figura 1). '**°
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LCR

FIGURA 1: Genoma do papiloma virus humano 16, localiza¢do e organizacao dos

1
genes.

Mais de 230 tipos de HPV ja foram identificados até o momento. ** Estes
tipos sdo definidos pela analise da seqiiéncia de DNA que apresentam, sendo uma
seqiiéncia considerada nova quando a composicao de bases de uma regido especifica
(E6, E7 e L1) difere em mais de 10% das seqiiéncias originais ja estudadas. > A
maioria dos HPVs conhecidos ja foi completamente seqiienciada e agrupada
conforme a superficie epitelial que costuma infectar no hospedeiro e conforme a

homologia da seqiiéncia de seu DNA (Quadro 1).
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QUADRO 1. Tipos de HPV classificados conforme sua homologia na seqiiéncia de

DNA ¢ associacdo com lesoes clinicas.

Lesbes Clinicas Tipos de HPV

Cutaneos/associados a epidermodisplasia 14,19,29,46,21,25
Verruciforme 9,15,17,37,38
5,8,12,36,47
22,2324,
49,50

Cutaneos 1,63
4,48,60,65
41

Cutaneos/mucosos 2,27,57
3,10,28,29
7,40,43
61,72

Mucosos 6,11,13,44,55
16,31,33,35,52,58,67
18,39,45,59,68,70
26,51,69
30,53,56,66
32,42
34,64,73,

54

A contaminagdo pelo HPV pode ocorrer através de varios mecanismos. Os
tipos virais causadores de lesdes cutdneas sdo geralmente adquiridos por micro
traumas na pele, por auto-inoculagdo ou por contato direto com lesdes de outra
pessoa. Em lesdes anogenitais, a transmissio sexual ¢ a mais freqiiente. '© A
transmissao através de fomites ja foi documentada, com a detecgdo do DNA viral
em toalhas, roupas e materiais utilizados por pacientes infectados. Finalmente, ha

fortes evidéncias da transmissdo transplacentaria e hematogénica do virus. '***

20



A infecgdo pelo HPV pode se manifestar de trés formas. A primeira ocorre
como uma infecgdo latente quando o genoma do HPV estabiliza-se de forma nao
integrada, como um epissoma, ¢ permanece na célula hospedeira sem determinar
dano. A segunda, como uma infec¢do ativa na qual o virus sofre multiplicacdo
vegetativa, manifestada por uma proliferacdo celular acelerada caracteristica dos
tumores benignos. A terceira, de carater oncogénico, ocorre quando o DNA viral
integra-se ao genoma da célula hospedeira alterando o controle da proliferacao

~ 35
celular pela acdo sobre os genes supressores de tumor.

2.2.2 Métodos de Deteccédo do HPV

Os métodos de deteccao do HPV tém se tornado gradualmente mais precisos
e especificos, com a identificacdo direta do DNA ou &cido ribonucleico (RNA)
viral. Existem técnicas que nao amplificam o DNA antes da andlise molecular, a
exemplo do Southern blot (SB), do Dot blot (DB), da hibridizagéo in situ (ISH) e do
sistema de captura hibrida (HCS). Com estes procedimentos, a identificagdo do
virus depende da presenca de uma grande quantidade de DNA viral nos tecidos ou
sistemas celulares analisados. Estes testes apresentam, portanto, menor sensibilidade
quando comparados com técnicas que utilizam a amplificagdo do DNA, a exemplo

da reaciio em cadeia da polimerase (PCR). *

A PCR representa um dos maiores avancos técnicos da medicina
contemporanea. O método consiste, em linhas gerais, na amplificagdo enzimatica in

vitro de um segmento especifico de DNA a partir de quantidades minimas de
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material genético presente em um determinado meio ou tecido. Basicamente, ¢ um

processo termo-ciclico que inclui trés etapas.

A primeira etapa ¢ a desnaturagdo por acao térmica, com separacao das fitas
de DNA. A estabilidade das fitas ¢ mantida por pontes de hidrogénio entre as bases
complementares. As fitas se separam a uma temperatura especifica, quando a
mobilidade térmica excede a for¢a de ligagdo das pontes de hidrogénio, geralmente

entre 90 e 95°C.

Uma vez separadas as fitas que compdem a molécula de DNA, inicia-se a
fase de anelamento, que depende da presenca das seqiiéncias iniciadoras ou primers.
Estas seqliéncias irdo parear com suas respectivas seqiiéncias de bases
complementares no DNA-alvo de fita simples, a 37-55°C. Os primers se constituem
de oligonucleotideos compostos de 20-25 bases de comprimento agrupados em uma
seqiiéncia determinada. No caso do HPV, existem variagdes na sensibilidade da

PCR dependendo do tipo de primer empregado. >’

Entre os primers mais utilizados para o diagnostico de HPV estao os
denominados primers consensus, MY09/MY 11 e GP5+/GP6+. Estes sdo pareados
com regides de L1, que se constituem em uma seqiiéncia de DNA comum aos
diversos tipos de HPV. Desta forma, estes primers podem identificar diferentes
tipos de HPV em uma mesma reagao, e também podem ser utilizados para detec¢ao
de novos tipos virais. Entretanto, estes primers apresentam menor sensibilidade em

lesdes nas quais o DNA viral tem a seqiiéncia de bases de L1 interrompida, o que
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pode ocorrer quando o virus se integra ao genoma da célula hospedeira, como

. ~ . 38,39
freqlientemente ocorre nas lesdes malignas.

Em contraste, os primers chamados de especificos tem a propriedade de
detectar determinados tipos de HPV, por identificarem os genes E6 ou E7 que tém
sua expressao aumentada apos a integracdo viral ao genoma do hospedeiro. Desta
forma, s3o altamente sensiveis e especificos para os tipos virais analisados, em

particular os HPVs 16 e 18 que apresentam o maior potencial oncogénico. **

Apos a fase de anelamento, a temperatura de 37-55°C, inicia-se a fase de
extensdo do primer através de uma enzima termoestavel denominada de Taq
polimerase. A acdo desta enzima ¢ a de reproduzir um segmento da fita de DNA a
partir da regido onde houve a ligagcdo entre o primer e o segmento de DNA
correspondente. Ambas as fitas simples iniciais de DNA, por conseguinte, sdo
convertidas em quatro fitas pareadas, as quais servem de modelo para um novo ciclo
de PCR que se iniciara. Este processo passa a ocorrer sucessivamente por 35 a 40
ciclos havendo em conseqiiéncia um crescimento exponencial no nimero de copias
do DNA-alvo formadas. Apds a amplificagdo, o produto da PCR ¢ submetido a
eletroforese em gel de agarose com brometo de etidio, o que permite entdo a

visualizagdo do DNA amplificado a luz ultra-violeta. >’
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2.2.3 Papel Oncogénico do HPV

As novas técnicas de biologia molecular foram fundamentais para melhor
esclarecer o papel do HPV no processo de desenvolvimento de tumores malignos. A
acdo oncogénica deste virus foi primeiramente reconhecida na década de 1930,
quando estudos experimentais mostraram que lesdes benignas em coelhos podiam
ser induzidas a transformacao maligna e ao carcinoma invasivo por a¢ao de um tipo
especifico de papilomavirus (cottontail rabbit papillomavirus) . *°

