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RESUMO

A incidéncia do cancer colorretal (CCR) ¢é crescente em todo mundo e a doencga representa a
quarta causa de morte por cancer. A associacdo do Papilomavirus humano (HPV) com o CCR
¢ inconclusiva e a presenca do genoma viral no CCR consiste na primeira etapa para a
elucidacao desta questao. O objetivo deste estudo consistiu em analisar retrospectivamente 92
casos de CCR e investigar a presenga do DNA do HPV, os genotipos e as possiveis
associacdes entre o HPV e as caracteristicas clinicas e patologicas dos CCR. Trata-se de
estudo retrospectivo que incluiu 92 pacientes com CCR assistidos em uma instituicdo de
referéncia do Centro-Oeste do Brasil. Foram utilizadas amostras tumorais fixadas em formol e
incluidas em parafina. A deteccdo do HPV foi feita por PCR com o uso de primers SPF 10 e
com o uso kit comercial INNO-LIPA HPV Genotyping Extra II° (FujirebioEurope, Ghent,
Bélgica). As associagdes entre a presenga do virus e as caracteristicas tumorais investigadas
foram avaliadas pelo teste de exato de Fisher, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05). A
prevaléncia do HPV no grupo de CCR investigado foi de 35,8% (1C95%;26,8-46,0).
Associagdes entre presenga do HPV e os aspectos clinicopatoldgicos dos CCR nao foram
detectadas neste estudo. Nossos resultados demonstraram a prevaléncia do DNA do HPV em
um grupo de CCR e a auséncia de associagdes entre a presenca do virus e as caracteristicas
dos tumores.

DESCRITORES: Cancer colorretal; HPV; Deteccdo viral; Prevaléncia.



ABSTRACT

The incidence of colorectal cancer (CRC) is increasing worldwide and the disease is the
fourth leading cause of cancer death. The association of human papillomavirus (HPV) with
CRC is inconclusive and the presence of the viral genome in the CRC is the first step in
elucidating this issue. The objective of this study was to retrospectively analyze 92 cases of
CRC and to investigate the presence of HPV DNA, genotypes and possible associations
between HPV and the clinical and pathological characteristics of CRC. It is a retrospective
study that included 92 patients with CRCs assisted at a reference institution in the Center-
West of Brazil. Tumor samples fixed in formalin and embedded in paraffin were used. HPV
detection was performed by PCR using SPF 10 consensus primers and the commercial INNO-
LIPA HPV Genotyping Extra II © kit (FujirebioEurope, Ghent, Belgium). The associations
between the presence of the virus and the investigated tumor characteristics were assessed by
Fisher exact test, with a significance level of 5% (p <0.05). The prevalence of HPV in the
CRC group was 35,8% (I1C95%; 26,8-46,0). Associations between the presence of HPV and
the clinicopathological aspects of CRC were not detected in this study. Our results
demonstrated the prevalence of HPV DNA in a grup CRC and the absence of association
between the presence of the virus and the characteristics of the tumors.

KEY WORDS: Colorectal cancer; HPV; Viral detection; Prevalence.
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1. INTRODUCAO

O cancer ¢ uma doenga que envolve mudancas genéticas e epigenéticas nas células

(DOORBAR et al., 2015). A carcinogénese ¢ um processo de varias etapas que leva a
ativacao de oncogenes e a perda da fungdo dos genes supressores de tumor (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Os processos moleculares acumulados durante o desenvolvimento de
tumores compreendem: a sustentacao da sinalizacao proliferativa, o escape dos supressores de
crescimento, a evasdo a morte celular, a imortalizagdo celular, o estimulo a angiogénese, a
invasdo celular (metastase), instabilidade genomica (acimulo de mutacdes no genoma),
promoc¢ao tumoral por inflamacdo, reprogramagdo do metabolismo energético ¢ escape da
destrui¢d@o das células tumorais pelo sistema imune (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O cancer ¢ uma doenca multifatorial, sendo as causas externas representadas por
agentes ambientais e as internas promovidas por alteracdes no genoma, a¢do hormonal e
mecanismos imunoldgicos (DOORBAR et al., 2015). A chance de se ter cancer pode ser
diminuida pela reducao da exposi¢do aos fatores de risco como, por exemplo: tabagismo,
alcoolismo, dieta de ma qualidade, sedentarismo e obesidade (ZAMPINO et al., 2009).

O cancer colorretal (CCR) ¢ uma doenga neoplasica comum, sendo a quarta causa de
morte por cancer em todo mundo. O CCR ¢ o terceiro tipo de cancer mais prevalente em
homens (746.000 casos, 10% do total) e o segundo em mulheres (614.000 casos, 9,2% do
total) (GLOBOCAN, 2012). No Brasil espera-se para o biénio 2018-2019, 36.360 novos casos
de CCR, sendo 17.380 em homens ¢ 18.980 em mulheres (INCA, 2017).

O risco para se desenvolver CCR pode ser herdado, mas como a doenga ¢
multifatorial, acredita-se que os fatores ambientais desempenham um papel mais importante
do que a hereditariedade (KUIPERS et al., 2016). A evolugdo do CCR ¢ um processo
gradativo, no qual muitos fatores de risco estao envolvidos, dentre eles tem-se: dieta pobre em
fibras, obesidade, sedentarismo, tabagismo, alcoolismo, idade, historico pessoal de polipos,
historico pessoal de doenca inflamatoria intestinal, historico familiar de CCR, sindromes
hereditarias e diabetes tipo 2 (KANTH et al., 2017; KUIPERS et al., 2016).

Aproximadamente 15% dos canceres humanos estdo relacionados a uma causa viral,
contribuindo para a instabilidade genética e levando ao aparecimento de aberragdes
cromossdmicas (PICANCO-JUNIOR et al., 2014). O Papilomavirus humano (HPV) tem sido
associado a varios tipos de cancer (SHUKLA et al., 2009).

Os HPVs sdo virus epitéliotropicos de DNA de cadeia dupla, que infectam as células

basais do epitélio escamoso e do epitélio glandular (DOORBAR et al., 2015), provocando
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uma variedade de lesdes como verrugas, papilomas, lesdes intra-epiteliais cervicais e cancer
(DOORBAR et al., 2015). O HPV esta associado a uma parcela significativa dos canceres que
afetam regides como colo do ttero, vagina, vulva, pénis, anus e cavidade oral (MUNOZ et al.,
2006).

Suspeita-se que o HPV possa infectar a mucosa do célon e/ou do reto por meio de uma
infeccdo perineal ascendente, a partir dos sitios anogenitais (CHEN et al., 2012; PEREZ et al.,
2006; SHUKLA et al., 2009). No entanto, o suposto papel da infec¢do por HPV na
carcinogénese colorretal ainda ndo foi devidamente esclarecida e continua questionavel
(CHEN etal., 2015; CHEN et al., 2012; PEREZ et al., 2006).

Atualmente, a associagdo do HPV com a carcinogénese colorretal ja foi investigada
em varios estudos (BAANDRUP et al., 2014; DAMIN; ZIGELMANN; DAMIN, 2013;
LORENZON et al., 2011; PELIZZER et al., 2016). Esta associag@o ¢ baseada no papel ja bem
conhecido do virus na carcinogénese cervical e anal (SHUKLA et al., 2009). Porém, a
presenca do HPV nos CCR ¢ considerada como incidental por varios autores, que questionam
a real contribuicdo do virus na carcinogénse colorretal (AGHAKHANI et al.,, 2014;
LORENZON et al., 2011; TAHERIAN et al., 2014; VUITTON et al., 2016; YAVUSER et al.,
2011).

Assim, o primeiro passo para elucidar a contribui¢do do HPV nos CCR consiste na
deteccdo do genoma viral nas células tumorais. O presente estudo faz parte de um projeto
maior que visa entender a associacdo do HPV na carcinogénese colorretal, buscando a
detecgdo e a genotipagem do virus em amostras tumorais. Nesta etapa, foi investigada a

presenca do DNA do HPV em amostras de CCR e suas implicagdes clinicas e patologicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Intestino Grosso

O intestino grosso ¢ um 6rgdo composto por: apéndice, ceco, colon ascendente, colon
transverso, colon descendente, colon sigmdide, reto e dnus. A camada mais interna e a que
circunda diretamente a luz do intestino ¢ conhecida como mucosa, que é composta por:
epitélio, camada basal ou lamina propria ¢ muscular da mucosa. As células epiteliais da
mucosa intestinal sdo constantemente substituidas por novas células (Figura 1) (GUYTON;

HALL, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Célon transverso

Codlon
ascendente

Célon
descendente

Sigmoide

Figura 1. Anatomia do intestino grosso. Fonte: http://www.hidrocolonix.com/colon.jpg

O epitélio colorretal possui algumas fungdes como: absor¢do de agua, fermentagio,
formagdo da massa fecal e produ¢do de muco. A lamina propria é constituida por tecido
conjuntivo, contém glandulas e componentes do sistema circulatorio. J& a camada muscular
da mucosa é composta por musculo liso ¢ apresenta camadas circulares ¢ longitudinais. A
submucosa é composta por tecido conjuntivo mais denso, que sustenta fisicamente a mucosa e
oferece suprimento vascular, linfatico e terminagdes nervosas. Em seguida, tem-se a muscular

externa que ¢ constituida por uma camada circular interna ¢ uma camada longitudinal externa
17



de musculo liso, rede vascular e a rede nervosa que fica entre as camadas (Figura 2)

(GUYTON; HALL, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Mucosa

Muscular da Mucosa

Submucosa

Camada muscular

Plexo nervoso

Figura 2. Fotomicrografia mostrando corte histologico de intestino grosso. Modificado de

JUNQUEIRA E CARNEIRO (2008).

2.2 Carcinoma Colorretal (CCR)
2.2.1Epidemiologia do CCR

A incidéncia de CCR aumentou nos ultimos tempos e esse aumento ¢ atribuido
principalmente a melhoria no diagndstico, o tratamento e a vigilancia médica desses tumores.
Esses fatores tiveram impacto na expectativa de vida média na maioria das regides do mundo.
O diagnoéstico dos pacientes com CCR esporadico costuma ser feito apds os 50 anos e
corresponde aproximadamente 75% dos pacientes com cancer colorretal (KUIPERS et al.,
2016).

Ao analisar a frequéncia dos casos de CCR na populagdo brasileira, assim como em
outros paises, observa-se que este tipo de cancer encontra-se entre 0s cincos primeiros mais

incidentes (FERLAY et al., 2015). No mundo todo, o CCR ¢ a quarta causa de morte por
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cancer, sendo o segundo tipo de cancer mais encontrado em mulheres e o terceiro tipo mais
comumente encontrado em homens (GLOBOCAN, 2012).

A estimativa de incidéncia mundial de CCR reporta 1.360.602 novos casos, em 2018,
sendo 746.298 em homens e 614.304 em mulheres, segundo a International Agency for
Research on Cancer (IARC) (GLOBOCAN, 2018). A estimativa de incidéncia brasileira de
CCR, em 2016, foi de 34.280 casos, sendo 16.660 em homens e 17.620 em mulheres, segundo
o Instituto Nacional do Cancer (INCA) (INCA, 2016). Em Goias, estima-se que a cada
100.000 habitantes 420 homens e 520 mulheres possam desenvolver este tipo de cancer
(INCA, 2016).

A taxa de mortalidade mundial por CCR foi estimada em 693.933 mortes, em 2018,
373.639 em homens e 320.294 em mulheres, e varia¢des de distribuicdo sdo registradas de
acordo com o continente avaliado. Em ordem decrescente, a Asia liderou com 331.615,
mortes, seguida pela Europa com 214.866 mortes, América do Norte com 63.465 mortes,
América Latina e Caribe com 48.727 mortes, Africa com 29.372 mortes e Oceania com 5.888
mortes (WHO, 2018).

