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PRESENCA DO PAPILOMAVIRUS HUMANO TIPO 16 E EXPRESSAO
GENICA DA PROTEINA P16'V*“A E ONCOPROTEINA E7 NO CARCINOMA

COLORRETAL

HPV16 AND EXPRESSION OF PROTEIN p16™<4 AND E7 ONCOPROTEIN IN COLORECTAL CARCINOMA

Olavo Magalhdes PICANCO-JUNIOR'?", Thérése Rachell THEODORO?",

Paulo José de Brito Silva ALBUQUERQUE?", Rodrigo Nascimento PINHEIRO"”, Jaques WAISBERG'

RESUMO - INTRODUGAO: O papilomavirus humano (HPV) é agente das doencas sexualmente
transmissiveis de maior prevaléncia no mundo que estdo associadas ao cancer do colo do Utero
e canal anal. A acdo do HPV na carcinogénese colorretal ndo esta ainda estabelecida. OBJETIVO:
Estudar a eventual correlagdo entre a presenga do HPV tipo 16 e a expressdo génica da proteina
p16™N*2 e da oncoproteina E7 de HPV e de seus niveis no tecido do carcinoma colorretal. METODOS:
Estudo retrospectivo caso-controle de 79 doentes com carcinoma colorretal divididos em dois
grupos: HPV presente e HPV ausente. Foi realizada reagdo em cadeia da polimerase (PCR), além
da hibridizacdo do tipo dot blot para o HPV 16 e o HPV 18 Amostras do tecido colorretal também
foram submetidas ao estudo imuno-histoquimico para avaliar o nivel tecidual das proteinas E7 e
p16N2. RESULTADOS: O HPV foi identificado em 36 (45,6%) casos. Ndo houve diferenca significante
entre os grupos quanto ao sexo (p=0,056), idade (p=0,1), localizagdo cdlica e/ou retal (0,098) e
presenca do HPV. A expressdo génica da oncoproteina E7 de HPV estava presente em 3,12% dos
casos (p=0,9) e a expressdo da proteina p16™«“ foi observada em 46,3% (p=0,27) dos individuos com
deteccdo do HPV. CONCLUSAO: A expressdo génica e os niveis teciduais da oncoproteina E7 e da
proteina p16™42 encontrados nos pacientes positivos para o HPV sugerem a auséncia de atividade
oncogénica do HPV tipo 16 no carcinoma colorretal.

DESCRITORES: Neoplasias Colorretais. Infeccdes por Papillomavirus. Genes p16. Proteinas E7 de
Papillomavirus

ABSTRACT - BACKGROUND: Human papillomavirus (HPV) is the agent of the most prevalent sexually
transmitted diseases in the world associated with cervix and anal canal cancer. The action of HPV
on colorectal carcinogenesis is not yet established. OBJECTIVE: This research aimed to study the
possible correlation between the presence of HPV16 and the gene expression of p16™*% protein and
HPV E7 oncoprotein and their levels in colorectal carcinoma tissue. METHODS: A retrospective case—
control study of 79 patients with colorectal carcinoma was divided into two groups: HPV-positive and
HPV-negative. The polymerase chain reaction was performed, in addition to dot-blot hybridization
for HPV16 and HPV18. Colorectal tissue samples were also subjected to immunohistochemical study
to assess the tissue level of E7 and p16™ proteins. RESULTS: HPV was identified in 36 (45.6%)
cases. There was no significant difference between groups regarding gender (p=0.056), age (p=0.1),
colic and/or rectal location (0.098), and presence of HPV. Gene expression of HPV E7 oncoprotein
was present in 3.12% of cases (p=0.9), and p16™ protein expression was observed in 46.3%
(p=0.27) of those selected with HPV detection. CONCLUSION: Gene expression and tissue levels of
E7 oncoprotein and p16™ protein found in HPV-positive patients suggest the absence of HPV16
oncogenic activity in colorectal carcinoma.

HEADINGS: Colorectal Neoplasms. Papillomavirus Infections. Genes, p16. Papillomavirus E7 Proteins.
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Figura 1 — Fotomicrografias das laminas de
imuno-histoquimica (400x). A — Fotomicrografia
com expressdo da p16™2. B - Fotomicrografia
sem expressdo da p16™«4. C - Fotomicrografia
com expressdo da E7. D - Fotomicrografia sem
expressdo da E7.