Em seres humanos, a associagdo entre HPV e cancer foi inicialmente
sugerida na epidermodisplasia verruciforme, uma doenca genética rara caracterizada
por deficiéncia no sistema imune. Os pacientes acometidos desenvolvem lesdes
verrucosas caracteristicas na pele, que em 30 a 60% dos casos evoluem para
transformacao maligna nas areas expostas ao sol. Nesta doenga, em mais de 90%
das lesdes que progridem para o carcinoma de células escamosas, sdo encontrados o

HPV tipo 5 e o HPV tipo 8 . *°

O mecanismo oncogénico do HPV tem sido objeto de varios estudos.
Diferentes tipos de HPV possuem capacidade variavel de inducdo maligna dos
tecidos que infectam. Desta forma, os mais de 30 tipos de HPV que acometem a
regido anogenital sdo classificados de acordo com seu potencial oncogénico como
grupo de alto risco, a exemplo dos tipos 16 e 18, e grupo de baixo risco,
correspondendo principalmente aos HPVs 6 e 11. "

Sabe-se que em lesdes benignas e pré-malignas o DNA viral ¢ mantido de

forma epissomal, ou seja, ndo integrado ao genoma da célula hospedeira. O
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contrario se observa nos carcinomas, onde o genoma viral estd geralmente integrado
ao genoma do hospedeiro. Esta integragdo provoca a ruptura dos genes L1, L2, El e
E2 do virus. Sendo o gene E2 responsavel pelo controle da transcrigao dos genes E6
e E7, sua inativacdo leva a superexpressdo destes dois genes. O aumento da
expressao dos genes E6 e E7 ¢ fundamental para carcinogénese induzida pelo HPV
16 e 18. O gene E6 forma um complexo com o gene p53 e o degrada pela via da

ubiquitina, o que resulta na inativacdo deste gene supressor tumoral. *°

O gene p53 ¢ denominado o “guardido do genoma” porque atua sempre que
ocorre um dano ao DNA. Nesta situa¢do, ha um aumento na sua expressdo, o que
ocorre com o objetivo de promover a interrup¢do do ciclo celular em G1 para reparo
do DNA ou promover a indugdo de apoptose, a morte celular programada (figura

2)4
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FIGURA 2. Representagdo esquematica da acdo do gene E6 do HPV 16/18 sobre o

gene p53.

Em conjunto com a a¢@o do E6, o gene E7 ird se ligar a outro gene supressor
tumoral da célula hospedeira, o gene do retinoblastoma (RB). Este codifica uma
proteina, a pRB, que tem a fun¢do de manter o ciclo celular quiescente através de
sua ligagdo com o fator de transcri¢ao E2F na fase G1. Para que ocorra a progressao
do ciclo celular a partir de Gl, a pRB sofre uma fosforilagdo que leva a
desintegragdo do complexo com E2F. A proteina E7 do HPV liga-se as formas
hipofosforiladas da pRB, liberando o fator de transcricdo E2F e promovendo deste

modo a sintese de DNA ndo programada biologicamente pelos mecanismos
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celulares do hospedeiro. A interacdo destas duas proteinas virais com os genes

supressores tumorais leva a instabilidade do genoma celular com conseqiiente

imortalizag¢do da célula infectada (figura 3).
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FIGURA 3. Representagdo esquematica da atuagdo do gene E7 do HPV 16/18

sobre o gene RB.

A acdo carcinogénica do HPV foi extensivamente investigada com relagdo

ao cancer de colo uterino. No estudo pioneiro de Diirst e colaboradores (1983), tipos

especificos de HPV, particularmente o 16 e o 18, foram isolados de biopsias de

tumores de colo uterino. Vérios estudos posteriores confirmaram este achado,
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detectando material genético do HPV na grande maioria dos tumores cervicais e

.. L. , .41
indicando um papel critico do virus nesta neoplasia.

A mais forte evidéncia epidemiologica da agdo carcinogénica do HPV no
colo uterino foi fornecida pela Agéncia Internacional para Pesquisa no Cancer-
International Agency for Research on Cancer (IARC). A pesquisa consistiu de
estudos multicéntricos de casos e controles que compararam 2000 mulheres com
carcinoma de colo uterino com 2000 mulheres saudaveis. Foram incluidos pacientes
da Espanha, Colombia, Brasil, Paraguai, Marrocos, Mali e Filipinas. A analise dos
dados demonstrou uma razdo de chances (0dds ratio) para associa¢do da presenga
do HPV e cancer de colo uterino que variou entre 17 e 156, obtidas na Colombia e
nas Filipinas respectivamente, sendo a razdo de chances comum de 60% (95%,
intervalo de confianca de 49-73). A associacdo foi observada tanto nos tumores
escamosos (razdo de chances de 62) quanto nos adenocarcinomas (razao de chances

de 51).°

A razdo de chances foi de 129 para o HPV 16 e de 104 para o HPV 18,
sendo também elevada para tipos virais menos comuns. Para se dimensionar a
importancia destes achados, cita-se o fato de que mesmo a menor razdo de chances
observada foi maior do que aquela verificada na associacdo entre tabagismo e
cancer de pulmao, sendo similar aquela entre hepatite infecciosa e cancer hepatico,

. . ~ . . 44
ambas aceitas universalmente como relagdes causais estabelecidas.
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Finalmente, foi detectado DNA viral através de PCR com primers consenso
MY09/MY11 em 93% de mais de 1000 bidpsias de carcinoma de colo uterino
obtidas de 22 paises. Apos a analise inicial, as biopsias negativas (7%) foram
testadas novamente com primers consensos mais sensiveis (GP5+/GP6+) e com
primer especifico E7, sendo entdo constatada a prevaléncia do HPV em 99,7% das
amostras. Estes resultados, marcantes do ponto de vista epidemiologico, permitiram
aos autores concluirem que o HPV representa uma causa necessaria para o

. A . 19
surgimento do cancer cervical.

O HPV também ¢ fator de risco definido para as neoplasias da regido
anogenital como o carcinoma epidermdide de vulva e pénis, nos quais o virus esta
presente em cerca de 50% dos casos. '* A relagio com céncer de canal anal ¢ ainda
mais importante. Num estudo de casos e controles, Frisch e colegas encontraram
DNA de HPV em 88% de 388 pacientes com a doenca. Em contrapartida, nao
houve a identifica¢do do virus em nenhum dos 20 casos de adenocarcinoma de reto
usados como controles. Tal qual se d4 no cancer de colo uterino, o tipo 16 foi

encontrado em 73% dos carcinomas invasivos. '°

O possivel papel oncogénico do HPV também tem sido investigado em
neoplasias extragenitais, a exemplo dos carcinomas de laringe, faringe, esofago,
pulmao, bexiga ¢ mama. Embora com menor significancia epidemiologica, o DNA
viral foi identificado tanto em tumores de células escamosas, quanto em tumores de
células transicionais e adenocarcinomas, com graus variaveis de positividade de

. N . A 17-2
acordo com o tipo histologico e a origem anatémica do tumor. '
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2.3 HPV e Cancer Colorretal

Kirgan e colaboradores, no comeco da década de 1990, foram um dos
primeiros a investigar o papel potencial do HPV na etiologia do cancer colorretal.
Em seu estudo inicial, foi testada a presenca de antigenos do HPV através de imuno-
histoquinica em amostras teciduais de diferentes pacientes armazenadas em blocos
de parafina. Em 97% dos 30 casos de cancer colorretal estudados foram detectados
antigenos virais, bem como em 60% de adenomas tubulovilosos e em 23% de

amostras teciduais de mucosa colénica normal (p< 0,001). *

Cheng e colaboradores, em 1991, estudaram a presenca de seqiiéncias de
DNA do HPV usando a técnica de hibridizagdo por Southern blot em trés linhagens
celulares de adenocarcinoma colorretal obtidas de pacientes chineses. Seqiiéncias de
DNA dos HPVs 16 e 18 foram detectadas nas colonias de células tumorais, mas ndo
em amostras de tecido colonico nao neoplasico usadas como controle. Além disso,
foi sugerida uma potencial associacdo entre a infeccdo viral e alteracdes no

oncogene c-myc.