Dados brasileiros indicam que a taxa de mortalidade, no ano de 2011, foi de 17.198
mortes, sendo 8.659 em homens e 8.538 em mulheres, constituindo um sério problema de
saude publica (DATASUS, 2013). Do total de mortes 10.966 foram por neoplasia maligna do
colon, 4.941 por neoplasia maligna do reto e 1.291 por neoplasia maligna da jun¢ao
retossigmoide. Esta taxa variou de acordo com faixas etarias, com valores de 657 mortes até
os 39 anos, 1.317 mortes entre 40 ¢ 49 anos, 2.843 mortes entre 50 ¢ 59 anos, 4.349 mortes
entre 60 e 69 anos, 4.279 mortes entre 70 e 79 anos, 3.752 mortes entre 80 ¢ 89 anos e uma
morte com idade ndo identificada (DATASUS, 2013). Em Goiés, a taxa de mortalidade por
CCR, para o ano de 2011, foi de 455 mortes, sendo 241 em homens e 214 em mulheres

(DATASUS, 2013).

2.2.2 Fatores de risco

Fatores genéticos e ambientais desempenham papel importante no desenvolvimento do
CCR. O risco aumenta em individuos que apresentam algum membro da familia de primeiro
grau com CCR. Uma parte da populagio com CCR ¢ afetada por alguma sindrome
hereditaria, responsavel por cerca de 5 a 10% deste tipo de cancer (KUIPERS et al., 2016).

Dentre os fatores genéticos (hereditarios) associados ao CCR destacam-se as sindromes que
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predispdem ao aparecimento de poélipos intestinais e a doenca inflamatoria intestinal
(BYRNE; TSIKITIS, 2018).

O risco para o desenvolvimento de CCR, nos portadores da sindrome de Lynch, varia
de 15-17% (DIENSTMANN et al., 2017). A sindrome de Lynch ou Cancer Colorretal
Hereditario Sem Polipose (HNPCC) ¢ uma doenga autossdmica dominante caracterizada por
mutagdes nos genes que reparam o pareamento errdneo de bases nitrogenadas na estrutura do
DNA (genes Mismatch Repair: MLHI, MSH2, MSH6, PMS?2) ou delegdoes germinativas no
gene EPCAM (resultando na perda da expressdo da proteina MSH2) que ¢ também
responsavel pelo reparo do DNA (WEINBERG; MARSHALL; SALEM, 2017). O
diagnostico para este tipo de cancer ¢ baseado nos critérios de Amsterdam e Bethesda, que
incluem o histérico familiar e idade precoce de acometimento (BYRNE; TSIKITIS, 2018).

A Polipose Adenomatosa Familiar (FAP) é causada pela mutagdo no gene APC
(cromossomo 5g21), sendo responsavel por pelo menos 1% dos casos de CCR. Nesta doenga,
o paciente herda de um dos pais uma copia do gene 4APC mutado, gerando uma proteina com
alteragcdo funcional e/ou estrutural e consequentemente com reduzida capacidade supressora
tumoral (KUIPERS et al., 2016). O diagnostico se baseia no historico familiar e no nimero de
polipos retirados do intestino, sendo os portadores desta doenga submetidos a vigilancia
colonoscopica a cada ano. Dependendo do seguimento do paciente, quanto maior a
quantidade de polipos maior o risco de desenvolver o CCR (XIRASAGAR et al., 2015).

A doenga inflamatéria intestinal (do ingl€s: Inflammatory Bowel Disease; 1BD),
relacionada a colite cronica pode aumentar o risco para o desenvolvimento de céancer
colorretal. Essa doenga so faz parte de 1,06% (IC 95%; 1,05-3,1%) dos CCR na populagdo
ocidental (JESS et al., 2012). A incidéncia de CCR em pacientes que apresentam histdrico de
IBD pode diminuir pelo uso de antiinflamatérios (CASTANO-MILLA; CHAPARRO;
GISBERT, 2014; JESS et al., 2012).

Apesar das causas genéticas conhecidas, a maioria dos casos de CCR ¢ de origem
multifatorial, incluindo causas ambientais. Entende-se por ambiental aquilo que abrange
fatores culturais, sociais e de estilo de vida correspondendo a cerca de 90% dos casos de
cancer (ZAMPINO et al., 2009). O aumento de casos de CCR nos tltimos tempos justifica-se
pelo fato de que a populagdo estd envelhecendo mais e que apresenta mudangas no estilo de
vida, como dieta (pobre em fibras), sedentarismo, tabagismo e alcoolismo (Quadro 1)

(HAGGAR; BOUSHEY, 2009).
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A dieta rica em gordura animal ¢ um consideravel fator de risco para o
desenvolvimento do CCR (BOYLE; LANGMAN, 2000). O alto consumo de carne vermelha
bem passada na dieta também pode contribuir para o desenvolvimento de CCR, com aumento
estimado de 1,16 vezes a cada 100g ingerido por dia (SONG; GARRETT; CHAN, 2015).
Acredita-se que os hidrocarbonetos formados durante o cozimento da carne podem agir como
agentes cancerigenos para os individuos que consomem esse tipo de carne (SANTARELLI;
PIERRE; CORPET, 2008). Uma dieta pobre em frutas e fibras pode aumentar o risco para o
desenvolvimento de CCR e muitas substincias com propriedades anti-carcinogénicas
(pectinas e resinas) sdo encontradas em frutas, verduras, legumes, e grdos integrais que

auxiliam no bom funcionamento intestinal (HAGGAR; BOUSHEY, 2009).

Quadro 1. Principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer colorretal.

Fatores de Risco Relevancia Referéncias
Smdx:ognfrs Responsaveis por cerca de 5-10% KUIPERS et al., 2016
hereditarias
Doenga 2 F . N 0.
inflamatéria | U meédiaderisco de L6% (IC95%; | ppg o ) 9912
. . 1,05-3,1) na populacao ocidental
intestinal
Dieta Dieta rica em fibras e frutas pode HAGGAR;
reduzir o risco de CCR em 70% BOUSHEY, 2009
Consumo de carne | Aumento estimado de 1,16 vezes a SONG; GARRETT;
vermelha na dieta | cada 100g de carne ingerida por dia CHAN, 2015
. O aumento do IMC pode aumentar o )
Sedentarismo risco de desenvolver CCR em 2-3% WCFR; IARC, 2011
Alcool Aumenta o risco em 20% FEDIRKO et al., 2011
. Fumantes sdo propensos a
Tabagismo desenvolver CCR em 18% BOTTERI et al., 2008

O aumento do indice de massa corporal (IMC) pode aumentar o risco de desenvolver o
CCR em 2-3% (WCREF; IARC, 2011). Sendo assim, a atividade fisica tem grande importancia
na prevengdo do CCR, auxilia na redugdo dos niveis séricos de insulina, estimula mais o
transito intestinal e consequentemente reduz o tempo em que os alimentos ficam no intestino
(SHAW et al., 2018). Além de prevenir, a atividade fisica ajuda na mudanga de habitos de
vida, auxiliando também na diminui¢do de risco de desenvolvimento do CCR (SHAW et al.,
2018).
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Estima-se que o consumo de alcool (duas a trés unidades por dia) aumente o risco de
desenvolver CCR em 20% e o tabagismo também pode causar o mesmo efeito (FEDIRKO et
al.,, 2011; LIANG; CHEN; GIOVANNUCCI, 2009). O consumo regular de alcool é um
promotor carcinogénico para a mucosa colorretal, que estimula a proliferagao celular e inibe a
metilagao e o reparo do DNA, que sdo processos relacionados ao desenvolvimento de CCR.
Os metabolitos do alcool, como o acetaldeido, sdo altamente cancerigenos. Além disso, o
alcool ¢ um solvente organico, que pode facilitar a entrada de outros metabolitos carcindgenos
na célula (POSCHL; SEITZ, 2004).

O tabagismo ¢ outro fator que favorece em 18% o desenvolvimento de CCR
(BOTTERI et al., 2008). Este habito proporciona o crescimento de polipos adenomatosos no
intestino. Algumas substancias cancerigenas como os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
encontrados no tabaco sdo observados na mucosa coldnica, junto com outros metabolitos do
tabaco que influenciam no crescimento das lesdes precursoras (polipos) (BOTTERI et al.,

2008).

2.2.3 Fisiopatologia do CCR

O desenvolvimento do cancer ¢ um processo de varias etapas que pode levar a perda
da funcdo de alguns genes supressores e também ao estimulo de oncogenes. As caracteristicas
moleculares de cada cancer ajudam a identificar o seu comportamento, facilitando o
estabelecimento de estratégias para as terapias mais efetivas no tumor analisado
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Uma caracteristica importante ¢ que a célula tumoral que origina o CCR esta presente
na camada basal das criptas do colon, denominadas células-tronco progenitoras (do inglés:
stem cell ou stem cell-like). Mutagdes no genoma dessas células levam a formacao de células-
tronco tumorais que sdo responsdveis pela iniciagdo e manutencdo do tumor (ZEKI;
GRAHAM; WRIGHT, 2011). No intestino grosso podem surgir tanto neoplasias benignas
(adenomas), quanto malignas (carcinomas). A maioria dos carcinomas de colon e reto se
desenvolvem a partir dos polipos que evoluem para adenomas (MUNTEANU; MASTALIER,
2014).

O poélipo ¢ uma pequena massa séssil, que quando cresce pode adquirir uma
haste,sendo a maioria definida como ndo neoplasico de acordo com sua histdria natural. No
entanto, alguns polipos s@o resultados de proliferacdo anormal no epitélio com displasia e sdo

denominados adenomas. Os adenomas representam lesdes neoplasicas pré-malignas do
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intestino grosso (LUO et al., 2014). Com o tempo, as células do adenoma vao sofrendo
alteragdes, tornando-se mais displésicas. Finalmente, adquirem caracteristicas de carcinoma
com capacidade de ultrapassar a barreira da camada basal (lamina prépria) e atingir a mucosa
¢ a submucosa. Esse processo ¢ dirigido pelo acimulo de mutagdes e alteragdes epigenéticas e
pode levar de 10 a 15 anos para se completar, mas pode progredir mais rapidamente em
pacientes que apresentam algum historico de sindrome familiar de predisposi¢do ao cancer
colorretal (COHEN et al., 2017).

Os polipos adenomatosos sao classificados em trés tipos, incluindo: adenomas
tubulares (compostos por glandulas tubulares), adenomas vilosos (contem mais de 50% de
projecoes vilosas) e adenomas tiibulo-vilosos (apresentam tanto glandulas tubulares quanto
projecdes vilosas) (BOSMAN et al., 2018). As células do adenoma podem sofrer mais
alteragdes que as transformam em carcinoma, adquirindo a capacidade de invasdo e com
capacidade progressiva de metastase (HILL; MORSON; BUSSEY, 1978).

O modelo originalmente proposto para o CCR, em 1988, por Vogelstein e
colaboradores correlacionou mudangas genéticas as alteracdes histologicas observadas na
progressdo de adenoma para carcinoma (Figura 3). Esses estudos forneceram informagdes
importantes sobre as alteragdes nos genes supressores de tumor (gene APC, TP53 ¢ SMAD4),
oncogenes (gene KRAS e a subunidade-a catalitica de PI3K) e genes de reparo do DNA
(MMR — Mismatch Repair) (ROSSI et al., 2005). Desta forma, surgiu a possibilidade de
identificar as alteragdes genéticas correlacionados com o CCR, melhorando o rastreamento,
tratamento e possibilitando uma melhor sobrevida para os pacientes portadores dessa doenga

(VOGELSTEIN et al., 1988).

—— P16, SMAD4, E-Caderina —
o SO OoQ
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Figura 3. Transi¢cdo de adenoma para carcinoma. Fonte: ROSSI et al., 2005.
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As alteragdes mais comuns observadas no cancer colorretal incluem aquelas
associadas aos genes: APC, KRAS, BRAF, TP53 e PIK3CA, que promovem a carcinogénese
colorretal alterando a funcdo das principais vias de sinalizacdo como das proteinas: Wnt-3-
catenina, fator de crescimento epidérmico (EGF), proteina quinase ativada por mitogeno
(MAPK), fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e fator de transformagdo do crescimento beta
(TGF-p) (DIENSTMANN et al., 2017).

Um dos mais importantes genes relacionados ao CCR ¢ o fator de crescimento
epidérmico (do inglés: Epidermal Growth Factor; EGF), que controla a sobrevivéncia, a
proliferacdo e a diferenciacdo celular da mucosa intestinal através da ligagdo ao seu receptor
EGFR (do inglés: Epidermal Growth Factor Receptor) (PENG et al., 2014). Uma troca de
adenina (A) por guanina (G) na posi¢ao 61 (rs4444903-61 A>G) da regido 5’ no gene EGFR
resulta em uma variante funcional do EGFR, que leva ao aumento do estimulo do receptor
sem a presenca de EGF, desempenhando um aumento na transdu¢do de sinais na célula
aumentando a suscetibilidade ao CCR (ZHU et al., 2018).