Mensagem central

A auséncia de expressdo génica e niveis
significantes da oncoproteina E7 do HPV e da
proteina p16™* nos tecidos de CCR onde a
presencga do HPV tipo 16 foi detectada sugerem
que ndo ha atividade oncogénica do HPV tipo 16
no cancer coloretal

Perspectiva

A realizacdo desse estudo buscou a identificacdo
da presenga do HPV e verificar o nivel da
oncoproteina viral E7 e da proteina p16 N2 no
tecido do CCR. As alteragdes desencadeadas pela
presenca do HPV no desenvolvimento do CCR
sdo um possivel fator causal, sendo necessaria a
expressdo de E7. Nossos dados indicaram que o
HPV néo estava associado ao desenvolvimento
do CCR e o nivel da p16'N*2 njo foi significante
como marcador da infeccdo pelo HPV no CCR.
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ARTIGO ORIGINAL

INTRODUCAO

cancer colorretal (CCR) é uma das neoplasias

Omais frequentes no mundo, sendo o terceiro
cancer mais incidente (10,2%), apds as neoplasias

malignas de pulmao e mama.>** O CCR é a segunda com maior
mortalidade no mundo e foi o responsavel por 881.000 mortes
no ano de 2018 com cerca de 1,8 milhdes de novos casos. >*°

As doencas infecciosas foram responsaveis por 2,2
milhdes de novos casos de cancer no mundo em 2018 que
representaram 13% de todos os casos de cancer, excluindo
as neoplasias de pele ndo melanoma.” Dentre as neoplasias
malignas com etiopatogénese infecciosa, o Helicobacter
pylorifoi o agente infeccioso responsavel por 810.000 novos
casos de cancer gastrico e o HPV o responsavel por 690.000
novos casos de cancer acometendo, principalmente, o colo
do utero.™®

O papilomavirus humano (HPV) é uma das doencas
sexualmente transmissiveis de maior prevaléncianomundoea
infeccdo pelo HPV esta associada ao cancer do colo do Utero.>%
Peder et al.®® realizaram metanalise sobre a associacdo entre o
HPV e o cancer genital ndo cervical com amostra combinada
de 1.552 doentes analisados. Esses autores verificaram a
presenca de HPV em 42% dos casos de cancer de pénis, 67%
nos casos de CCR e em 43% nos casos de cancer vulvar. Outros
estudos’#791922correlacionaram o HPV com o desenvolvimento
do adenocarcinoma célico e, mais frequentemente, ao cancer
do canal anal. Em doentes portadores de tumor do canal
anal foi identificada uma alta proporc¢do de hiperexpressao
do gene p16™k4 sugerindo que a infeccdo pelo HPV seja um
dos determinantes para o desenvolvimento do cancer anal em
homens e mulheres. 4791922 Autores mostraram a presenca do
HPV em tumores de outras localizacbes 5811232529

A expressdo das oncoproteinas E6 e E7 do HPV esta
relacionada ao desenvolvimento dos carcinomas genitais
cervicais, orais e do canal anal."?*% Os resultados apresentados
em protocolo de coloragdo para a avaliagdo imuno-histoquimica
da expressdo das oncoproteinas E6 e E7 no cancer do colo do
Utero e no cancer orofaringeo positivos para o HPV mostraram
vantagens desse método em comparacdo com a hibridizacdo
do mRNA das proteinas E6 e E7 devido ao custo muito menor
e a aplicabilidade maior na pratica clinica."82325

No CCR, buscou-se um marcador substituto para a
presenca da expressdo génica da E7 do HPV pelo exame
imuno-histoquimico da oncoproteina p16™4,12>No entanto, a
oncoproteina p16™“2 ndo se mostrou um marcador substituto
para uma infeccdo ativa por HPV no CCR, ao contrario do que
é observado no cancer de células escamosas dos tumores de
cabeca e pescogo e no cancer do colo uterino.'?

Damin et al.® identificaram uma positividade para o HPV
em 60% dos doentes com CCR e o tipo 16 foi 0 mais frequente
sendo detectado em 68,3% dos casos. Esse achado indicou
que esse virus poderia estar relacionado com a patogénese
do CCR, o que também foi sugerido por outros autores.*”:?