McGregor e colaboradores estudaram tecidos colorretais armazenados em
parafina e detectaram a regido L1 do genoma do HPV através de PCR e Southern
Blotting em 32% dos 38 carcinomas colorretais analisados, em 38% dos adenomas ¢
em 8% das biopsias de mucosa normais. No estudo publicado por Lee e
colaboradores, foram analisados tecidos coletados de 38 pacientes com CCR na sala

de cirurgia ¢ mantidos congelado a menos 70 graus centigrados. De cada um dos
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pacientes eram obtidas uma amostra do tumor colorretal € uma amostra de mucosa
colonica normal, posteriormente testadas por PCR e Southern Blotting. O HPV18
foi encontrado em 53% (10/19) dos fragmentos de mucosa colonica normal e em

84% (16/19) dos tumores (p<0,01). °

Novamente Cheng e colaboradores, em 1995, demonstram haver relagao
significativa entre os graus de displasia de uma série de os adenomas e a presenca
do HPV-16 através da analise por PCR e Southern blot. Foram analisadas 109
adenomas colorretais em parafina. A infeccdo pelo HPV 16 foi detectada em 8%
dos adenomas com displasia leve, em 25% dos adenomas com displasia moderada e

em 58% dos adenomas com displasia severa. °

Recentemente, Bodaghi e colaboradores utilizaram as técnicas de PCR
(nested e in situ) e seqiienciamento em um estudo controlado para investigagdo da
presenca do HPV em tecidos colorretais. O virus foi detectado em 55% (28 de 55)
das amostras de tecidos obtidas de pacientes com CCR, ndo sendo detectado em

nenhuma das amostras de colon normal obtidas de controles sem cancer. *¢

O maior estudo em numero de pacientes foi conduzido por Weinberger e
colaboradores, que utilizaram a técnica de microrarray para detectar a expressio
tecidual da oncoproteina E6 dos HPVs 16 e 18. Foram analisados tecidos
neoplasicos de 447 pacientes com cancer de colon e reto. Este estudo ndo foi
publicado como artigo original, mas sob a forma de resumo por ter sido apresentado

no congresso anual da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO). Os
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autores nao relatam em que percentagem de pacientes o HPV foi detectado. Nao
foram analisadas amostras de tecido colorretal normal como controles. Foi
demonstrado, no entanto, que ha expressao significativamente maior da proteina E6
em tumores com estadiamento mais precoce € com localizagdo anatdmica mais
distal no intestino grosso. Baseando-se na maior expressdao protéica observada nos
tumores de reto e sigmoide os autores sugeriram que a infecgdo pelo HPV ocorreria
a partir da transmissdo retrograda do virus do perineo para trato gastrointestinal

.4
baixo. ¥’

Em contraposi¢do aos autores que sugeriram a participagdo do HPV no
desenvolvimento do cancer colorretal, alguns estudos falharam em demonstrar a
presenca do virus em pacientes com este tipo de neoplasia. Boguszakova e
colaboradores analisaram biopsias de 13 pacientes com adenocarcinoma de célon e
de 10 pacientes com adenomas para a presenga de DNA de citomegalovirus,
epstein-Barr virus e HPV (tipos 2, 6, 16 e 18). A técnica utilizada foi Southern blot,
tendo uma sensibilidade estimada de 0.05 equivalentes de genoma viral por célula.

Nio foi encontrado DNA viral em nenhuma das amostras teciduais testadas. **

Shah e cols. analisaram a DNAs obtidos de 50 tumores colorretais para a
presenca de seqiiéncias de HPV através da técnica de PCR utilizando primers
consensus L1 para a amplificagdo. Os produtos da PCR eram também rastreados
com um probe genérico de HPV que consistia de amplimeros dos HPVs 16 e 18.

Todas as amostras foram negativas para a presenga do virus, sendo estes resultados
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confirmados por seqiienciamento. Em sua conclusdo, os autores questionaram a

- . ~ A 21
associagdo entre a infec¢ao pelo HPV e o cancer colorretal.

No estudo conduzido por Shroyer e colaboradores foi utilizada PCR
(primers consensus L1 — MY 11) e hibridizagao in sSitu para investigar a presenca do
HPV (tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35) em secgdes de tecido em parafina. Foi
detectado DNA viral em todos os 5 casos de carcinoma escamoso de canal anal, mas
em nenhuma das 22 amostras de adenocarcinoma coldnico estudadas. Os autores
concluiram com isso que o HPV esta uniformemente presente no carcinoma anal,

mas ndo parece ter qualquer participagdo na carcinogénese colonica. >

3. JUSTIFICATIVA

Baseado nos resultados controversos da literatura quanto a potencial
associagdo entre o HPV e o desenvolvimento do carcinoma colorretal e
considerando a alta prevaléncia desta infecgao viral no Brasil, decidimos realizar um
estudo prospectivo em nosso meio investigando a presenga do virus no colon e reto
de pacientes com este tipo de cancer. A definicdo de um papel etiolégico do HPV
no processo de carcinogénese colorretal poderda mudar significativamente a
compreensao da biologia desta neoplasia, abrindo novas perspectivas de diagndstico

e prevengao da doenga.
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4.0BJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Determinar se o HPV esta presente no adenocarcinoma de célon e reto.

3.2. Objetivos especificos

1. Comparar a prevaléncia do HPV em amostras de adenocarcinoma
colorretal com a prevaléncia em amostras de tecido colorretal nao
neoplésico obtidas de 2 fontes diferentes:

A) Codlon ou reto de pacientes sem cancer operados para tratamento
de doencas intestinais benignas.
B) Areas de tecido intestinal sem tumor obtidas do préprio célon ou

reto dos pacientes com cancer colorretal.

2. Correlacionar a presenca do HPV nos adenocarcinomas colorretais com as
seguintes variaveis clinico-patoldgicas da doenca:

A) idade dos pacientes

B) sexo dos pacientes

C) localizacao do tumor no intestino grosso

D) estadiamento da doenga
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4. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS

4.1. Delineamento da pesquisa

Trata-se de um estudo transversal controlado, com unidade de estudo

individual.

4.2. Populagéo estudada

Foram considerados elegiveis pacientes com diagnostico de adenocarcinoma
primario de colon ou reto, comprovado por exame anatomopatoldgico, que foram
tratados por ressec¢do cirargica eletiva no Servigo de Coloproctologia do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre (HCPA) no periodo de marco de 2004 a fevereiro de 2005.