Estimulos extracelulares levam a ativacdo da via de transdu¢do de sinais na célula,
também conhecida como via MAP-quinase (do inglé€s: Mitogen Activated Protein Kinase;
MAPK) (Figura 4) (ORTON et al., 2005). Uma subfamilia de proteinas especificas que
respondem a estimulos extracelulares ¢ a familia RAS (NRAS, HRAS e KRAS) que regula a
expressao génica, mobilidade, sobrevivéncia e proliferacdo celular (DIENSTMANN et al.,
2017). Localizado no brago curto do cromossomo 12, o gene KRAS codifica a proteina de
peso molecular de 21 kDa conhecida como p21-ras. Em seu estado ativo, a proteina p21-ras
fosforila a proteina raf-1, que por sua vez ativa uma cascata de quinases que acabam por
ativar fatores de transcricao nuclear como o c-myc. Quando a proteina p21-ras estiver mutada,
a via estara sempre ativa, podendo desencadear um processo de sinalizagao continuo para a

proliferacdo celular e resultando na suscetibilidade para o CCR (ORTON et al., 2005).
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Figura 4. Via da MAP-quinase. Fonte: https://www.researchgate.net/figure/EGFR.

O gene TP53 (do inglés: tumor protein,; p53), conhecido como guardido do genoma,

tem fungdo supressora tumoral ¢ age na regulagdo do crescimento celular. As mutagdes no

gene TP53, localizado no brago curto do cromossomo 17 (17p13), sdo identificadas em 50%

dos carcinomas colorretais. Pacientes com CCR que apresentam mutagdo no gene 7P53

apresentam pior prognostico (GRADY; PRITCHARD, 2014).

O gene BRAF codifica uma proteina quinase responsavel pela proliferacdo e a

sobrevivéncia celular e faz parte da cascata de sinaliza¢do da via MAP-quinase. Uma mutagao
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no gene BRAF leva ao crescimento descontrolado da célula, estando também intimamente

correlacionado com o cancer colorretal (BOND; WHITEHALL, 2018).

2.2.4 Estadiamento dos tumores colorretais

Anteriormente, a classificagdo do CCR era feita por meio da classificacdo de Dukes,
que foi proposta ha mais de 80 anos. E composta por dois pardmetros, como: extensio do
tumor e acometimento linfonodal. Apo6s algumas modificagdes esta classificacdo ndo foi mais
utilizada (DUKES, 1932). Atualmente, o estadiamentodo CCR ¢ feito pela classificacdo da
AJCC (do inglés: American Joint Comitte on Cancer) que prevé a classificagdo T, relativa a
capacidade de invasdao do tumor na parede do intestino, a classificagdo N que verifica o

numero de linfonodos acometidos por metdstase ¢ a classificacdo M que diz respeito a

presenca ou auséncia de metastase a distancia (Quadro 2 e 3) (JESSUP et al., 2017).

Quadro 2. Estadiamento TNM dos CCRs de acordo com a AJCC. Fonte: Modificado
de AJCC Cancer Staging Manual — 8" edigdo —2017.

Tumor Primario (T)

Linfonodos regionais (N)

Metastase a distancia (M)

(TX) Tumor primario inacessivel

(NX) Linfonodos regionais inacessiveis

(TO) Sem evidéncia do tumor
primério

(NO) Sem evidéncia de linfonodos
regionais

(MO0) Sem metastase

(Tis) CA in situ intraepitelial ou
invasdo da lamina propria

(N1) Metastase em um até trés
linfonodos pericolicos ou perirretais

(T1) Tumor ivadindo submucosa

(N1a) Metastase em um linfonodo
pericolico ou perirretais

(M1) Metastase a distancia em
um ou mais 6rgdos distantes
do sitio de origem

(T2) Tumor invadindo a muscular
propria

(N1b) Metastase em dois ou trés
linfonodos pericdlicos ou perirretais

(Mla) Metatase em um orgao

(T3) Tumor invadindo atraés da
muscular prdpria até subserosa ou
nos tecidos pericolicos ndo
peritonizados ou perirretais

(N1lc) Sem evidéncias de linfonodos
regionais, ndo ha tumor na submucosa,
mesentério ou tecidos pericdlicos ou
perirretais

(M1b) Metastase em dois ou
mais drgaos

(T4) Tumor invadindo o
periténeo visceral e outros orgaos
adjacentes

(N2) Metastase em quatro ou mais
linfonodos ao longo da cadeia.

(M1c¢) Metéastase para a
superficie peritoneal €
identificado isoladamente ou
em outros sitios ou érgaos

(T4a) Tumor invade peritoneo
visceral

(N2a) Metastase em quatro ou seis
linfonodos ao longo da cadeia.

(T4b) Tumor invade outros
orgdos adjacentes

(N2b) Metéstase em sete ou mais
linfonodos ao longo da cadeia.
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Cancer Staging Manual — 8" edigdo — 2017.

Quadro 3. Estadiamento dos CCRs de acordo com a AJCC. Fonte: Modificado de AJCC

. . . |Linfonodos |Metastase a
Estigio AJCC |Tumor primario Regionais |distdncia
Estagio 0 Tis NO MO
Estagio 1 T1-T2 NO MO
Estagio IT A T3 NO MO
Estagio II B T4a NO MO
Estagio II C T4b NO MO
Estagio IIT A T1-T2 NI/Nlc MO
EstagiolllA  [T1 N2a MO
Estagio 11l B T3-T4a NI/Nlc MO
Estagio III B T2-T3 N2a MO
Estagio III B T1-T2 N2b MO
Estagio III C T4a N2a MO
Estagio III C T3-T4a N2b MO
Estagio II1 C T4b NI1-N2 MO
EstagioIVA  |Qualquer T Qualque N |Mla
EstigioIVB  |Qualquer T Qualque N |[Ml1b
Estagio IVC  |Qualquer T Qualque N |[Mlc

2.2.5 Prevenc¢ao e Tratamento

Entende-se como prevencdo um conjunto de medidas tomadas para diminuir a chance
de adquirir uma doengca (NAHAS et al., 2013). No caso do CCR, a prevencdo primaria
consiste em diminuir os fatores de risco como: ma alimentacdo, sedentarismo, obesidade,
alcoolismo e tabagismo e aumentar os fatores de protecdo como: dieta saudavel e atividade
fisica, além de se submeter aos exames de triagem na época certa, com objetivo de diminuir a
incidéncia de CCR (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

A prevencao secundaria do CCR permite detectar precocemente a neoplasia nos
primeiros estagios. Deve-se levar em considerag@o a fisiopatologia do CCR, o rastreamento e
a confirmagdo diagndstica (retirada de lesdes pré-malignas ou polipos adenomatosos) para o
estabelecimento de tratamentos dos pacientes, com objetivo de diminuir a morbidade e a
mortalidade da doenca. Ja a prevencao terciaria do CCR se baseia na defini¢do do tratamento
adequado e tem como objetivo minimizar os sintomas da doenga e aumentar a sobrevida do
paciente. O diagnostico de CCR por exames ¢ o tratamento logo na fase inicial da doenca
auxiliam na organizacao de estratégias de prevengdo primaria e secundaria (NAHAS et al.,

2013; ROSSI et al., 2005).

27



As estratégias de rastreamento do CCR devem ser tomadas inicialmente pelos fatores
de risco e posteriormente quanto aos fatores genéticos (NAHAS et al., 2013). O diagndstico
de CCR por exames ¢ o tratamento logo na fase inicial da doenga, auxiliam na organizacao de
estratégias de prevengdo primaria e secundaria. Inicialmente, é recomendada a pesquisa de
sangue oculto nas fezes a partir dos 50 anos de idade, sendo o intervalo de rastreio anual ou
bienal. Outro exame bastante utilizado € a colonoscopia que ¢ indicado para o rastreio de
CCR e lesdes polipoides a cada trés a cinco anos, dependendo do historico do paciente
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010; XIRASAGAR et al., 2015).

O quadro de saude do paciente, a localizagdo e a extensdo do tumor sdo informagdes
importantes para delinear o tratamento efetivo (NAHAS et al., 2013). A cirurgia é o método
de tratamento para pacientes portadores de CCR e procede-se com a retirada do segmento
intestinal onde se encontra o tumor, também como a retirada de linfonodos adjacentes para o
estadiamento (ROSSI et al., 2005).

A quimioterapia pode ser feita antes ou depois da cirurgia, dependendo do estdgio do
CCR. A quimioterapia adjuvante ¢ indicada para os pacientes em estagio II e III, com inicio
entre quatro a seis semanas apos resseccdo do tumor (ROSSI et al., 2005). Quimioterapia
paliativa ¢ indicada para os pacientes em estagio IV ao diagnostico ou com recidiva
inoperavel. Alguns medicamentos utilizados na quimioterapia de CCR sao: Folfox6, Xelox,
Flox, Roswell Park, LVSFU2, QUASAR e Capecitabina (YOTHERS et al., 2011). E a
radioterapia ¢ mais utilizada para pacientes portadores de cancer retal, em que auxilia no
tratamento local da doenca. Os critérios RECIST (do inglés: Response Evaluation Criteria in
Solid Tumours) sdo utilizados para avaliar a resposta ao tratamento e orientar as proximas

condutas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

2.3 O Papilomavirus humano (HPV)
2.3.1 Organizac¢ao gendomica do HPV

O Papilomavirus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae e apresenta
estrutura icosaédrica com 50 a 60 nanometros de diametro (BERNARD; VILLIERS;
HAUSEN, 2016). Sao virus ndo envelopados com genoma formado por uma molécula de
DNA circular de dupla fita, medindo aproximadamente oito quilobases, sendo envolto pelo
capsideo que contem 72 capsdmeros em sua estrutura (BIRYUKOV; MEYERS, 2015). Os

capsomeros sdo constituidos por duas proteinas virais, a proteina viral L1 que compde grande
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parte do capsideo, associada a proteina L2. A formacdo do capsideo requer a interagdo entre
os capsomeros através da cauda C-terminal da proteina viral L1 (EL-ALIANI et al., 2017).

A Figura 5 mostra a representacdo esquematica do genoma do HPV que apresenta trés
regides funcionais, sendo uma regido reguladora e as outras duas regides codificadoras de
proteinas. A regido ndo codificadora, também chamada de Long Control Region (LCR) ou
Upstream Regulatory Region (URR), contém elementos que regulam e auxiliam na
transcrigdo viral. As regides codificadoras sdo divididas em duas partes, sendo uma precoce —
E (do inglés: early) e a outra tardia — L (do inglés: /ate). A regido precoce codifica varias
proteinas que regulam a transcricdo e a replicagdo viral, como também controlam o ciclo
celular, conferindo a capacidade do virus de transformar e imortalizar a célula. Ja na regido
tardia estdo presentes genes que codificam as proteinas do capsideo viral (MUNOZ et al.,

2006).

Genoma Proteinas

E1 — E necessaria tanto para a iniciagio quanto para

o alongamento do DNA viral. Tem atividade de

ATPase dependente de DNA (¢ um tipo de

helicase).

E2 — Inibidor de transcri¢ao de E6 ¢ E7; Regula o
URR ciclo celular e a morte celular; Interage com a
cromatina para a segregacdo do genoma viral; e
também forma um complexo com E1, fazendo com
que a replicagdo viral aconteca.
E4 — Liga-se as proteinas do citoesqueleto celular e
interrompe a estrutura do citoesqueleto na fase G2
do ciclo celular.

ES5 — Induz a proliferacdo celular; Contribui para a
inibicdo da apoptose; diminui¢do da expressdo de
MHC; Ativagdo de EGF e ativagdo da via
MAPquinase.

E1l

E6 — Atua na imortaliza¢do celular por degradagdo
de p53; Modifica a adesdo celular e diferenciagdo
por degradacdo proteassomal de TAp63 e p73.