Porém, ainda é necessario definir se a presenca de HPV
encontrada nas amostras de tecido obtidas em doentes com
CCR determina niveis expressivos da oncoproteina E7 e da
proteina p16™4 do HPV, evento que poderia se apresentar como
importante fator de associacdo causal para o desenvolvimento
do CCR."24

Aidentificacdo do DNA do HPV em amostras teciduais de
CCR sugere uma possivel participacdo do HPV na carcinogénese
colorretal. No entanto, a atuacdo efetiva do HPV depende da
acdo de suas oncoproteinas e com isso surgiu a necessidade
de avaliar a possibilidade da oncoproteina E7 estar ativa em
nossas amostras.

O objetivo desse estudo foi verificar a eventual correlagdo
entre a presenca do HPV tipo 16 e sua relagdo com a expressao
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do gene E7 do HPV tipo 16 e os niveis da proteina p16™2 e
da oncoproteina E7 no tecido do CCR.

METODOS

Foi realizado um estudo envolvendo participantes humanos
de acordo com o padréo de Institucdes de Etica em pesquisa
sob o nimero: 1377/08 e 1.461.817.

Trata-se de um estudo retrospectivo e analitico do tipo
caso-controle.

Foram analisadas 82 amostras teciduais de CCR obtidas
no transcorrer das cirurgias eletivas realizadas com intencao
curativa para tratamento do CCR. Foi realizada reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) com iniciadores do gene betaglobina para
avaliar a suficiéncia e integridade do DNA presente em cada
amostra, sendo excluidas 3 amostras.3

Procedeu-se, desta forma, a realizacdo de PCR com
iniciadores genéricos e especificos para os papilomavirus 16
e 18 e hibridizagdo em pontos (dot blot).

A amostragem foi constituida por blocos parafinados de
tecido colorretal obtidos a partir de pegas cirirgicas de doentes
com CCR, de ambos os sexos, com idades entre 28 a 87 anos
(média 57,85+15,3 anos) submetidos ao procedimento cirlrgico
no Hospital Ophir Loyola (Belém, PA), no periodo de janeiro de
1999 a dezembro de 2003.Todos os doentes foram operados
consecutivamente nesse periodo e foram classificados de acordo
com o sistema TNM (American Joint Committee on Cancer).

Para definir o diagnostico e o estadiamento foram utilizados
a bidpsia do tumor colorretal, exames de imagem (RX de torax,
TC abdominal e pélvica e/ou ultrassonografia abdominal) de
acordo com protocolo do servico, achados intra-operatérios
e o laudo do exame anatomopatoldgico da peca cirdrgica.

Os critérios de inclusdo foram doentes adultos, de ambos
os sexos, com CCR confirmado por exame histopatoldgico,
submetidos a cirurgia no Hospital Ofir Loyola.

Os critérios de exclusdo foram a presenca de sindrome
de polipose colorretal hereditaria, carcinoma colorretal ndo
polipdide hereditario, doenca inflamatoria colorretal, CCR
metacronico, pacientes submetidos a tratamento radioterapico
neoadjuvante e outro tipo histoldgico de cancer colorretal
diferente do CCR.

Extracao do DNA

Secdes do tecido parafinado depositadas em um tubo
foram submetidas ao processo de desparafinizacdo e digestdo
enzimatica com proteinase K (200 mg/ml) a 56°C, durante 2 a
4 dias. Apos a digestao, procedeu-se a extracdo do DNA pelo
método fenol-cloroférmio.

PCR

Apbs a extracgdo e purificacdo, as amostras de DNA foram
inicialmente submetidas a PCR) com os primers PCO3 e G74
que amplificam 100 pares de bases (pb) do gene b-globina
humana paraavaliar a suficiéncia e integridade do DNA presente
em cada amostra.

As amostras positivas foram submetidas a PCR com
iniciadores genéricos para HPV, GP5+/GP6+, capazes de
amplificar 140 pb do gene L1 de HPV.

Para verificar a auséncia de contaminagdo por DNA
exdgeno foi utilizado um controle negativo, contendo todos
os reagentes da mistura, exceto o DNA. Uma linhagem de
células HeLa com DNA de HPV 18 integrado foi utilizada como
controle positivo.