Para que fossem estudados apenas casos de cancer colorretal esporadico,
foram excluidos os pacientes com diagndstico de PAF ou HNPCC. Da mesma forma,
pacientes com cancer associado a doenga inflamatdria intestinal ndo foram avaliados.
Nenhum dos participantes foi submetido a tratamento neo-adjuvante quimio ou
radioterdpico. A recusa em participar do estudo, embora ndao tenha ocorrido em
nenhum caso, era também considerada critério de exclusdo do estudo. Todos os
participantes concordaram formalmente em participar da pesquisa através da
assinatura de consentimento informado, previamente aprovado pela Comissdao de

Etica do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagio do HCPA.
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Como controles, foram incluidos pacientes escolhidos ao acaso provenientes
do Servico de Coloproctologia do HCPA submetidos a ressec¢des colorretais ndo
relacionadas a cancer, tais como tratamento da doenca diverticular, doenga
inflamatoéria intestinal, colite isquémica. Nenhum dos pacientes do grupo controle
tinha historia prévia de cancer de colon ou reto ou apresentava suspeita clinica ao
exame fisico, exames de imagem ou revisao transoperatoria de neoplasia maligna. A
participacdo no estudo destes pacientes foi também autorizada mediante termo de

consentimento informado.

4.3. Amostra estudada

Apos a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo de pacientes, a amostra
em estudo ficou constituida 72 pacientes com cancer colorretal. Este grupo era
formado por 36 homens e 36 mulheres, com idade média de 64,1 anos (variagao de 39

a 75 anos).

Como grupo controle, foram analisados 15 pacientes com doencgas
colorretais ndo malignas. Foram estudados 8 homens e sete mulheres. A idade média
destes pacientes foi 52,3 anos (variacdo de 25 a 75 anos). As indicacdes cirurgicas
nestes pacientes foram: doenca diverticular (5 casos), colite isquémica (2 casos),
doenga inflamatodria (5 casos), endometriose colonica (1 caso), corre¢dao de prolapso

de colostomia (2 casos).
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4.4. Métodos

4.4.1. Avaliacao clinico-patoldgica

Todas os pacientes foram avaliadas no periodo pré-operatorio através de
uma seqiiéncia de exames para diagndstico e estadiamento da doenga conforme a
rotina do Servico de Coloproctologia do HCPA. Apds a realizagdo de historia e
exame fisico completo, os pacientes eram investigados por colonoscopia. A
localizag@o anatdmica dos tumores era a seguinte: 39 tumores (54,17%) localizados
no reto, 17 (23,61%) no cdlon sigmoaide, 13 (18,06%) no cdlon ascendente ou ceco, 2
(2,78%) no coélon transverso e 1 (1,39%) no célon descendente. Sempre era realizada
biopsia da lesdo tumoral, mesmo nos casos encaminhados ao Servi¢o ja com

diagnostico histoldgico, para confirmacao anatomopatologica do carcinoma.

A extensdo da doencga era avaliada por ultrassonografia e/ou tomografia de
abdominal total e radiografia e/ ou tomografia de torax. Para todos os pacientes
eram solicitados eletrocardiograma, hemograma, bioquimica completa, provas de

funcao renal e dosagem sérica do antigeno carcinoembridnico (CEA).

O estadiamento de cada paciente de acordo com a classificagio TNM
(tabelas 1 e 2) era estabelecido ap6s a revisdo trans-operatéria da cavidade
abdominal e a realizacdo de exame anatomopatologico da peca cirurgica. Os
tumores encontrados eram classificados conforme o grau de diferenciagdo

histologica (tabela 3). ¥
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TABELA 1 —Classificagdo TNM

Tumor primaério (T)

TX Tumor primdrio ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncias de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor invade a submucosa

T2 Tumor invade a muscular propria

T3 Tumor invade através da muscular propria a subserosa ou tecido pericélico ou peritrretal
ndo peritonializado

T4 Tumor invade diretamente outros 6érgaos ou estruturas e/ou perfura peritonio visceral.

Linfonodos regionais

NX Linfonodos regionais nao podem ser avaliados
NO Auséncia de metastases nos linfonodos regionais
N1 Metéstases em 1 a 3 linfonodo(s) regional(is)

N2 Metastases em 4 ou mais linfonodos
Metastases a distancia
MX A presenga de metastases a distancia ndo pode ser avaliada

MO Auséncia de metastases a distancia

M1 Metastases a distancia
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TABELA 2. Estadiamento por Grupos

ESTADIO 0 Tis NO MO
ESTADIO | T1 NO MO
T2 NO MO
ESTADIO II T3 NO MO
T4 NO MO
ESTADIO Il qulquer T N1 MO
qualquer T N2 MO

ESTAD 101V qualquer T qualquer N Ml

TABELA 3. Graduacao histopatologica

Bem diferenciado

Moderadamente diferendiado

Pouco diferendiado

Os pacientes do grupo controle eram também submetidos a colonoscopia
com bidpsia, sempre que este exame nao estava clinicamente contra-indicado. A
presenca de doenga colorretal maligna era afastada pela avaliacdo endoscopica,
pela revisdo intra-operatéria do intestino grosso e da cavidade abdominal e pelo

exame anatomopatologico definitivo da peca cirrgica.
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4.4.2. Coleta das amostras de tecido colorretal

Todos as amostras de tecido colorretal foram coletadas na sala de cirurgia
pelos cirurgides da equipe de Coloproctologia diretamente envolvidos no estudo, logo
apos a resseccao do segmento de intestino grosso. Foram coletadas duas amostras de
tecido de cada caso de cancer colorretal: uma amostra da lesdo tumoral e uma
amostra de tecido intestinal ndo neoplasico obtida de uma area localizada a 15 cm do

tumor.

A coleta de tecidos era realizada de acordo com um protocolo padronizado
para evitar a contaminagdo cruzada entre as amostras durante a manipulacdo do
espécime cirargico. Luvas e instrumentos cirtrgicos esterilizados eram utilizados. O
segmento ressecado de intestino era sempre aberto longitudinalmente a partir da
extremidade proximal, exceto quando o tumor se localizava no ceco. A amostra de
tecido ndo neoplésico era entdo coletada da luz intestinal. Na seqiiéncia, apds a troca
de luvas, novos instrumentos cirurgicos eram usados para completar a abertura da

peca e coleta da amostra de tecido tumoral.

No grupo controle sem cancer, a coleta de tecidos era também realizada na
sala de cirurgia pelos mesmos médicos logo apds a remogao da pega e em condicdes
estéreis. A abertura do intestino era iniciada a partir da extremidade proximal e a

amostra de tecido era obtida de uma area central do espécime.
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Apo6s a coleta, as amostras eram armazenadas em tubos de ensaio de vidro
sem reagentes quimicos e congelados a — 30 graus centigrados.

4.4.3 Processamento e analise das amostras

O DNA das diferentes amostras foi extraido usando o NucleoSpin® Tissue
Kit ( Macherey & Nagel, Solana Beach CA, USA), de acordo com as instru¢des do
fabricante. A quantificagdo do DNA foi feita com o dispositivo GeneQuantIl

(Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd. England).