E7 — Induz a degradagdo proteassomica de pRb,
aumenta a atividade das cinases dependentes de
ciclina. Afeta a expressdo de genes na fase S pela
liberagdo do fator de transcrigdo E2F.

L1 — A maior e principal proteina na formagido do
capsideo.

L2 — A menor proteina na formagao do capsideo.

Figura 5. Organizagdo genomica do HPV e suas respectivas proteinas. Fonte: modificado de

BRAVO; FELEZ-SANCHEZ (2015).
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2.3.2 Caracteristicas das proteinas do HPV

A nomenclatura protéica viral ndo foi feita ao acaso e esta relacionada com a etapa em
que a transcricdo ocorre durante o ciclo de vida viral. Assim como no genoma viral os
produtos dos genes virais podem ser divididos em precoces (E1, E2, E4, E5, E6 ¢ E7) ¢
tardios (L1 e L2) (DOORBAR et al., 2015). As proteinas E1 e E2 sdo encontradas no nucleo
da célula hospedeira e estdo envolvidas na integragdo viral. A proteina E1 ¢ uma helicase
dependente de ATP (adenosina trifosfato) que se liga e desenrola o DNA para iniciar a
replicacdo. A proteina E2 interage com a cromatina da célula do hospedeiro por meio do sitio
de ligagdo N-terminal e também carrega a helicase (E1) para iniciar a replicacio do DNA
viral (MCBRIDE, 2017).

A proteina E4 atua na liberacao dos virions da célula, ligando-se as proteinas celulares
e desestabilizando o citoesqueleto da célula hospedeira (YAJID et al., 2017). A proteina ES ¢
hidrofobica e pode ser encontrada no reticulo endoplasmatico rugoso ou no complexo de
Golgi da célula hospedeira e tem como fun¢do: estimular a proliferacao celular mediada pelo
fator de crescimento epidérmico (EGF), inibir a apoptose induzida pelo Ligante de Fator de
Necrose Tumoral (TNFL) e pelo ligante CD95 (CD95L), modular os genes envolvidos na
adesdao e mobilidade celular, intervindo indiretamente no sistema imunolégico do hospedeiro
(diminuindo a expressao de MHC) (FREITAS et al., 2017; KABSCH et al., 2004).

A proteina E6 é uma oncoproteina do HPV que promove a imortalizagao celular por
meio da degradagdo proteassomica de p53, modifica a adesdo celular por meio de interagdo
com as proteinas celulares e interfere na diferencia¢do celular (OLMEDO-NIEVA et al.,
2018). A oncoproteina E7 do HPV interage com proteinas celulares e inativa pRb, induzindo
a instabilidade cromosséomica e permitindo a progressdo do ciclo celular para a fase S
(REUSCHENBACH et al., 2008).

A L1 ¢ a maior proteina do capsideo viral que se liga posteriormente com L2 para
formar o capsideo. Sua expressdo estd relacionada ao programa de diferenciagdo da célula
hospedeira (BUCK; DAY; TRUS, 2008). Por fim, a proteina L2 tem fun¢do de se ligar ao
DNA viral e conduzi-lo até o nticleo da célula hospedeira, além de se ligar a L1 e participar da

montagem dos virions (BREINER et al., 2018).
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2.3.3 Classificacao dos papilomavirus

A classificagdo dos papilomavirus foi elaborada pelo Comité Internacional de
Taxonomia Viral (do inglés: The International Comittee on Taxonomy of Viruses, ICTV), da
divisdo de virologia, da Unido Internacional das Associacdes de Microbiologia (BERNARD;
VILLIERS; HAUSEN, 2016). Os termos sorotipo ou cepa nao sdo utilizados para distinguir
os papiolomavirus, mas sim o termo gen6tipo (DOORBAR et al., 2015).

Os papilomavirus sdo classificados de acordo com a espécie de origem e o grau de
similaridade dos genomas virais, diferente dos outros tipos de virus (VILLIERS et al., 2004).
As espécies de papilomavirus sdo denominadas de acordo com o grupo de animais que
infectam, exemplificando: Bovine papillomavirus (BPV), Human papillomavirus (HPV), etc
(MUNOZ et al., 2006). Apesar de sua diversidade bioldgica os papilomavirus partilham uma
organizacdo génica em comum e sdo dependentes da infeccdo do epitélio em diferenciacdo
(DOORBAR et al., 2015).

Conforme foram identificados, os virus que infectam os humanos foram classificados
filogeneticamente em cinco géneros, incluindo Alphapapilomavirus, Betapapilomavirus,
Gamapapilomavirus, Mupapilomavirus ¢ Nupapilomavirus. Os genotipos que infectam os
humanos sdo divididos de acordo com a sequéncia de nucleotideos (gene LI, E6 ¢ E7) e
variagdes nesses nucleotideos menores que 2% constituem variantes de tipos. As diferencas
entre 2% até 10% representam novos subtipos e as diferencas superiores a 10% definem
gendtipos diferentes (VILLIERS et al., 2004). Ultimamente, com métodos mais sensiveis para
deteccdo e analise de DNA, novos tipos de HPV tém sido identificados. Apesar da filogenia
fornecer similaridades, os tipos de papilomavirus podem causar patologias distintas. Por
exemplo, o genoma do HPV 13 apresenta 78% de similaridade e 22% de diferenca com a
sequéncia génica dos HPV 6 e HPV 11, que causam verrugas anogenitais, mas o HPV 13 nao
causa a mesma doenca (SYRJANEN, 2003).

Até entdo foram classificados mais de 200 tipos de HPVs e cerca de 40 apresentam
tropismo para a regido anogenital (BRAVO; FELEZ-SANCHEZ, 2015). Os HPVs de alto
risco carcinogénico pertencem ao género Alphapapilomavirus. Existem 15 genotipos
considerados de alto risco carcinogénico e sdo: HPV-16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 68, 73 ¢ 82 e outros 11 genotipos sdo caracterizados como de baixo risco carcinogénico e
estdo associados ao aparecimento de verrugas, sdo eles: HPV-6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70,
72 ¢ 81 (DOORBAR et al., 2015).
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2.3.4 Historia natural da infec¢ao e mecanismos carcinogénicos por HPV

Normalmente as infec¢des pelo HPV sdo assintomaticas, mas podem estar associadas
a verrugas, condilomas e dependendo do tipo do HPV contribuir para o desenvolvimento do
cancer. Depois da entrada do virus nas células basais do epitélio do hospedeiro, o genoma
viral usa a maquinaria celular para replicar seu DNA e mantem-se em baixo nimero de copias
na forma de plasmideos (Figura 6) (BRAVO; FELEZ-SANCHEZ, 2015).

O HPV apresenta tropismo por células do epitélio escamoso estratificado e epitélio
glandular, mas apresenta variagcdes quanto ao sitio anatdmico infectado, como por exemplo:
maos, pés, mucosa oral ou genital (DAY; LOWY; SCHILLER, 2003). O tropismo pelas
células epiteliais parece ser controlado por elementos genéticos virais da regido LCR. Esta
regido reguladora tem elementos potencializadores que mostram alguma especificidade com o
tipo de tecido ou célula e também auxilia no controle da expressdo inicial dos genes virais

apos a infecgio viral (MUNGER; HOWLEY, 2002).
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Figura 6. Acdo viral e expressao génica do HPV de acordo com as camadas epiteliais. Fonte:

Modificado de BRAVO; FELEZ-SANCHEZ, 2015.

Outro fator determinante no tropismo dos tecidos ¢ a interagdo das proteinas do
capsideo com receptores das células do hospedeiro. A interagdo com receptores de
proteoglicanos de sulfato de heparan com carga negativa (HSPG) na membrana basal ¢
considerada como passo inicial que levard a infec¢do viral. A entrada do virus na célula
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ocorre por meio das proteinas virais do capsideo (L1 e L2) que se ligam de forma especifica
aos receptores celulares (HANDISURYA et al., 2013).

O inicio da infecgdo pelo HPV acontece nas células da camada basal com capacidade
replicativa, fazendo-se necessario a entrada do virus na camada mais profunda do epitélio.
Dessa forma, o HPV se vincula ao ciclo de vida da célula hospedeira. O estagio produtivo da
infeccdo acontece quando as células basais infectadas comegam a se dividir e o HPV diminui
o programa de diferenciagdo celular e faz com que a célula hospedeira amplifique o genoma
viral e trabalhe para a producdo de novas particulas virais (SANJOSE; BROTONS; PAVON,
2018).

Uma caracteristica importante para o desenvolvimento neoplasico ¢ a persisténcia do
HPV por muitos anos na célula do hospedeiro. Esta caracteristica estd associada a trés
condicdes que sdo: alteragdo genética e epigenética, supressdo da imunidade celular e outros
cofatores que corroboram com a transformacdo celular como tabagismo e uso de hormonios
(DOORBAR et al., 2015; SCHIFFMAN et al., 2016).

Quando hé a integracdo do genoma do HPV ao material genético da célula hospedeira,
ha o rompimento do gene viral £2 e aumento da expressdo dos genes virais £6 e E7. Os altos
niveis de proteinas virais E6 ¢ E7 fazem com que a célula hospedeira entre na fase de sintese
(fase S) do ciclo celular, sintetizando o material genético viral necessdrio para a sua
replicacdo. Em seguida, nas células escamosas maduras, os genes virais L/ e L2 sao expressos
para a montagem do capsideo viral (SCHIFFMAN et al., 2016).

As oncoproteinas E6 ¢ E7 do HPV induzem a carcinogénese por diferentes
mecanismos, provocando instabilidade cromossomica e inibindo a atividade supressora
tumoral celular (DOORBAR et al., 2015). A oncoproteina viral E6 atua na degradacao e
inativacdo da proteina supressora tumoral (p53) através de sua degradagdo proteassomica.
Além disso, a proteina E6 tem a capacidade de inibir as vias mediadas por proteinas de
controle do ciclo celular, diminuindo a capacidade de diferenciacdo da célula e corroborando
para a hiperplasia (POL; KLINGELHUTZ, 2013).

A oncoproteina viral E7 se liga a proteina do retinoblastoma (pRb) e inativa sua
fun¢do impedindo a ligagdo de pRb ao fator de transcricdo (E2F), levando a sua degradacao
proteassomica, inibindo sua atividade supressora tumoral e resultando a ativagdo do ciclo
celular e a indugdo de pl6™*** (inibidor de quinase dependente de ciclina) (Figura 7)
(REUSCHENBACH et al., 2008; SCHIFFMAN et al., 2016). Além disso, E2F livre atua na

progressdo do ciclo celular e exerce suas atividades transcricionais como a angiogénese por
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meio de VEGF-C/VEGFR-3 (fator de crescimento endotelial — C/ receptor de fator de
crescimento endotelial — 3) (ENGELMAN et al., 2013; YIM; PARK, 2005).

Degradagao e inativagao do supressor tumoral p53 e pRb HPV E6 e E7.
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Figura 7. Proteinas virais interferindo nas fungdes dos supressores tumorais. Fonte:

Modificado de YIM; PARK (2005).

A degradag@o proteassomica ¢ um processo utilizado pelas células para controlar a
atividade de proteinas especificas, conjugando tais proteinas com a ubiquina (Ub) e
promovendo a degradagao proteassomica dessas proteinas (BHATTACHARYYA et al,
2014). Além disso, a degradacdo proteassomica controla varios processos celulares, como a
degradacdo dos inibidores do complexo ciclina-CDK na passagem da fase G1 para a fase S no
ciclo celular (LECHER; GOLDBERG; MITCH, 2006).

A ubiquitina (Ub) é um peptideo composto por 76 aminoacidos. Sua extremidade C-
terminal tem uma glicina que ¢ necessaria para a sua conjugacdo com outras moléculas
(SENFT; QI; RONALI 2018). Sao necessarios trés componentes enzimaticos para conjugar
cadeias de Ub em proteinas que se destinam a degradacdo. As enzimas El (enzima ativadora
de Ub) e E2s (Ub-carreadora ou proteina conjugadora) preparam Ub para a conjugagdo, mas a
enzima chave no processo ¢ a E3 (Ub-proteina ligase), pois € ela que reconhece o substrato
proteico especifico e catalisa a transferéncia de Ub (LECHER; GOLDBERG; MITCH, 2006).