As amplificagdes foram efetuadas no termociclador,
(Epperndorf, modelo Mastercycle, Gradiente,Germany), com
40 ciclos de amplificagdo com 1 min. para a desnaturacdo
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a 95° C, 1 min. de anelamento a 55° C e 1,5 minutos para o
alongamento da cadeia a 72° C.

Os produtos da amplificacdo (amplicons) foram analisados
em gel de poliacrilamida a 7% e corados pela prata.

Identificacao de HPV por Hibridizacao em Pontos
(Dot Blot)

Os procedimentos de fixagdo do amplicon na membrana
incluiramm o aquecimento ou irradiacdo UV. Em seguida, a
membrana foi recoberta com sondas especificas (isoladamente
ou em coquetéis) marcadas com fésforo radioativo (P*?) para os
HPV tipos 6,11,16,18,31,33,34,35,39,40,42,43,44,45,51,52,54,56 e
58. A hibridizacdo foi revelada apds exposigcdo das membranas
ao filme de RX por 18 a 36 horas a 70°C. A hibridizagdo com
a sonda foi reconhecida como evidéncia de que a sequéncia
nucleotidica pesquisada estava presente no espécime estudado.

Em cada membrana utilizou-se, além dos controles
positivos e negativos dos produtos da PCR, controles para
diferentes tipos de HPV, provenientes de amplifica¢cdes por
PCR de plasmideos e amostras clinicas.

Posteriormente, as membranas foram umedecidas com
solugdo 2xSSC e colocadas em um saco plastico com 5mL da
solugdo 6xSSC, 10x Denhardt’s, 0.5% SDS e 100mg de esperma
de salméo desnaturado, sendo, em seguida, encubadas a 55°C
por 3 horas (pré-hibridizagéo).

Adicionou-se as sondas radioativas a solucdo anterior,
permanecendo incubadas a mesma temperatura por 12 a
24 horas (hibridizacdo). Ao fim deste periodo, as membranas
foram lavadas com solugdo 3xSSC, 0,5%SDS, em trés etapas: a
primeira, por 10 min. a temperatura ambiente; as outras duas,
por 30 min. cada, a 55°C. Finalmente, as membranas foram
expostas a um filme de RX (X~-OmatK-Kodak, Rochester, NY, USA)
durante 18 a 36 horas a -70°C e a hibridizacdo foi verificada
apos a revelacdo do filme pela presenca de pontos escuros no
local correspondente as amostras adicionadas a membrana.

PCR especifica para E7 de HPV 16 e 18

As amostras foram utilizadas em uma PCR com iniciadores
especificos para E7 do HPV 16 e 18 capazes de amplificar 217
pb para E7 de HPV 16 e 137 pb para E7 de HPV 18. Com relagéo
aos iniciadores especificos para o HPV 16 foram utilizados: 5’
GCC CAT TAACAG GTCTTC C3"; 5" TTT GCA ACC AGA GAC
AAC TGA 3. Para o HPV 18: 5" ATG TCA CGA GCA ATT AAG C
3% 5" TTC TGG CTT CAC ACT TCA AACA 3.

As amplificacdes foram efetuadas no equipamento
termociclador, (Epperndorf, modelo Mastercycle, Gradiente,
Germany), em 40 ciclos de amplificacdo empregando 1 min.
para a desnaturacdo a 95° C, 1 min. de anelamento a 55° C e
1,5 minutos para o alongamento da cadeia a 72°C.

Os produtos da amplificacdo (amplicons) foram analisados
em gel de poliacrilamida a 7% corados pela prata e analisados
de forma semelhante aos para a RT- PCR genérica.