A integridade do DNA das amostras foi verificada pela amplificagdo de uma
regido com 280 pares de bases do gene da -globina humana. O conjunto de primers
utilizados foi: PC04 (CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC) e GH 20 (GAA GAG
CCA AGG ACA GGT AC). > Todas amostras tiveram esta reagio positiva, ou seja,

apresentavam DNA viavel.

As amostras foram inicialmente submetidas a PCR com primers consenso
GP5+/GP6+, que permitem a deteccdo de um amplo espectro de tipos de HPV. As
amostras que foram negativas com o uso do PCR GP5+/GP6+ foram re-amplificadas
através de PCR “auto-nested ” usando os mesmos primers. Por definigdo, a técnica de
nested-PCR consiste na utilizagdo de primers em combinagdo na mesma reagdo com

.. ey eq- qe 50
objetivo de aumentar a sensibilidade da analise.
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Neste estudo, foi realizada, pela primeira vez em pacientes com cancer
colorretal, a técnica de auto-nested PCR conforme descrita por Remmerbach e cols.
Em resumo, apos a primeira amplificagdo usando os primers GP5+/GP6+, coleta-se 1
microlitro do produto da PCR e realiza-se uma nova amplificacdo com os mesmos
parametros de tempo e temperatura utilizando-se o mesmo kit de primers previamente
empregado, o que aumenta a sensibilidade desta PCR em até 65,1% em comparacao a

chamada single-round PCR. °'

Os produtos amplificados do PCR foram analisados por eletroforese em gel
de agarose a 2% e visualizados a partir da incorporacdo de brometo de etidio. Os
controles negativos incluiram todos os reagentes com exce¢ao do DNA. Os controles
positivos para presenca do HPV se constituiram no DNA isolado de células das
linhagens SiHa, que contém 1-2 cépias do HPV 16 integrado ao genoma, e de células

da linhagem HeLa, que contém 10-50 copias do HPV 18 integrado ao seu genoma.™

Para a genotipagem viral foram conduzidas PCRs com primers especificos
E6 para os HPVs 16 e 18. As seqiiéncias utilizadas para os primers especificos foram:
HPV16 E6 — CAG GAC CCA CAG GAG CGA CC / ATC GAC CGG TCC ACC
GAC CC e HPV 18 E6 — GCT TTG AGG ATC CAA CAC GG / TGC AGC ACG
AAT GGC ACT GG. ® Cada reagdo com volume de 25pl, continha uma solugdo
tampao para PCR (20 mM Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM KCIl), aproximadamente 0,2 pg
de DNA amostral, 10 picomo6is de cada primer, 1 unidade da enzima PLATINUM®
Taq DNA Polymerase e 200 uM de cada desoxirribonucleotideo trifosfatado (ANTP).

A concentragdo de MgCl, variou com os diferentes primers. Para os primers E6
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especificos foi utilizado 1,5 mM de MgCl, e para o primer consenso foi utilizado 2,5
mM MgCl,. Os reagentes, com excegao dos primers, foram de origem GIBCOBRL®

(Grand Island, NY USA).

As amostras foram amplificadas no termociclador modelo PTC — 100 ™ (MJ
Researchs, Watertown, Massachusetts, USA) com o primeiro ciclo de desnaturacao a
94°C por 4 min e com o ciclo final de extensdo a 72°C por 10 min. As condig¢des e o
numero de ciclos de desnaturacdo-anelamento-extensdo variaram com os diferentes
conjuntos de primers. Para o primer consenso foram utilizados 35 ciclos com os
seguintes parametros: 94°C por 30 segundos; 42°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos. Para os primers especificos a PCR consistiu de 35 ciclos com os seguintes

parametros: 94°C por 1 minuto; 58°C por 2 minutos e 72°C por 3 minutos.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de Agarose—1000
(GIBCOBRL®) e visualizados a partir da incorporacdo de brometo de etidio. Os
fragmentos de L1 amplificados continham aproximadamente 140 pb e os fragmentos
da regidao E6 do HPVs 16 e 18 continham respectivamente 380 e 440 pb. As células
SiHa e HelLa foram usadas como controles positivos. As reagdes nas quais nao foi

adicionado DNA, foram consideradas como controles negativos.

As amostras positivas na PCR foram submetidas a seqiiénciamento direto do
DNA com objetivo de confirmar os resultados. Os produtos da PCR foram
purificados com kit especifico (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD). Apos purificacdo,

os produtos foram marcados com o BigDye® V3.1 Cycle Sequencing Kit. Desta
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forma, cada nucleotideo era marcado como uma cor especifica, que era detectada no
seqiienciador automatico 310 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e
traduzida graficamente como eletroferograma. Os resultados obtidos eram
posteriormente comparados com as seqiiéncias de E6 dos respectivos HPVs,
publicada on-line pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI -

Bethesda, MD, USA).

Para evitar possiveis contaminagdes com os amplicons, as andlises das
amostras amplificadas foram realizadas em outro local do laboratério. Houve controle
rigoroso com relagdo as pipetas, tubos e aventais entre os dois locais do laboratorio.

Todas as analises positivas foram repetidas para confirmagao do achado.

4.4 4. Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas pela média e desvio padrao. Para
analise dos dados qualitativos foram utilizados percentual e freqiiéncia absoluta. As
comparagdes entre o grupo de pacientes positivos para a presenga do HPV e os
pacientes negativos foram realizadas através do teste t de Student (dados
quantitativos) e pelo teste de qui-quadrado. Nas situacdes em que os valores
esperados foram pequenos nas tabelas de contingéncia foi utilizado o teste exato de
Fisher. O nivel de significancia adotado foi de alfa = 0,05. Os dados foram
analisados com o auxilio do programa SPSS (Statistical Package for the Social

Sciences for Windows ) versao 12.0.
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4.4.5. Etica

Os pacientes foram instruidos verbalmente sobre os objetivos do estudo.
Todos autorizaram a sua participagdo através de assinatura de termo de
consentimento informado. Foram garantidas a preservacdo dos dados, a
confidencialidade e o anonimato dos individuos pesquisados. Em nenhuma etapa do
estudo houve risco para os paciente participantes. O estudo ndo provocou mudanga

nos tratamento dos pacientes.

O presente estudo foi avaliado pelo Grupo de Pesquisa e Pos Graduagao do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, tendo sido aprovado no processo de numero

02-264.

5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas demograéficas

A amostra estudada foi constituida de 72 pacientes com cancer colorretal e
15 pacientes analisados como controles. A média das idades nos pacientes com
cancer foi de 64,08 anos com desvio padrdao de 12,99 anos. No pacientes sem cancer
a media de idade foi inferior, 52,27 anos com desvio padrao de 13.3 anos. A
distribui¢ao dos pacientes por idade esta demonstrada na tabela 4. A diferenca entre

a média de idade dos grupos foi significativa (p=0,02).
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TABELA 4. Distribuicao por idade

Grupo Média* DP Amplitude*
Cancer 64,08 12,98 35-90
Controle 52,27 13,29 25-75

*valores expressos em anos; DP = desvio padrdo

teste T, p=0,02

Dos 72 paciente com cancer, 36 pacientes (50%) eram do sexo masculino e
36 eram do sexo feminino. Dos 15 pacientes sem cancer, 8 (53,3%) eram homens e
7 (46,7%) eram mulheres. Nao houve diferenca significativa entre os grupos quanto

a distribuigdo dos sexos (tabela 5).