Os HPVs de alto risco possuem genomas com capacidade de transformagdo celular.
As oncoproteinas virais E6 ¢ E7 induzem a ubiquitina¢do de proteinas celulares, diminuindo

as chances da célula hospedeira de se recuperar de danos (BERNARD et al., 2011). Um
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exemplo ¢ a oncoproteina viral E6 que tem a capacidade de induzir a ubiquinagdo e a
degradacao proteassomica de p53, por meio da formagido do complexo E6-p53-E6Ap (YIM;
PARK, 2005).

2.3.5 Epidemiologia da infeccao por HPV

O HPV ¢ uma das principais causas de cancer relacionada a infeccdo tanto em
mulheres quanto em homens, sexualmente ativos. Embora existam variagdes consideraveis
entre estudos e regido geografica. A prevaléncia global da infec¢do por HPV em mulheres
com citologia cervical normal ¢ de 11,7% (IC 95%; 11,6 — 11,7), baseado em revisdes
sistematicas ¢ metanalises pelo Instituto Catala d’Oncologia (ICO) / Centro de Informacdes
da TARC sobre HPV e cancer. Globalmente, a maior prevaléncia de infec¢do por HPV ¢
observada na Africa e o gendtipo mais frequente é o HPV 16 (SERRANO et al., 2018).

Em 2012, considerando as estatisticas mundiais, o HPV foi responsavel por 630.000
novos casos de cancer, sendo 570.000 (8,6%) em mulheres e 60.000 (0,8%) em homens
(MARTEL et al., 2017). Um estudo nacional recente mostrou que a prevaléncia de infeccao
por HPV na populacédo brasileira foi de 54,6% e que 38,4% das infecgdes sdo causadas por
HPV de alto risco oncogénico (WENDLAND et al., 2018).

Sabe-se que varios fatores aumentam o risco de infec¢do pelo HPV, e podendo tais
infecgdes podem progredir para cancer. Dentre eles t€ém-se: tabagismo, co-infecgdo pelo HIV,
historia reprodutiva e comportamento sexual, incluindo o nimero de parceiros sexuais ao
longo da vida e o historico de IST (Infec¢ido Sexualmente Transmissivel) (AYRES et al.,
2017).

No Brasil, o genétipo de HPV mais prevalente ¢ o HPV 16 seguido do gendtipo 18
(WENDLAND et al., 2018). Na regido central do pais, ha uma diferenga no segundo genétipo
mais prevalente, que ¢ o HPV 33 seguido do HPV 18 e por ultimo o HPV 31 (RABELO-
SANTOS et al., 2003). Na cidade de Goiania, a prevaléncia da infeccdo em mulheres com
alteragdes citologicas foi de 44,6% e os gendtipos mais comuns foram: HPV-16, 51, 31, 52 ¢

18 (ALVES et al., 2013).

2.3.6 Diagnostico da infeccao pelo HPV
Os métodos de detecgdo e de genotipagem do material genético do HPV sdo
importantes na elucidagdo da carcinogénese associada ao virus (LAUDADIO, 2013). Os

HPVs de alto risco apresentam varias habilidades carcinogénicas, logo a sua detecg¢do e
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genotipagem podem auxiliar nas estratégias de tratamento e também na prevengdo contra o
cancer associado ao virus (EIDE; DEBAQUE, 2012).

Na maioria dos casos, os HPVs ndo crescem em meio de cultura de tecidos e a sua
detecgdo depende de métodos de biologia molecular (ABREU et al., 2012; VILLA; DENNY,
2006). As lesoes associadas ao HPV sdo comumente diagnosticadas por técnicas citologicas,
porém quando associadas aos métodos de biologia molecular permitem o acompanhamento de
mulheres com resultados negativos para bidpsia, triagem de mulheres com anormalidades
citologicas de resultado duvidoso (ASC-US) e na determinagdo da prevaléncia de diferentes
genotipos que podem auxiliar no impacto da vacinagdo contra o HPV (ABREU et al., 2012).

O diagnostico da infecgdo pelo HPV ¢ feito por meio de técnicas moleculares que
detectam os acidos nucleicos, DNA e RNA, viral nas células infectadas (EIDE; DEBAQUE,
2012). A detecgdo direta do genoma do HPV pode ser obtida por meio de métodos de
hibridizagdo que incluem as técnicas de Southern blot, Northern blot, Dot blot, hibridizagao in
situ e sequenciamento do DNA viral (ABREU et al., 2012; VILLA; DENNY, 2006).

As técnicas de Southern blot (para DNA) e Northern blot (para RNA) sdao excelentes
procedimentos que geram informacgdes de alta qualidade. Mas estas técnicas requerem
grandes quantidades de material genético (DNA e RNA) purificado, ndo sdo capazes de
detectar muitos genotipos de HPV na amostra e consomem tempo (MOLIJIN et al., 2005). O
Dot blot ¢ uma técnica de excelente qualidade e apresenta boa exatiddo e precisdo, mas
consome tempo e requer grandes quantidades de material genético, com sensibilidade similar
a técnica de Southern blot (MOLIJIN et al., 2005; VILLA; DENNY, 2006). Um
procedimento que ¢ também tecnicamente trabalhoso e que consome tempo ¢ a hibridizacdo
in situ que utiliza sondas radiomarcadas que se ligam a sequéncias nucleotidicas virais
especificas, que sdo identificadas nas células e tecidos (VILLA; DENNY, 2006). Apesar
dessas técnicas serem de alta utilidade, apresentam: baixa sensibilidade, requerem grande
quantidade de DNA purificado e consomem muito tempo (ABREU et al., 2012).

Atualmente, estdo disponiveis ensaios de amplificacdo de acidos nucléicos que foram
aprovados pelo FDA (do inglé€s, Food and Drug Administration) para testes de diagndstico
nos Estados Unidos. Estes ensaios de amplificacdo de sinal consistem na captura material
genético do HPV hibridizado com sondas quimicamente marcadas (Hybrid Capture® 2,
Digene Corp., EUA; Cervista® HPV, Hologic, Inc., EUA) (ABREU et al., 2012; EIDE;
DEBAQUE, 2012; VILLA; DENNY, 2006). Se o HPV estiver presente na amostra analisada,

tem-se a hibridizacdo do seu DNA com uma sonda marcada com fluor6éforo, com sequéncia
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especifica de um ou varios tipos de HPV (EIDE; DEBAQUE, 2012). Apesar de serem de alta
qualidade, estes testes possuem tecnologias patenteadas e muitos ndo foram projetados para
genotipagem de um unico tipo de HPV (ABREU et al., 2012).

Existem outros métodos moleculares de deteccdo de HPV que apresentam alta
sensibilidade, necessitam de pequenas quantidades de DNA e sdo relativamente rapidos
(EIDE; DEBAQUE, 2012). Os testes de genotipagem do HPV apresentam uma etapa de
amplificacdo do material genético seguida de hibridizacdo com uso de sondas para cada tipo
viral (ABREU et al., 2012; MOLIJIN et al., 2005).

Todos os testes moleculares de deteccdo e genotipagem de HPV requerem uma etapa
prévia de extragdo e purificagdo do material genético, que pode ser obtido de amostras frescas
ou congeladas, e ainda de amostras fixadas em formol e incluidas em parafina (FFPE)
(KLOPFLEISCH; WEISS; GRUBER, 2011; PIKOR et al., 2011).

Quando as amostras de tecidos colhidas a fresco ndo estdo disponiveis, faz se o uso de
tecidos congelados (frescos) ou tecidos fixados em formol e embebidos em parafina (FFPE),
ap6s a avaliagdo histopatologica (KOCJAN; HOSNJAK; POLJAK, 2016). A fixacdo em
formol permite a preservagdo de proteinas ¢ acidos nucléicos em tecidos, porém a qualidade
do 4cido nucléico extraido pode ser comprometida (PIKOR et al., 2011). Uma vez que o
formaldeido forma ligacdes cruzadas entre segmentos de cadeia de DNA e entre DNA e
proteinas, a extracdo de DNA por material fixado em formol pode resultar em fragmentagao
das cadeias de DNA, dificultando a posterior amplificacdo de grandes fragmentos de cadeia
(SANTOS; SAITO; LINHA, 2008).

A extracdo dos acidos nucléicos dos tecidos fixados em formol e embebidos em
parafina comumente segue as ectapas de: remocdo de parafina, reidratacdo com etanol,
digestdo tecidual utilizando proteinase K, remocdo de lipideos e proteinas usando fenol,
precipitacdo e purificacdo do DNA e por ultimo a quantificagdo do DNA ¢ feita utilizando um
espectrofotometro (NanoDrop) (KLOPFLEISCH; WEISS; GRUBER, 2011; PIKOR et al.,
2011). Apesar de todos os cuidados na extracdo, a qualidade do material extraido somente ¢
verificada pela amplificagdo por PCR de genes de controle enddgeno. Para isso, faz-se o uso
de primers (oligonucleotideos iniciadores) que amplificam parte de genes constitutivos
humanos como GAPDH (gliceraldeido 3-P desidrogenase), beta-globina humana, tubulina e
HLA-DPBI1, que comprovam a presenca ¢ a qualidade do DNA nas amostras (KOCJAN;
HOSNJAK; POLJAK, 2016).

37



A reagdo em cadeia da polimerase (do inglés, Polimerase Chain Reaction; PCR) é
uma técnica muito sensivel utilizada na detec¢do do DNA viral (VILLA; DENNY, 2006).
Depois do material extraido, prepara-se uma mistura que contem: desoxirribonucleotideos
(dATP, dCTP, dGTP e dTTP), primers, DNA polimerase (enzima que amplificara a regido de
escolha), magnésio, tampao e por ultimo a amostra extraida. Esta mistura é colocada em um
termo ciclador que fara a desnaturacdo, anelamento e extensao do DNA pesquisado (ABREU
etal., 2012). O DNA do HPV pode ser detectado pela amplificagdo do material genético viral
(DNA) por meio da utilizagdo de primers de 65 a 700 pb (SHIBATA et al., 1988). Os testes
que usam primers que amplificam fragmentos pequenos (aproximadamente 65 pares de bases)
sd0 mais sensiveis e mais especificos. Os primers mais utilizados nesta técnica sdo:
MY09/MY11, GPO5+/6+, SPF10 e PGMY09/11, comumente chamados de primers consenso
pois amplificam a regido do gene L/ de diferentes gendtipos de HPV (KLETER et al., 1999;
KOCJAN et al, 2016; SHIBATA et al, 1988; VILLA; DENNY, 2006). Depois da
amplificacdo do DNA viral pela PCR, o fragmento amplificado ¢ visualizado por eletroforese
em gel de agarose ou poliacrilamida, mediante a deteccdo de uma banda de tamanho
especifico corada por brometo de etideo ou nitrato de prata (ABREU et al., 2012).

A RT-PCR (PCR em tempo real) ¢ uma técnica sensivel e especifica para a detecgao e
genotipagem tanto do DNA como dos RNA mensageiros do HPV. Esta técnica tem a
capacidade de detectar a carga viral, amplificar varios alvos de 4cidos nucléicos, amplificar o
DNA viral em baixas concentragdes, apresenta alta reprodutibilidade e pode ser aplicada em
amostras clinicas (ABREU et al., 2012; EIDE; DEBAQUE, 2012; VILLA; DENNY, 2006). O
teste Cobas® 4800 HPV utiliza a técnica RT-PCR para a detecgio do DNA viral e a
identificagdo do gendtipo do HPV (ABREU et al., 2012; KOCJAN; HOSNJAK; POLJAK,
2016).

O teste INNO-LiPPA (Innogenetics NV, Ghent, Bélgica) é baseado na co-
amplificacdo, por meio de PCR, da regido de 270 pb do gene HLA-DPI humano e de um
fragmento 65 pb do gene L/ do HPV utilizando primers biotinilados SPF-10 (KLETER et al.,
1999). Apds a amplificacdo, os amplicons sdo hibridizados com sondas fixadas em fitas,
resultando no aparecimento de bandas coloridas que podem ser lidas a olho nu e interpretadas
de acordo com as instrugdes do kit com uma régua de referéncia para gendtipos de HPV. O
ensaio permite a detecgdo de gendtipos conhecidos atualmente como HPV de alto risco ou de

provavel alto risco (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 62, 66, 67, 68,70, 73,
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82, 83 e 89), bem como gendtipos de HPV de baixo risco (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 ¢ 81)
(ABREU et al., 2012; EIDE; DEBAQUE, 2012; KLETER et al., 1999).