Técnica Imuno-histoquimica

Os blocos de parafina contendo os espécimes histolégicos
foram seccionados com 3 um de espessura e montados
sobre laminas silanizadas. Estas foram submetidas a técnica
LSAB-peroxidase (complexo avidina-biotina-peroxidase)
de imuno-histoquimica. Cozimento no vapor com solucao
de citrato foi empregada na recuperagdo antigénica. No
bloqueio das peroxidases enddgenas e de sitios inespecificos
utilizou-se perdxido de hidrogénio 10V e leite desnatado 2%,
respectivamente. Foram, entdo, incubados por 18 horas os
anticorpos monoclonais anti-HPV16 E7 N-21 (SC-1588) e anti-
P16-ARC FL-151 (SC-68393) (Santa Cruz Biotechnology Inc®,
Santa Cruz, CA, USA) na diluicdo de 1:100 em soro albumina
bovina (BSA, Sigma®, St Louis, MI, USA). Apds esse periodo, as
laminas foram incubadas com o anticorpo secundario LSAB-
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HRP (Large Streptavidin-Avidin-Biotin - System Peroxidase;
Dako A/S®, Copenhagen, Denmark), reveladas com cromégeno
3-3'-diaminobenzamidina (Dako A/S®, Copenhagen, Denmark)
e a contracoloracao foi realizada com hematoxilina de Harris
(Sigma Diagnostics, St. Louis, Ml, USA).

Captura e Tratamento das Imagens

A coloracdo de cada marcador no ensaio imuno-histoquimico
foi quantificado apenas no tecido célico e retal no aumento
100x, utilizando-se o principio do hotspot (identificacdo no
menor aumento da area com maior concentracdo de alteracao
histolégica pesquisada), enquanto que no aumento de 400x, o
campo de maior expressao foi capturado digitalmente (Figura 1).

O sistema de captura de imagem utilizou microscépio
Nikon Eclipse E200 (Nikon Company, Tokio, Japan) acoplado a
camera digital.

Os arquivos, salvos como tagged image file format (TIFF),
foram processados no software de editoracdo de imagens Corel
photo-paint (Corel Corporation, Ottawa, Canada) utilizando-se
0 recurso “mascara de cor” inicialmente, onde o pixel da cor
predominantemente correspondente a expressdo do marcador
de imuno-histoquimica foi selecionado.

Esse arquivo editado foi transferido para o software de
analise de imagens Imagem J (imagj.nih.gov/ij/) disponivel na
plataforma Windows. Nesse programa, as imagens coloridas
foram convertidas em escala de cinza (color to gray) e em seguida
novamente convertidas para imagem binaria, resultando em
uma imagem constituida apenas de pixels brancos e pretos,
esses Ultimos correspondendo a expressdo do marcador da
proteina p16™N4s e da oncoproteina E7 do HPV. O recurso
“count black and white pixels" quantificou em valor absoluto
e em percentual a expressdo dos pixels brancos e pretos de
cada campo histolégico capturado.

Andlise Estatistica

Os testes utilizados foram o teste do qui-quadrado
para testar a homogeneidade entre as proporcdes, o teste t
de Student para amostras independentes e o teste exato de
Fisher nos casos onde as frequéncias foram menores que 5.
Adotou-se o valor de p < 0,05 como nivel de significancia para
rejeicdo da hipdtese de nulidade. Os testes estatisticos foram
realizados no programa BioEstat 5.0 (https.//www.mamiraua.
org.br/documentos/374dcfbeb64a59a98770b581ec51962b.zip).

RESULTADOS

Durante o desenvolvimento da pesquisa foram excluidos trés
casos devido a negatividade para o teste do gene da betaglobina
humana para identificacdo de DNA viavel, o que totalizou 79
casos viaveis para o estudo que mostraram positividade para o
gene da betaglobina humana em 92,9% das amostras.

Desse modo, analisou-se 79 doentes com idade entre 28
a 87 anos, com média de idade de 57,85+15,3 anos e mediana
de idade de 58 anos.

Apbs a realizagdo da PCR, os doentes foram divididos
em dois grupos diferenciados pela presenca ou auséncia do
HPV. Trinta e seis (45,5%) doentes foram alocados para o
grupo com HPV presente e 43 (54,5%) casos integraram o
grupo HPV ausente.

Observou-se que ndo houve diferenca significante em
relacdo ao sexo, a idade dos doentes em ambos os grupos e a
localizagdo do HPV no colo ou no reto nos doentes do grupo
onde o HPV estava presente (Tabela 1).

Com relacdo ao estadio TNM, estadiamento clinico e
ao grau de diferenciacdo celular ndo se observou diferenca
significante em relagéo a presenca ou auséncia do HPV (Tabela 2).
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Figura 1 - Fotomicrografias das laminas de imuno-histoquimica (400x). A — Fotomicrografia com expressdo da p16™4 B -
Fotomicrografia sem expressdo da p16™*2. C - Fotomicrografia com expressdo da E7. D - Fotomicrografia sem
expressao da E7.