TABELA 5. Distribuicao por sexo

Grupo Masculino Feminino
Cancer 36 36
Controle 8 7

*teste exato de fischer, p=1,0

5.2. Caracteristicas clinico-patologicas

Nos pacientes com cancer, as amostras foram coletas do reto em 39

pacientes (54,2%); do colon sigmodide ou descendente em 18 pacientes (25%); do

colon trasnverso, descendente ou ceco em 15 pacientes (20,8%). Nos pacientes sem
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cancer, as amostras foram coletadas do reto em 7 pacientes (46,7%), do colon
sigmoide ou descendente em 5 pacientes (33.3%); do colon trasnverso, descendente
ou ceco em 3 pacientes ( 20%). Nao houve diferenca significativa (p=0,794) entre
os grupos ao se analizar os locais de onde foram coletadas as amostras. Estes dados
sdo apresentados na tabela 6, sendo as regides anatomicas classificadas para fins de
analise em trés grupos: 1) colon proximal, incluindo o ceco, célon ascendente e

transverso; 2) colon distal, englobando os colons descendente e sigmoide e 3) reto.

TABELA 6. Localizacdo das Amostras Coletadas

Pacientes com tumor Pacientes sem tumor
Colon Proximal 15 (20,8%) 3 (20%)
Colon distal 1 8 (25%) 5(33,3%)
Reto 39 (54,2%) 7 (46,7%)
Total 72 15

teste Chi-Quadrado ( Pearson ), p = 0,794

A classificagdo dos tumores de acordo com o estadiamento (sistema TNM) é
mostrado na tabela 7. Sessenta e trés casos (87,5%) foram classificados como
moderadamente diferenciados, sete casos (9,7%) e dois casos (2,78%) foram

classificados como pouco e bem diferenciados, respectivamente.
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TABELA 7. Estadiamento dos tumores ( TNM)*

Estadio I 13 (18,05%)
Estadio I1 21 (29,17%)
Estadio III 22 (30,55%)
Estadio IV 16 (22,2%)
Total 72 (100%)

* niimero absoluto e porcetagem de casos da amostra de pacientes com tumor analisada.

5.3 Deteccéo do HPV

Todas as amostras analisadas mostraram reacdo da PCR positiva para B3-

globina, evidenciando a viabilidade do DNA dos espécimens.

O DNA do HPV foi detectado nas amostras de 60 dos 72 pacientes com
cancer (83,3%) usando a PCR auto-nested com primers GP5+/GP6+, ndo sendo

identificado em nenhuma das amostras do grupo controle sem neoplasia (p<0.001).

No grupo com cancer, o DNA do HPV foi encontrado em 61,1% (44 de 72)
das amostras de tumor e em 50% (36 de 72) das amostras de tecido ndo tumoral
(p=0.25). A comparacao de cada um destes resultados isoladamente com o resultado
da analise do grupo controle sem cancer, no qual ndo foi detectado o HPV, alcangou

diferenca estatisticamenete significativa (p<0.001). Vinte e trés pacientes (31,94%)
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tiveram o HPV detectado somente nas amostras de tecido tumoral, 14 pacientes
(19,44%) tiveram o virus detectado somente no tecido ndo neoplasico e 23 (31,94%)

tiveram o HPV identificado em ambos os tipos de amostra.

Os resultados obtidos com a analise dos diferentes tipos de amostras
coletadas dos pacientes com tumor através dos primers GP5+/ GP6+ e primers
especificos para HPV16 e para HPV18 sdo apresentados na tabela 8. Estes ndo
alcancaram significancia estatistica, apesar de uma tendéncia a maior positividade
para os PCR GP5+/GP6+ e PCR para HPV 16 nos tecidos neoplasicos em relacao
aos tecidos ndo tumorais coletados. Os resultados foram idénticos nestas amostras

ao se comparar o HPV 18.

TABELA 8. PCR + nas amostras coletadas em pacientes com tumor

Tumor Mucosa adjacente ao Tumor p-valor
GP5+/6+ 61,11% 50% 0,24
HPV16 34,72% 25% 0,275
HPV 18 18,06% 18,06% 1,0

Dos 60 casos positivos identificados através da PCR com os primers
consenso (GP5+/GP6+), 45 casos tiveram identificada a presenga dos HPVs 16 ou
18 através de PCR com primers especificos. O HPV 16 foi o tipo viral mais
freqiiente, sendo o unico tipo diagnosticado em 22 casos (36,67%). O HPV 18 foi o

unico tipo identificado em 12 casos (20%). Em 11 casos (18,33%) verificou-se a
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ocorréncia de uma infec¢dao mista, estando presentes concomitantemenete o HPV16
e o HPV18. Em 15 paciente (25%), no entanto, ndo se identificou nem o HPV16
nem o HPV 18, indicando que infec¢do detectada através dos primers consenso era

causada por tipos virais diversos.

O seqiienciamento direto confirmou os resultados da PCR com primers

especificos. As seqiiéncias das amostras positivas eram as mesmas seqiiéncias E6

publicadas para os HPVs 16 (figura 4) e 18.

TACT GC GACGTGAG  GTATATGACTTTGCTTTTCGG GATTTAT GC&?&GT#T&T& G_ﬂ
(1] 70 RO a9 100

R GAT GG GAATCCATATGCAGTGT GTGATAAAT GTTTAAAGTTTTATTCTAAAATT
110 120 13m 140 158 160

VWY W v Wiy

A GT GAGTATAGATATTATT GTTATAGT GTGT AT GG AACAACAT TAGAACAGEC AAT
170 180 198 200 210

v AW v W AV WA )

ACAACAARCCG T TG TETEATTIGCTTART TAGATGEGTAYTTAAC TG TCAAAAGLCCACTC
220 230 240 250 260 270

AW A AW i VY

i TG TCCTGAAGAAAAGCAAAGACATCTG GACAAAAAGCAAAGATTCCATAATATAAM
280 2998 ne 310 3ze

Figura 4. Seqiienciamento do HPV 16 — primer E6.
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5.4. Variaveis clinico-patoldgicas em relagdo a presenca do HPV

Nao houve associagdes estatisticamente significativas entre positividade para

o papiloma virus humano e a idade (Tabela 9) e o sexo (Tabela 10) dos pacientes

estudados.

TABELA 9. Relacéo entre idade e presenga do HPV

Grupo N°de Pacientes Média de idade Desvio Padrio
HPV+ 60 64,30 13,44
HPV- 12 63,0 13,045

*teste T, p=0,76

TABELA 10. Relacao entre sexo e presenca do HPV

HPV Masculino Feminino
HPV+ 31 (86,1%) 29 (80,6%)
HPV- 5 (13,9%) 7 (19,4%)

*teste exato de fischer, p=0,753

Nao houve associacao estatisticamente significativa entre positividade para o
HPV e a progressao do estadiamento tumoral (tabela 11). O mesmo aconteceu ao se
analisar a presenca do HPV em comparagdo a regido anatomica onde se localizava o

tumor (tabela 12).
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TABELA 11. Presenca do HPV conforme estadiamento do Tumor

HPV + HPV-
I 9 (69,2%) 4 (30,8%)
I 17(81%) 4 (19%)
I 21(95,5%) 1 (4,5%)
v 13 (81,3%) 3 (18,8%)

teste exato de Fisher, p=0,202

TABELA 12. Presenca do HPV conforme localizagdo do Tumor

HPV + HPV-  Total %
Colon Proximal 13 2 15 20,8
Colon distal 15 3 18 25
Reto 32 7 39 54,2
Total 60 12 72 100

teste Chi-Quadrado

, p= 0,920
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6. DISCUSSAO

Estimativas apontam o cancer de colon e reto como o quarto mais freqiiente
no Brasil, tanto em homens como em mulheres. Apesar da melhora crescente da
tecnologia médica, incluindo novos métodos diagndsticos e tratamento adjuvante, a
taxa de mortalidade e cura ndo tém sofrido alteragdes consideraveis. A pesquisa em
biologia molecular no cancer colorretal parece ser o caminho fundamental para

melhora deste panorama.