Os genes E6 ¢ E7 do HPVs de alto risco codificam onocoproteinas virais que
modulam as atividades das proteinas celulares que regulam o ciclo celular. Sendo assim, a
presenca dos transcritos E6 ¢ E7 também pode ser utilizada como marcadores de lesdes pré-
cancerigenas e cancerigenas associadas ao HPV. As principais técnicas que detectam mRNA
(RNA mensageiro) para as proteinas E6 e E7 sdo PreTect"Proofer ¢ APTIMA® HPV Assay.
Esses testes baseiam-se na amplificagdo de um DNA complementar (cDNA) gerado por
transcricdo reversa a partir de mRNA de E6 e E7. Os mRNAs sdo reflexo de uma infec¢ao
transcricionalmente ativa com expressdo dos oncogenes (E£6 e £7) do HPV (ABREU et al.,
2012; EIDE; DEBAQUE, 2012).

O DNA do HPV encontra-se geralmente na forma epissomal, em baixo nimero de
copias, no inicio das lesdes percussoras. Durante a integracdo do material viral ao material
gendmico da célula do hospedeiro, tem-se o rompimento da regido do gene viral £2, enquanto
as regides £6 ¢ E7 encontram-se intactas. O método de escolha para pesquisa da integracao do
genoma viral ¢ a analise por RT-PCR, que permite verificar a razdo entre os niveis de copias
de E2 em relacdo a £6 e E7, mostrando uma relagdo de 1:1 entre estes genes, quando o
genoma do HPV ndo esta integrado ao genoma da célula hospedeira (ABREU et al., 2012;
EIDE; DEBAQUE, 2012; SHIBATA et al., 1988; VILLA; DENNY, 2006).

2.4 O CCR associado ao HPV

Aproximadamente 15% dos canceres humanos estdo relacionados a uma causa viral.
Infecgdes virais podem contribuir para instabilidade cromossémica, acimulo de mutacgdes e
alteragdes epigenéticas (MIRZAEI et al., 2017). O HPV ja foi consistentemente associado ao
cancer do colo uterino (WALBOOMERS et al., 1999; MUNOZ et al., 2003) e gradativamente
vem sendo demonstrado em outros tipos de canceres, como cancer anal, de pénis, de vulva e
vagina e cancer de orofaringe (SERRANO et al., 2018). A relacao entre o CCR e o HPV
ainda ndo ¢ bem esclarecida. Suspeita-se que o HPV possa infectar a mucosa do intestino e/ou
reto por meio de uma infec¢do perineal ascendente (CHEN et al., 2015).

Em 1990, Kirgan e colaboradores investigaram pela primeira vez a associagdo entre o
HPV e o CCR. Nesse estudo foi usado a Imuno-histoquimica para detectar a presencga de
proteinas de HPV em tecidos FFPE. As proteinas do HPV foram detectadas em 97% dos

carcinomas que infectaram a mucosa do colon (KIRGAN et al., 1990). A associagdo do HPV
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com a carcinogénese colorretal tem sido bastante discutida nos ultimos tempos (BAANDRUP
et al., 2014; DAMIN et al., 2013; IBRAGIMOVA; TSYGANOV; LITVIAKOV, 2018;
LORENZON et al., 2011; OMRANI-NAVAI et al., 2017; PEDER et al., 2018; PELIZZER et
al., 2016). Uma maior prevaléncia de HPV ¢ descrita nos adenocarcinomas colorretais
comparados a mucosa normal adjacente ao tumor (BAANDRUP et al., 2014; DAMIN et al.,
2013; LORENZON et al., 2011; PICANCO-JUNIOR et al., 2014). Entretanto, uma grande
variagdo de prevaléncia do virus, de zero a 85%, ¢é verificada nos tumores estudados
(BAANDRUP et al., 2014; BUCCHI et al., 2016; DAMIN et al., 2013; IBRAGIMOVA et al.,
2018).

Esta variagdo na prevaléncia pode ser justificada por trés fatores importantes que sdo:
regido geografica, método de detec¢do do HPV e o tamanho da amostragem (BAANDRUP et
al., 2014; DAMIN et al., 2013; LORENZON et al., 2011) As prevaléncias globais de HPV em
CCRs nas regides da América do Sul, Asia e Oriente Médio (32% a 45%) foram maiores do
que nas regides da América do Norte, Europa e Australia (3%) (BAANDRUP et al., 2014). A
variacdo geografica ¢ acompanhada também pela diferenca de distribuigdo dos genotipos
virais (DAMIN et al., 2013).

Além disso, o método molecular utilizado para a detec¢do do HPV nos estudos
publicados divergem consideravelmente, bem como seus resultados (BAANDRUP et al.,
2014; DAMIN et al., 2013; LORENZON et al., 2011). E por tltimo, hd uma grande varia¢ao
quanto ao tamanho da amostragem estudada, sendo que estudos conduzidos em grandes séries
(incluindo mais de 100 pacientes) sdo poucos (LORENZON et al., 2011; YAVUZER et al.,
2010). O Quadro 4 mostra de maneira resumida algumas informagdes sobre os estudos

disponiveis que avaliaram a presenca do HPV em carcinomas colorretais.
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Quadro 4. Caracteristicas dos estudos (revisao da literatura) associando o HPV ao CCR.

Referencial

Nimero
de
estudos
avaliados

Nimero de
€asos
envolvidos

Metodologia
Aplicada

Prevaléncia
global do
HPYV no
estudo

Genotipos mais
encontrados

Lorenzon et al., 2011

15

1351 casos

PCR (primers
genéricos e

especificos), hibidiA

zagao in sifu ,
southern blot e
Imuno
histoquimica

41,7%

HPV 16 e 18

Damin et al., 2013

16

1436 casos

PCR (primers
genéricos,
especificos e a
combinagdo dos
dois primers)

31,9%

HPV 16, 18 € 33

Baandrup et al., 2014

37

2630 casos

PCR (primers
genéricos ¢
especificos),
southern blot, dot
blot e hibridizagao
in situ

11,2%

HPV 16, 18 e 33

Pelizzer et al., 2016

18

630 casos

PCR (primers
genéricos e
especificos),
hibridizagio in
situ, souther blot
e dot blot

51,8%

HPV 16 ¢ 18

Omrani-Navai et al.,
2017

17

1337 casos

PCR (primers
genéricos e
especificos)

16,4%

HPV 16

Ibragimova;
Tsyganov; Litviako,
2018

19

2049 casos

PCR ou RT-PCR

16,0%

HPV 16, 18 e 33

Peder et al., 2018

18

1552 casos

PCR

43,0%

HPV 16,33,6¢ 18

Nos ultimos anos, alguns estudos investigaram a prevaléncia do HPV no CCR e
sugeriram que o HPV ndo esteja associado na carcinogénese colorretal. As frequéncias do
DNA do HPV em carcinomas colorretais nestes estudos mostraram resultados divergentes,
zero a 42,2% (AGHAKHANI et al., 2014; BERNABE-DONES et al., 2016; LORENZON et

al., 2015; MAHMOUDVAND et al., 2015; MESHKAT et al., 2014; PICANCO-JUNIOR et
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al.,, 2014; VUITTON et al., 2016). As taxas de prevaléncia encontradas nestes recentes
estudos variam muito por causa dos diferentes iniciadores (MY09/11; GP5+/6+ e SPF 10) de
PCR usados para a deteccdo do virus. Em muitos casos, a regido L/ do genoma viral ¢ perdida
durante a integragdo ao DNA viral no DNA genomico do hospedeiro, dessa forma esses
resultados negativos podem refletir limitagdes técnicas do método de PCR utilizando primers
de consenso para LI (MORRIS, 2005). Os gendtipos de HPV mais prevalentes, nestes
estudos, foram HPV16 e HPV 18 (AGHAKHANI et al., 2014; BERNABE-DONES et al.,
2016; LORENZON et al., 2015; MAHMOUDVAND et al., 2015; MESHKAT et al., 2014;
PICANCO-JUNIOR et al., 2014; VUITTON et al., 2016).

No Brasil existem dois estudos publicados que investigam a prevaléncia do HPV no
carcinoma colorretal. Um realizado na regido do Sul do pais com 60 pacientes que obteve
uma prevaléncia de 63,9% dos casos com HPV e outro na regido Norte do pais com 41
pacientes e uma prevaléncia de 28,5% dos casos (DAMIN et al., 2007; PICANCO-JUNIOR et
al., 2014). Os resultados desses estudos sio mostrados no Quadro 5. E necessario entender as
bases moleculares e a atividade carcinogénica do HPV no CCR, ja que o possivel papel do
virus ainda ¢ inconclusivo e sua presenca no tumor pode ser considerada incidental

(LORENZON et al., 2011).
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Quadro 5. Estudos recentes associados ao HPV ¢ CCR.
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3. JUSTIFICATIVA

A relagdo entre o HPV e o CCR ainda néo ¢ bem estabelecida. Suspeita-se que o HPV
possa infectar a mucosa do coélon e/ou do reto por meio de uma infec¢ao perineal ascendente,
a partir dos sitios anogenitais como a linha pectinia do anus. Alguns estudos consideram a
presenca do HPV nos CCR como incidental, questionando a real contribui¢do do virus na
carcinogénese colorretal. Os estudos conduzidos em grandes séries, incluindo mais de 100
pacientes, sdo poucos.

Além disso, os métodos moleculares de detec¢ao do HPV, apresentados nos estudos
publicados, divergem consideravelmente, bem como seus resultados. No Brasil, existem
apenas dois trabalhos publicados que investigaram a prevaléncia do HPV no carcinoma
colorretal, sendo um realizado do Sul do pais com 62 pacientes, que obteve uma prevaléncia
de 83,3% e o outro em Belém do Para com 144 casos de carcinoma colorretal ¢ uma
prevaléncia de 28,5% para o HPV.

Esses achados sugerem a necessidade de se entender as bases moleculares ¢ a
atividade carcinogénica do HPV no CCR, ja que o possivel papel do virus ainda é obscuro e
sua presenca no tumor considerada casual. A carcinogénse induzida pelo HPV no CCR pode
ser investigada com base na detecgdo do genoma viral nas células do CCR, o que justifica o

desenvolvimento deste estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Estimar a presenga de DNA do HPV em carcinomas colorretais diagnosticados em
uma institui¢do de referéncia no tratamento do cancer na regido Centro-Oeste do Brasil e suas

possiveis implicagdes.

4.2 Objetivo especifico

e Descrever os principais aspectos sociodemograficos e clinicopatoldgico dos
carcinomas colorretais diagnosticados na instituicao.

e Estimar a prevaléncia de DNA do HPV em carcinomas colorretais.

e Investigar as associagdoes entre os achados de detec¢do do HPV e os aspectos

clinicopatologicos e sociodemograficos dos casos de CCR.
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5. METODOLOGIA
5.1 Tipo de Estudo:

Trata-se de estudo retrospectivo em que foram incluidos dados de 92 pacientes com
carcinomas colorretais diagnosticados em uma institui¢do de referéncia no tratamento do
cancer na regido Centro-Oeste do Brasil, no periodo de um ano. Andlises moleculares de
tumores colorretais, fixados em formol e incluidos em blocos de parafina foram realizadas
para determinar a presenga do HPV e de gendtipos especificos do virus. Inicialmente, uma
lista com 227 pacientes diagnosticados com cancer colorretal no periodo de 2008 a 2009, foi
consultada no setor de anatomia patologica. Com base nos critérios de inclusdo, 92 casos de
carcinomas colorretais foram considerados elegiveis. A descrigdo dos critérios de inclusdo e

exclusdo dos casos ¢ apresentada na Figura 8.
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Casos de CCR listados no Setor de Anatomia
Patolégica
N=227

Excluidos N=131
*102 Histdrico pessoal de pdlipos colorretais
Casos de CCR incluidos N=96 recorrentes
*14 Casos de outras instituigdes com prontuarios
ndo disponiveis
*15 Historico pessoal de outros cinceres

Excluidos N=4

4 blocos nao encontrados ou nio
disponiveis no Servigo de
Anatomia Patologica

Grupo caso N=92
(Somente amostras contendo tumor)

Extragdo de DNA com kit
Wizard
N=92

Validagdo da extragdo por espectofotometria e
amplificagdo do controle endogeno GAPDH pelo médoto
de PCR N=92

Reagio de detecgdo do HPV
3 vezes PCR com primers SPF 10 mais PCR com kit
INNO-LIPA
Controle endogeno do Kit HLA-DPB1

Genotipagem do HPV
Casos positivos N=33
Genotipos encontrados em dez casos: HPV 16 (N=4),
HPV 18 (N=1), HPV 31 (N=2), HPV 26 (N=1), HPV 58
(N= 1) e uma infec¢ao multipla entre HPV 16 e 18.