Tabela 1 - Caracterizacdo dos doentes operados de carcinoma  Tabela 2 - Caracterizacdo dos 79 doentes operados de carcinoma

colorretal em relacdo as varidveis género, idade colorretal de acordo com o estadio TNM, estadiamento
e localizagdo anatdmica da coleta da amostra de clinico e o grau de diferenciacdo celular, quanto a
tecido colorretal. presenca ou auséncia do HPV.
HPV HPV
Variavel Categoria Positivo Negativo p Variavel Categoria Positivo Negativo P
n % n % N % N %
Genero (e 28 7i2 22 s OO R
! ! 2 5 1428 8 18,6
<40 3 83 4 9,3 T 0.2699
e 40— 49 Z 194 8 186 . 3 26 7428 29 6744
50 — 59 7 19,4 9 209 4 3 857 5 1162
=60 19 528 22 512 0 16 4557 26 60,49
L - 8 17 L S50 N 1 11 3142 11 2558 0.3823
Localizacao CE 10 27,8 5 11,6 0,098
Reto 20 556 24 558 2 8 2285 6 1395
1. Nivel descritivo de probabilidade do teste qui-quadrado M 0 27 7714 35 81,39 0.1149
2. Nivel descritivo de probabilidade do teste exato de Fisher 1 22,85 8 18,6 ’
CD: Cdlon direito; CE: Colon esquerdo | 4 11,42 6 13,95

1] 9 25,71 18 41,86
Estadio clinico 03174

O estudo imuno-histoquimico para as proteinas p16'N« it 1440 1 2558
e E7 ndo evidenciou diferenca significante (p=0,26) na sua 1% 8 2285 8 186
presenga em ambos os grupos. | 4 1142 8 186

A oncoproteina E7 esteye presentg apenas no grupo Grau de. 5 " 25 7142 31 7209 03420
onde o HPV foi detectado e ndo houve diferenca significante  diferenciacao
(p=0,89) no nivel tecidual da oncoproteina E7 entre o grupo I 6 1714 4 93
com HPV presente ou ausente (Tabela 3). Teste do qui-quadrado N = nimero de doentes
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Tabela 3 - Caracteriza¢do dos doentes operados de carcinoma
colorretal em relacdo ao nivel das proteinas p16'N<a
e E7 do HPV no tecido colorretal.

HPV
Variavel Positivo Negativo P*
% %
P16 NK4a 46,311 42,799 0.2699
E7 3,218 0 0.8983

*Teste t de Student.

DISCUSSAO

Estudos vém sendo realizados visando a identificacao
da presenga do HPV no colo e no reto acometidos por CCR,
porém ainda com resultados conflitantes. Pelizzer et al.?', ao
realizarem revisdo sistematica com metanalise, verificaram a
associacdo entre HPV e CCR, o que também foi observado
por Damim et al.” Em contraposicdo a esses dados, Vuitton
etal.?, refutaram a relagdo do HPV na carcinogénese colorretal.
Picanco Junior et al.** observaram a presenca do HPV em 46%
dos doentes com CCR, sem que houvesse relagdo com o estadio
TNM, estadio clinico ou grau de diferenciacdo celular.

O risco de desenvolvimento do CCR na populagéo é
superior a 6%.' Doentes com histéria familiar representam
até 20% dos casos de CCR e 5 a 10% estariam relacionados
a interacdo com sindromes polipoides e ndo polipoides. Os
demais casos aconteceriam de forma esporadica, representando
80% dos CCR."