Até o momento, a patogénese do assim chamado carcinoma colorretal
esporadico, que representa mais de 90% dos casos diagnosticados, ainda necessita
ser esclarecida. Neste contexto, a identificagdo de um agente infeccioso como parte
do processo de carcinogénese colorretal representaria uma mudanca radical no
entendimento da biologia desta neoplasia, abrindo novas possibilidades diagnosticas

e terapéuticas.

A partir do inicio dos anos 90, surgiram as primeiras publica¢des sugerindo
um papel do HPV na etiologia do cancer colorretal. ** Os resultados na literatura
até o momento sdao divergentes. Enquanto alguns autores t€ém identificado o DNA
do HPV em amostras de céancer colorretal por diferentes técnicas laboratoriais,
como a hibridizagdo in situ e a PCR, outros falharam em identificar a presenca do

virus, mesmo usando as mesmas técnicas de deteccao.
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Este ¢ o primeiro estudo realizado no Brasil que investiga a relacdo entre a
infec¢do pelo HPV e o cancer de colon e reto. Nosso principal achado foi a detec¢ao
do virus em 83,3% das amostras de tecido colorretal dos pacientes com cancer. Em
contraste, ndo houve deteccdo de DNA viral em nenhum dos pacientes do grupo

controle sem neoplasia (p<0.001).

Como pode ser observado na tabela 4, houve diferenga significativa na
média de idade do grupo cancer (64,1 anos) em comparacdo a média do grupo
controle (52,3 anos). Esta diferenga ja era esperada no inicio do estudo, tendo em
vista que o cancer colorretal tem uma tendéncia a aumentar com idade, acometendo
principalmente individuos com mais de 60 anos."?” Em contrapartida, algumas das
doencas que determinaram a indicagdo cirtirgica nos pacientes do grupo controle, a

exemplo da endometriose colonica e da doenca inflamatdria, costumam ocorrer

preferencialmente em pacientes mais jovens.

A diferenca observada nas médias de idade dos grupos, o que inicialmente
poderia representar um fator de confusdo na interpretagdo dos dados, na verdade
serve para reforgar o resultado obtido de positividade para o HPV nos pacientes com
cancer. Esta colocagado ¢ sustentada por estudos epidemiologicos que demonstraram
uma relagdo inversa da infec¢do pelos tipos oncogénicos de HPV com a progressao

. . 54,55
da idade dos pacientes. ~

Em pesquisa realizada no Instituto Ludwig para Pesquisa do Cancer (Sao

Paulo, Brasil) incluiu 1425 mulheres, demonstrou-se através da PCR uma clara
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diminuicdo na positividade para tipos oncogénicos de HPV com o aumento da
idade. Houve uma redu¢do de 24.3% de positividade na faixa etaria de 18 a 24 anos
para apenas 8.7% na faixa etaria entre 45 a 60 anos. Este fenomeno parece refletir
uma maior resposta imunologica do hospedeiro ao virus desenvolvida ap6és um
tempo prolongado, levando a uma reducao nos indices de infec¢do latente no colo

uterino. >°

Quando nosso estudo foi iniciado, em marco de 2004, ndo havia nenhum
outro estudo publicado avaliando a presenca do HPV em trés grupos diferentes de
amostras teciduais: amostras de tecido tumoral, de tecido ndo neoplasico obtidas do
proprio paciente com cancer ¢ amostras nao neoplésicas de coletadas de pacientes
sem cancer. Em abril de 2005, Bodaghi e colaboradores, do Instituto Nacional do
Céancer (NCI-NIH, USA) publicaram estudo com o mesmo desenho por nos

proposto. 46

Nosso estudo, no entanto, tem certas caracteristicas metodoldgicas que
devem ser ressaltadas. Este ¢ o tnico estudo no qual todas as amostras a serem
analisadas foram coletadas exclusivamente pelos cirurgides diretamente envolvidos
na pesquisa de acordo com um protocolo pré-estabelecido de manipulacdo dos
espécimes cirirgicos, com objetivo de evitar a contaminagao cruzada entre amostras
de tecido. Cuidados semelhantes ndo foram adotados por outros pesquisadores. A
maioria dos estudos analisou tecidos conservados em blocos de parafina que foram
coletados ¢ manipulados sem cuidados para evitar a potencial contaminagao pelo

DNA viral. No estudo conduzido por Bodaghi e colaboradores, foram também
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avaliados tecidos coletados a fresco na sala de cirurgia. Foram investigados 55
pacientes com cancer colorretal, porém um protocolo de coleta para evitar a
contamina¢do cruzada s6 foi aplicado aos ultimos 10 pacientes incluidos no

46
estudo.

Em nosso trabalho, todas as amostras mostraram-se adequadas para a analise
molecular (teste da B-globina humana positivo). Provavelmente obtivemos esta
condicdo por terem sido analisados tecidos frescos que foram prontamente
congelados apos a coleta. Sabe-se que a degradacdo do DNA ¢ o problema mais

significativo encontrado ao se estudar pecas fixadas em parafina . >’

Neste estudo, foi realizada, pela primeira vez em pacientes com cancer
colorretal, a técnica de auto-nested PCR. A técnica foi descrita por Remmerbach e
cols. que demonstram uma maior sensibilidade com os na detec¢do do HPV (51
copias/ul) em comparagao a PCR single round com GP5+/GP6+ (170 copies/ul).
Portanto, a auto-nested PCR ¢ uma técnica til para ser utilizada na detecgdo do HPV

em tumores malignos ndo genitais, nos quais ha presenca de baixa carga viral. '

Nosso indice de deteccdo do HPV nos pacientes com cancer, que foi de
83,3%, estd em concordancia com resultados relatados por outros autores, que
identificaram o HPV em amostras de carcinoma colorretal, com indices variando
entre 31 e 84%. A maior prevaléncia do virus foi relatada por Cheng e colaboradores,
que estudaram espécimes de cancer colorretal obtidas de pacientes chineses,

detectando o virus em 16 de 19 casos estudados. ¢ Diferencas nos indices de detecgao
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entre os estudos podem ser explicadas por variagdes no desenho do estudo, tamanho
amostral, técnica de coleta de amostras, diferentes métodos de detecgdo utilizados e
mudangas no padrdo da infeccdo pelo HPV de acordo com regido geografica e
caracteristicas étnicas da populacdo analisada. Da mesma forma, acredita-se que a
falha na deteccdo do virus em tumores colorretais, relatada por uns alguns autores no
inicio da década de 1990, seja resultado de diferengas técnicas no método de

investigacdo empregado ou de tamanho amostral reduzido.