Figura 8. Fluxograma de busca e sele¢ao dos casos de CCR.

Os casos selecionados foram aqueles que apresentaram diagndstico histopatoldgico de
cancer colorretal confirmado, dados clinicopatoldgicos nos prontuarios e blocos de parafina
disponiveis e suficientes para as analises moleculares. Os casos que ndo foram confirmados
como cancer colorretal primario foram excluidos. A sobrevida em 60 meses foi avaliada com
base no status do paciente na ultima consulta médica e o dbito registrado, independente da
causa. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Associa¢io de Combate

ao Cancer em Goias (CEP/ACCG) sob numero do parecer: 1.856.467 (Anexo A).
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5.2 Preparaciio das amostras

Ap6s a selegao dos blocos de parafina, contendo os espécimes tumorais, cada bloco foi
cortado de forma seriada com o uso de um micrétomo e os cortes acondicionados em
microtubos estéreis, de 2 ml, devidamente identificados. As navalhas do micrétomo foram
trocadas a cada nova amostra ¢ o equipamento higienizado com alcool etilico a cada novo
bloco. A partir de cada bloco, foram preparadas laminas, contendo fragmentos dos tumores,
que foram coradas por hematoxilina-eosina e revisadas por patologista. O diagndstico de
carcinoma colorretal foi confirmado para cada caso, com base nos critérios de classificagdo

dos tumores (HAMILTON; AALTONEN, 2000)

5.3 Extracao de DNA

O material cortado foi processado no Laboratorio de Diversidade Genética da PUC
Goias para a extracdo de DNA. Para a remogdo da parafina dos blocos foi utilizado o
protocolo ja estabelecido pelo laboratorio, com o Kit comercial Wizard distribuido pela
Promega®. O protocolo de extragdo consiste em cinco etapas sendo elas: desparafinizacao da
amostra; lise celular; precipitagdo de proteinas; precipitagdo de DNA e hidratagao do DNA. O
DNA extraido foi quantificado por meio do espectrofotometro (nanodrop), para verificagdo da
quantidade do material e testado para amplificagdo de um fragmento do gene humano
GAPDH. Todo o procedimento laboratorial, desde a manipulacdo das amostras até a detecgao
e genotipagem do HPV seguiu as normas de padronizagdo internacional para testes de HPV
do Manual de Laboratério da Organizacdo Mundial de Saude (Human Papillomavirus

Laboratory Manual) (WHO, 2009).

5.4 Detecciio e genotipagem do HPV
A detec¢ao do DNA do HPV foi inicialmente feita por PCR, usando primers SPF 10
que amplificou um fragmento de DNA viral de 65 pb e cada reacao foi repetida até trés vezes.
As detecgdes e genotipagens do HPV também foram realizadas utilizando o Kit comercial
INNO-LIPA HPV Genotyping Extra I1° (FujirebioEurope, Ghent, Bélgica), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O ensaio utiliza oligonucleotideos iniciadores SPF10, que
amplificam uma regido de 65 pares de bases da regidao L1 do genoma viral, seguido da
genotipagem do HPV pela técnica de hibridizacdo reversa. O ensaio utilizado permite a
detecgdo de genotipos conhecidos atualmente como HPV de alto risco ou de provavel alto
risco (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 62, 66, 67, 68,70, 73, 82, 83 ¢ §89),
bem como gendtipos de HPV de baixo risco (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 e 81). Controles
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positivos e negativos foram utilizados em todas as etapas da analise molecular. Na deteccao
de HPV foram considerados positivos os casos com pelo menos trés resultados positivos.

Na genotipagem foram consideradas infec¢des simples, as amostras que apresentaram
um unico genotipo do HPV. Nos casos de infecgdes multiplas por HPV, com pelo menos um
genotipo de alto risco, o resultado foi considerado como HPV de alto risco. Nos casos que
continham apenas genotipos de baixo risco, a amostra foi considerada como HPV de baixo

risco.

5.5 Analise estatistica

Os dados sociodemograficos e clinicopatologicos foram coletados em fichas
apropriadas e transferidos para planilhas, do Microsoft Excel, versao 2013. O banco de dados
foi digitado por duas pesquisadoras independentemente e comparados para verificacdo dos
dados e limpeza do banco. Os dados foram transferidos para programa estatistico Graph
PadPrism versao 4.0 e analisados por estatistica descritiva, a fim de gerar estimativas de
prevaléncia com os respectivos intervalos de confianca. Para a idade do grupo foi calculada a
média e o desvio padrao. Para avaliar as possiveis associagdes entre as variaveis analisadas,
foi usado o teste do exato de Fisher, considerando o nivel de significancia de 5% (p<0,05). O
programa OpenEpi, Versdo 3, foi utilizado para avaliar o intervalo de confianca da

prevaléncia total do HPV.
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6. RESULTADOS

6.1 Aspectos sociodemograficos dos pacientes com CCR

A média de idade dos pacientes analisados foi de 60 + 15,6 anos, variando de 19 a 92
anos. A maioria dos pacientes era do sexo feminino (53,3%) e apresentava idade maior de 50
anos (76,1%). Em relagdo a procedéncia do paciente 59,8% eram do interior do estado de
Goias. As caracteristicas sociodemograficas dos pacientes estdo apresentadas conforme

Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas de individuos com CCR (N 92)

Variaveis n %
Idade

<50 22 23,9
>50 70 76,1
Sexo

Feminino 49 53,3
Masculino 43 46,7
Etnia

Branco 51 55,4
Pardo 37 40,2
Negro 4 43
Estado Civil

Solteiro 4 47,8
Unido estavel 48 52,2
Procedéncia

Capital 33 35,9
Regido de Goids 55 59,8
Outros Estados 4 4,3
Tabagismo

Sim 18 19,6
Nio 60 65,2
N.L 14 15,2
Etilismo

Sim 9 9,8
Nio 69 75,0
N.L 14 15,2
*N.L: Nédo Informado

Variacdo de idades (19-92)
Média 60

Desvio Padriao 15,7
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6.2 Aspéctos clinicopatoldégicos dos pacientes com CCR

O local mais acometido pelo tumor foi o reto (52,2%). A maioria dos tumores
apresentou classificag@o histologica para adenocarcinoma usual padrao tubular (84,8%). Em
relagdo ao tamanho do tumor, a maioria foi classificada em T2 ¢ T3 (34,7% e 40,2%). Na
maioria dos tumores ndo houve comprometimento linfonodal NO (48,9%). Cerca de 80% dos
casos nao apresetaram metdstase a distancia. E em relacdo ao estadiamento clinico, 28,2%
foram classificados como estadio 1. As caracteristicas clinicopatologicas dos pacientes estao

apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas clinicopatolégicas de individuos com CCR (N 92).

Variaveis n Yo

Local da Lesao

Reto 48 52,2
Colon 44 47.8
Classificacio histologica para adenocarcinoma

Usual padrao tubular 78 84,8
Usual padrao tubular-viloso 9 9,8

Mucinoso 5 54

Tratamento realizado

Quimioterapia 43 46,7
Radioterapia 13 14,1
Cirurgia 81 88,0
Tamanho do Tumor

Tx 11 12,0
Tis 1 1,1

Tl 8 8,7

T2 32 34,8
T3 37 40,2
T4 3 3,3

Comprometimento Linfonodal

NX 11 12,0
NO 45 48,9
N1 17 18,5
N2 19 20,7
Metastase a distancia

MO 80 87,0
Mla 7 7,6

MIlb ) 43

Milc 1 1,1

Estadiamento

0 1 1,1

1 26 28,3
ITA 14 15,2
IITA 6 6,5

111IB 21 22.8
1IC 1 1,1

IVA 7 7,6

IVB 4 4,3

vC 1 1,1

N3#o avaliado 11 12,0
Obito registrado

Sim 44 47.8
Nio 48 52,2
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6.3 Detecciio e genotipagem de HPV

Dentre os 92 casos avaliados, 33 foram positivos para a detec¢do de DNA do HPV,
com uma prevaléncia de 35,8% (IC95%; 26,8-46,0). Dez desses casos foram genotipados,
com detecgdo do HPV 16 em quatro casos, HPV 31 em dois casos, HPV 18 em um caso, HPV
26 em um caso e HPV 58 em um caso, sendo que houve uma infec¢do multipla de HPV 16 e

HPV 18.

6.4 Associacdo entre a presenca do HPV e os aspectos sociodemograficos dos pacientes
com CCR

As associacOes entre a presenca do DNA do HPV e as caracteristicas
sociodemograficas dos individuos portadores de CCR encontram-se descritas na Tabela 3.
Nao foram observadas diferencas significativas entre as caracteristicas sociodemograficas dos

pacientes portadores de CCR em relagdo a presenga do DNA do HPV nos tumores.

Tabela 3. Caracteristicas sociodemograficas de individuos com e sem HPV.

Varidveis HPYV Positivo (N=33) HPYV Negativo (N=59) Valor de p
n % n % *(<0,05)

Idade
<50 8 242 14 23,7 1,000
=50 25 75,8 45 76,3
Sexo
Feminino 18 54,5 31 52,5 1.000
Masculino 15 45,5 28 47.5 ’
Etnia
Branco 19 57,6 32 54,2
Pardo 12 36,4 25 424 0,820
Negro 2 6,1 2 3,4
Estado Civil
Solteiro 19 57,6 25 42,4 0.190
Unido estavel 14 42.4 34 57,6 ’
Tabagismo
Sim 6 18,2 12 20,3
Niao 20 60,6 40 67,8 1,000
Nio informado 7 21,2 7 11,9
Etilismo
Sim 4 12,1 5 8.5
Nio 22 66,7 47 79,7 0,470
Nio informado 7 21,2 7 11,9

* P<(0,05 estatisticamente significativo. Método Teste exato de Fisher
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6.5 Associacao entre a presenca do HPV e os aspectos clinicopatolégicos dos pacientes
com CCR

As associagdes entre a presenga do DNA do HPV e as caracteristicas
clinicopatologicas dos CCRs encontram-se descritas na Tabela 4. Nao foram observadas
diferencas significativas entre as caracteristicas clinico-patoldgicas dos CCRs em relagao a

presenca do DNA do HPV nos tumores.
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7. DISCUSSAQ

O papel do papilomavirus humano no cancer do colo uterino ¢ bem estabelecido e uma
parcela significativa de canceres anogenitais ¢ de orofaringe também ja foi associada ao HPV
(SERRANO et al., 2018). Nos tltimos 20 anos, um nimero crescente de estudos investigou a
possivel associacdo do HPV aos carcinomas colorretais, entretanto grandes variagdes na
metodologia de deteccdo do HPV e no tipo de amostras usadas tornam os resultados
conflitantes. Este estudo investigou a presenga do DNA do HPV em 92 amostras de
adenocarcinomas colorretais esporadicos, fixados em formol e incluidos em parafina, usando
a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e posterior genotipagem, usando o kit comercial
INNO-LiPA HPV Genotyping Extra II°(FujirebioEurope, Ghent, Belgium).