Surge, desta forma, o questionamento em relacdo a
associacao entre o HPV e o desenvolvimento do CCR, pois a
simples presenga do HPV néo é considerado um fator para o
desenvolvimento do cancer, uma vez que ha a necessidade da
atividade oncogénica da proteina E7 de HPV e a inatividade de
genes supressores de tumor, como o p16 Nk4a 1516

A realizacdo desse estudo buscou a identificacdo da
presenca do HPV e verificar o nivel da oncoproteina viral E7 e
da proteina p16 ™2 de HPV no tecido do CCR. ™2

Os oncovirus contribuem para a carcinogénese promovendo
instabilidade genética e induzindo aberra¢des cromossdmicas.?’
Nesse sentido, pode-se associar as alteracdes desencadeadas
pela presenca do HPV no desenvolvimento do CCR como possivel
fator causal.?” Porém, o aumento do nivel de uma determinada
proteina ndo implica, necessariamente, no aumento da atividade
dessa proteina que pode estar funcionalmente inativa.""2>

Estudos relacionaram a hiperexpresséo da proteina p 16N«
com os processos de carcinogénese e progressao do CCR."32¢
Herman et al.? constataram que a reducdo da expressédo da
proteina p16™N 42 esta associada a hipermetilacdo de genes que
predispdem ao CCR em 32 a 55% dos casos. A perda da func¢éo
da proteina p16™ resultante de sua metilagcdo aberrante foi
associada ao surgimento de diversas neoplasias, incluindo o
CCR e notou-se uma intima relagdo da positividade da proteina
p16'™N42 com a manifestagdo do CCR."3'

Nossos dados indicaram que o HPV ndo estava associado
ao CCRe o nivel da p16™*4 njo foi significante como marcador
da infeccdo pelo HPV no CCR, resultados semelhantes aos
observados por Libera et al."”

Apesar da necessidade da expressdo de E7 para que
ocorra a carcinogénese apos a integracao do HPV a célula
hospedeira,®' unicamente sua presenca ndo parece ser um fator
definitivo para a progressdo no desenvolvimento tumoral.’>1628
Esse dado é corroborado pela observacdo de que individuos
contaminados pelo HPV ndo desenvolvem necessariamente
células tumorais, o que sugere que sdo imperativos outros
eventos sequenciais para a carcinogénese.® Assim, a atuagdo
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do HPV na carcinogénese, no entanto, ainda permanece
controversa. 291017.24

Deschoolmeester et al." identificaram a presenca do DNA
do HPV em 14,2% das amostras de tecido de doentes com
CCR, valor inferior de outros autores #9152 que apontaram a
presenca do HPV em 21a97% dos casos. Essas discrepancia séo
atribuidas as diferencas geogréficas, culturais e de saneamento
das regides de onde os doentes estudados eram originarios.

Com relagdo a distribuicdo do HPV no intestino grosso,
nds ndo observamos diferencas quanto a localizacdo onde o
DNA do virus foi detectado. Esses dados sdo coincidentes com
os de Damin et al.%, o que pode indicando que a contaminagéo
pelo HPV ndo ocorre por transmissdo viral retrégrada da
regido anogenital. Também nado foram encontradas diferencas
significantes entre as variaveis clinicas e patolégicas estudadas
e a presenca ou auséncia do HPV.

Na presente investigacdo ndo se identificoua atividade da
proteina de supressdo tumoral p16™*4, diferentemente do que
se observa nos casos de neoplasia do colo uterino relacionados
ao HPV, onde esta proteina atua como marcador substituto da
atividade oncogénica da oncoproteina E7 de HPV.

Os achados obtidos no transcorrer dessa pesquisa sdo
coincidentes com os dados da literatura atual na qual se observa
apresenca do HPV em amostras teciduais de doentes portadores
de CCR. 2112025 No entanto, outros autores ndo evidenciaram
a presenca de qualquer tipo de HPV,%%¢ o que poderia estar
relacionado com as diversas técnicas de identificacdo do DNA
do HPV utilizadas nesses estudos.

Foram observadas limitagdes no transcorrer do presente
estudo, como o nimero de amostras, a dificuldade na obtencédo
de material adequados das pecas cirurgicas a partir de blocos
parafinados e a natureza retrospectiva do estudo.

O papel desempenhado pelo HPV na génese do CCR
ainda permanece controverso. Outros estudos ainda sdo
necessarios para esclarecer se o HPV participa, em algum
grau, da carcinogénese do CCR nos doentes com esse virus
detectado no tecido do CCR.

CONCLUSAO

N&o houve expressdo génica e niveis significantes da
oncoproteina E7 do HPV e da proteina p16™ nos tecidos de
CCRonde apresenca do HPV tipo 16 foi detectada. Esses achados
sugerem auséncia de atividade oncogénica do HPV tipo 16
no CCR.
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