Em nosso estudo, nos pacientes com cancer, observou-se uma tendéncia de
detec¢do do virus mais comumente no tecido tumoral do que na amostra
correspondente de tecido colorretal sem cancer. A auséncia de diferenga nestes
indices de deteccado do HPV entre os dois tipos de amostra provavelmente reflete o
tamanho amostral deste estudo, podendo ser alterado com a inclusdo de um maior

numero de pacientes.

O DNA viral foi identificado na maioria dos casos de carcinoma. A auséncia
do HPV nas amostras do grupo controle sem neoplasia sugere fortemente que a
presenca do virus nos carcinomas colorretais ndo seja meramente um achado
incidental, mas um potencial co-fator para o desenvolvimento da doenca. Além disso,
75% das infecgdes virais detectadas foram causadas pelos HPVs 16 e 18, que sdo os
tipos virais com papel oncogénico definitivamente estabelecido. A semelhanga do
achado de Bodaghi e colaboradores, o HPV 16 foi o tipo viral mais freqiiente, estando

presente em 55% das amostras positivas (33 casos).
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A infec¢do concomitante por mais de um tipo de HPV, observada em 11
pacientes, sugere um possivel papel da co-infec¢des nesta neoplasia. Bachtiary e
cols. e van der Graaf e cols., ao estudarem lesdes pré-malignas do colo uterino,
observaram que a presenca de mais de um tipo de HPV, que parece refletir
exposicao repetida ao virus, estd relacionada a um aumento da chance de progressao

das alteragdes patologicas para a condigio de carcinoma invasor. **

Em 25% dos casos positivos para o HPV, a infec¢do ndo foi causada pelos
tipos 16 e 18, mas por outros tipos virais. Este achado provavelmente resulta da ja
mencionada alta sensibilidade da auto-nested PCR, que permite a detec¢do de um
amplo espectro de tipos de HPV, incluindo até novos tipos virais ainda nao
documentados. Também pode refletir variagdes regionais no padrdo de infeccao
pelo HPV, que sabidamente ¢ influenciada pela origem étnica e geografica dos
individuos investigados. Ja foi demonstrado que os paises latino-americanos tem
maiores incidéncias de infec¢ao pelo HPV que a Europa e os Estados Unidos da
América. > Varias caracteristicas demogréficas das areas em desenvolvimento
podem explicar essas diferengas, tais como: baixos indices de nutricdo, alta
fertilidade, mas condigdes de higiene e acesso limitado aos servigos de saude. Neste
contexto, ¢ possivel que a alta incidéncia da infeccdo pelo HPV no Brasil possa
estar, de alguma forma, contribuindo para a também alta incidéncia do carcinoma

colorretal no pais.

Nao foi encontrada diferenca estatisticamente significativa na compragao da

presenca do HPV com a localizagdo do tumor. O virus teve indices de detecgao
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semelhantes nos diferentes segmentos do intestino grosso analisados, sugerindo que
a infeccdo colorretal ndo ocorra por contaminacdo retrograda do virus a partir da
regido anogenital. Outros autores acharam resultados semelhantes. Em
contrapartida, Weinberger e colaboradores relataram que ha expressdo
significativamente maior da proteina E6 do HPV em tumores com localizacdo

anatdmica mais distal no intestino grosso. *’

A via hematica de disseminacao viral poderia explicar a equidistribui¢do do
virus nos segmentos dos intestino grosso analisados. A deteccdo de DNA do HPV
em amostras séricas de pacientes com doengas associadas a infecgdo pelo virus tem
sido descrita. De acordo com a hipdtese da “genometastase”, proposta por Garcia-
Olmo e Garcia-Olmo em 2001, a transformacao maligna pode se desenvolver como
resultado de uma “transinfec¢do” em orgdos alvo por tipos virais oncogénicos
dominantes que circulam no plasma e que sdo derivados de um tecido
primariamente alterado (exemplo: colo uterino). Dessa forma, o HPV circulante
poderia alcancar 6rgdos distantes e determinar a transformacdo maligna daqueles
tecidos. ® Widschwendter e cols., ao estudarem a infec¢do pelo HPV no céncer de
mama, sugeriram que o DNA do HPV pode ser transportado pela via sanguinea de
um tecido originalmente infectado para o tecido mamario, onde o virus
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desempenharia um papel no processo de carcinogénese.

A presenca do HPV ndo predominou em nemhum estadio do
adenocarcinoma na amostra estudada ou em tumores pouco diferenciados. Isso

parece indicar que as alteragdes moleculares causadas pelo HPV ndo tornam a
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neoplasia mais agressiva. Como ja sugerido por Cheng e cols, as alteragdes
causadas pelo DNA do HPV nao parecem estar envolvidas na invasao tumoral ou na
disseminacdo metastatica. ® Ourtros autores também falharam em demonstrar a
relacdo da presenca do HPV com fatores prognosticos do cancer colorretal. Em
contraste, estudos em pacientes com cancer de pulmdo e de cabeca e pescoco
demonstraram que infec¢ao pelo HPV estd associada a tumores em estadios mais

fpi 62
precoces e com melhor prognostico. °

Em resumo, neste estudo nos apresentamos evidéncia da associacdo entre a
infec¢do pelo HPV e o cancer colorretal. Nossos achados podem potencialmente
representar uma importante mudanca na atual compreensdao da biologia desta
freqliente neoplasia, abrindo novas perspectivas diagndsticas e terapéuticas para

pacientes com a doenca.
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7.CONCLUSOES

7.1. Concluséo geral

O HPV esta presente no coélon e reto de pacientes com adenocarcinoma

colorretal estudados.

7.2. Conclusdes especificas

1. O HPV ndo esta presente no colon e reto de pacientes sem carcinoma

colorretal estudados.

2. Nao existe associagdo significativa entre a presenca do HPV e a idade

dos pacientes com carcinoma de colorretal estudados.

3. Nao existe associagdo entre a presenca do HPV e o sexo dos pacientes

com carcinoma de c6lon e reto estudados.

4. Nao existe associacdo entre a presenca do HPV e a localizacao

anatomica dos tumores colorretais estudados.

5. Nao existe associagdo entre a presenca do HPV e o estadiamento dos

tumores estudados.
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6. PERSPECTIVAS

A partir deste estudo surgiram novas perspectivas para a ampliagdo da
investigacdo do papel do HPV na carcinogénese colorretal. Neste sentido, novos
projetos de pesquisa estdo sendo preparados, devendo, mais uma vez contar com a
participacdo do Servico de Coloproctologia do HCPA e do Laboratério de Biologia

Molecular da FFFCMPA. S3o eles:

1) Pesquisa das alteragcdes nos genes p53 ¢ pRB em carcinomas

colorretais positivos para a presenca do HPV.

2) Pesquisa do HPV na regido anogenital e no sangue de pacientes

com carcinomas colorretais positivos para a presenca do HPV.

3) Pesquisa do HPV em metastases de adenocarcinoma ¢ célon e

reto.

4) Estudo do papel carcinogénico do HPV em cultura de células

colorretais.

5) Impacto da vacinagdo para tipos especificos de HPV na

prevaléncia do cancer de colon e reto.
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