Nossos resultados demonstraram a presenga do DNA do HPV em 35,8% (IC 95%;
26,8-46,0) dos carcinomas colorretais analisados. A prevaléncia do DNA do HPV em CCR
relatada em estudos de revisdo sistematica e metanalise mostram uma grande variagdo (0 a
84%) (BAANDRUP et al., 2014; DAMIN et al., 2013; PELIZZER et al., 2016). Uma
importante metanalise incluiu 2.630 casos de adenocarcinomas colorretais e demostrou que a
prevaléncia do HPV no CCR variou de 0% a 84%, com uma prevaléncia combinada de 11,2%
(BAANDRUP et al., 2014). Entretanto, os métodos de deteccdo de HPV usados nos estudos
individuais analisados eram bastante heterogéneos, incluindo métodos de hibridizacao, como
Southern blot e Dot blot, além de métodos de PCR que empregam os mais diversos conjuntos
de primers, o que torna dificil a comparacdo dos resultados. Uma outra metanalise avaliou
somente estudos que empregaram o método de PCR para deteccdo do DNA do HPV (DAMIN
et al., 2013) e mostrou uma prevaléncia global de 31,9% (IC 95%;19,3-47,9), semelhante a
encontrada em nosso estudo.

Somente dois estudos investigaram a prevaléncia do HPV nos carcinomas colorretais
no Brasil, sendo o mais recente realizado em Bélem do Pard, utilizando primers de consenso
GP5+/GP6+, com prevaléncia de 28,5% (PICANCO-JUNIOR et al., 2014) e outro realizado
na regido Sul do pais, utilizando primers de consenso MY09/11 e GP5+/GP6+ com Nested
PCR, que resultou em uma prevaléncia de 63,9% (DAMIN et al., 2007). Os dois estudos
utilizaram conjuntos de primers diferentes daqueles usados em nosso estudo. Os primers
denominados SPF 10 amplificam um pequeno fragmento (65 pb) da regido L/ altamente
conservada de varios tipos de HPV. Uma vez que nosso estudo avaliou amostras tumorais
fixadas em formol e embebidas em parafina e que esse tipo de material costuma resultar em

amostras de DNA pouco integras e fragmentadas, a amplificagdo de fragmentos pequenos do
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DNA viral oferece maior sensibilidade e confiabilidade ao processo (KLETER eta al., 1998).
Outra razao que justifica a escolha desse conjunto de primers é que os mesmos iniciadores sdo
empregados no kit comercial INNO-LiPA HPV Genotyping Extra 11 (FujirebioEurope,
Ghent, Belgium), que permite a identificacdo dos genotipos virais por meio de hibridizagdo
reversa (KLETER et al., 1999).

Com a utilizagdo de métodos de deteccdo do HPV semelhantes ao empregado em
nosso estudo, alguns autores relataram uma variagdo na prevaléncia de HPV em carcinomas
colorretais, com frequéncia de zero a 33,3% (Quadro 6) (DESCHOOLMEESTER et al., 2010;
GIULIANI et al., 2008; GORNICK et al., 2010; LORENZON et al., 2015; VUITON et al.,
2016; YANTISS et al., 2009). Entretanto, deve-se ressaltar a heterogenicidade desses estudos
com relagdo ao tamanho da amostra (nimero de pacientes analisados), o tipo de espécimes
estudados (amostras fixadas em formol e incluidas em parafina e amostras congeladas a
fresco), bem como as variagcdes geograficas das populacdes estudadas que refletem nas

varia¢oes de prevaléncia de HPV (BAANDRUP et al., 2014; DAMIN et al., 2013).

Principais estudos que utilizaram SPF e INNO LiPA na detecciio de HPV

Autores Regido Tipo de Método de Amostragem | Prevaléncia
amostra detecgao de HPV

GIULIANI et al., 2008 Italia FFPE SPF10 66 33,3%
YANTISS et al., 2009 USA FFPE SPF10 24 0,0%
DESCHOOLMEESTER

SCHOO S Belgium FFPE SPF10 232 14,2%
etal, 2010

Israel, Espanha Congelada e o
GORNICK et al., 2010 ¢ USA FFPE SPF10 279 0,0%
LORENZON et al., 2015 Italia Congelada INNO LiPA 62 16,9%
Congelada e .

VUITON et al., 2016 Franga FFPE INNO LiPA 467 0,0%

Quadro 6. Estudos que utilizaram métodos de detec¢do SPF 10 ¢ INNO-LiPA.

Em nosso estudo, quando as caracteristicas clinicas e patologicas dos pacientes com
CCR foram comparadas em relacdo a presenca do HPV, nenhuma diferenga significativa foi
detectada. De forma similar, outros autores que investigaram esta associacdo nao conseguiram
demonstrar associagdes significativas entre o CCR e a presenca do HPV (AGHAKHANI et
al., 2014; BERNABE-DONES et al., 2016; LORENZON et al., 2015; MAHMOUDVAND et
al., 2015; MESHKAT et al., 2014; PICANCO-JUNIOR et al., 2014; VUITTON et al., 2016).

O namero limitado de casos avaliados em cada estudo pode justificar a falta de associag@o
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entre os aspectos clinicopatologico e também a grande variacdo na prevaléncia do HPV nos
CCRs avaliados (BAANDRUP et al., 2014; DAMIN et al., 2013; LORENZON et al., 2011;
YAVUZER et al., 2010). Somente dois estudos descritos na literatura demonstraram
associacdo significativa entre a presenga do HPV e o estadiamento ¢ grau de diferenciacdo
dos CCRs (PEREZ et al., 2005; CHENG et al., 1995).

Algumas limitagdes devem ser reconhecidas no presente estudo, pois como se trata de
uma analise retrospectiva, que utiliza informacdes colhidas de prontuarios médicos e que
muitas vezes nao estdo disponiveis, o estudo de associagdes entre variaveis clinicas foi
limitado. Além disso, a utilizacdo de espécimes tumorais fixados em formol e incluidos em
parafina resultou em dificuldades na extracdo e analise do material genético extraido,
retardando o tempo de analise e impedindo a obtengdo de informagdes importantes, como a
genotipagem de todos os casos positivos para detec¢do do HPV. Como os espécimes tumorais
analisados pertencem aos respectivos pacientes e sdo guardados no arquivo do setor de
anatomia patologica de um servico de referencia, algumas amostras foram excluidas por nao
apresentarem tecido suficiente (bloco desgastado) para a analise, comprometendo o nimero
de casos avaliados.

A fim de estabelecer o papel do HPV em uma parcela dos carcinomas colorretais, as
bases moleculares da carcinogénese induzida pelo HPV precisam ser elucidadas. Para isso,
além da presenca do DNA do HPV nos espécimes tumorais, ¢ preciso demonstrar a
funcionalidade do DNA viral, com presenga de infecg@o transcricionalmente ativa, traduzida
pela expressao dos genes virais na forma de RNA mensageiros e suas proteinas correlatas.

A historia natural da infec¢do pelo HPV inclui a entrada do virus na camada basal do
epitélio por meio de micro-abrasdes e posterior replicacio do genoma viral na forma
epissomal, com expressdo das oncoproteinas virais (E1, E2, E4, ES5, E6 ¢ E7) e das proteinas
estruturais (L1 e L2). As oncoproteinas virais (E5, E6 e E7) sdo reconhecidas por causar
imortalizacdo e transformacdo celular. A oncoproteina ES ja foi descrita por aumentar a
reciclagem e a sinalizacdo de EGFR, um fendémeno ja descrito em um subgrupo de CCR
(SIGISMUND et al., 2018), enquanto as oncoproteinas E6 ¢ E7 sdo reconhecidas por inativar
p53 e pRb, respectivamente. Além disso, a integracdo do genoma do HPV parece ser uma
etapa crucial no processo de carcinogénese.

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que o HPV esteve presente em
uma parcela significativa (35,8%) dos carcinomas colorretais, mas que a detecgdo e a

genotipagem de HPV em amostras de CCR representam somente a primeira de uma série de
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etapas necessarias para elucidar a associacdo entre o HPV e a carcinogénse colorretal. Assim,
outros estudos incluindo a analise da expressdo das oncoproteinas celulares alteradas pela
presenca do HPV e do padrao de integracdo do genoma viral sdo necessarios a fim de explicar

melhor essa associacio.
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8. CONCLUSAO

e De acordo com os resultados obtidos, os carcinomas colorretais acometem homens e
mulheres com maior prevaléncia naqueles individuos com idades acima de 50 anos.

e Uma parcela significativa (43,5%) dos carcinomas colorretais avaliados foi
diagnosticada em estagios mais avangados (III e IV), justificando a alta taxa de
mortalidade observada (47,8%).

e A prevaléncia do HPV no grupo estudado foi de 35,8% (1C95%;26,8-46,0).

e Niao foram detectadas diferencas significativas quanto as caracteristicas clinico

patologicas para os carcinomas colorretais positivos e negativos para o HPV.
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Apresentacao do Projeto:

O Cancer Colorretal (CCR) é a quarta causa de morte por cancer em todo 0 mundo e esse nUmero vem
crescendo continuamente. A autora do projeto afirma baseada na literatura que o CCR & considerado uma
doenca multifatorial e acredita-se que os fatores ambientais desempenham um papel mais importante do
que a hereditariedade, uma vez que o CCR esporadico corresponde anualmente a cerca de 90% dos casos.
E apresentado neste projeto alguns estudos nos quais o HPV é detectado com maior frequéncia no local do
tumor do que na mucosa coélica normal ou no tecido tumoral-adjacente, sugerindo que a infecgcéo pelo HPV
apresenta um papel na carcinogénese colorretal , mas essa relagéo ainda néo é bem estabelecida.

O estudo proposto é do tipo caso controle. Sera composto de um grupo caso com amostras de carcinomas
colorretais e de dois grupos controle (GC), sendo o primeiro grupo controle (GC1) constituido por tecido
adjacente ao tumor, mas livre de células neoplasicas dos préprios pacientes incluidos no grupo caso. O
segundo grupo controle (GC2) sera composto por lesdes benignas ou pré-malignas colorretais de outros
pacientes, sem carcinoma colorretal.

O grupo a ser analisado devera incluir 100 casos de carcinomas colorretais e 100 espécimes colorretais sem
diagnéstico de carcinoma colorretal. Os blocos contendo os espécimes tumorais e as lesdes benignas e pré-
neoplasicas serdo selecionados a partir dos arquivos do Setor de
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Anatomia Patologica do Hospital Aratjo Jorge (SAP-HAJ). Os dados clinicos e histopatolégicos serdo
colhidos dos respectivos prontuarios, incluindo a idade do paciente, localizacdo do tumor, tipo
histopatolégico do tumor, grau histolégico, tamanho do tumor, comprometimento de linfonodos regionais,
presenca de metastase a distancia e status do paciente na ultima consulta. Tratando-se de um estudo
retrospectivo via prontuério, o presente estudo propde dispensa de aplicacéo do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

Os resultados esperados visam uma maior compreensao do papel do HPV na oncogénese colorretal. e as
possiveis vias de infecgdo (contaminacao perineal, hematogénica e ou linfatica), contribuindo desta forma,
para a prevenc¢ao e manejo clinico do cancer colorretal, bem como auxiliando no desenvolvimento de novas
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Objetivo primario: Investigar o possivel papel do HPV na carcinogénese colorretal através da detecgéo do
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das oncoproteinas virais (E2, E6 e E7) e das proteinas celulares associadas a carcinogénese viral (p16, p53
e pRb) em carcinomas colorretais.

Objetivo secundario: Descrever os principais aspectos clinicos e histopatoldégicos de CCR diagnosticados
nas amostras;

Identificar a presenca do HPV e seus genotipos no grupo casos e nos grupos controles e determinar sua
prevaléncia;

Avaliar a integrag@o do genoma viral no grupo com CCR e nos grupos controles;

Avaliar as possiveis associacdes entre os achados de deteccao e genotipagem do HPV e os fatores clinico-
patologicos e socio-demograficos dos grupos analisados;

Avaliar as possiveis associacbes entre a presenca do HPV, a integracdo do genoma viral e a expressao das
oncoproteinas virais E2, E6 e E7 e das proteinas celulares p53, p16 e pRb em amostras de carcinomas
colorretais e nos grupos controles;

Avaliar as possiveis associa¢des entre estes achados com os fatores clinico-patoldgicos dos grupos com e

sem carcinomas.
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Os beneficios se sobrepde aos risco, ja que a responsavel pelo projeto afirma que os principios da ética em
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transtornos evidentes aos pacientes do estudo sdo minimos, uma vez que néo havera contato direto com o
paciente e que os achados néo influenciardo no tratamento proposto. Além disso, espera-se que o
desenvolvimento deste projeto leve a melhor compreenséo das bases bioldgicas do carcinoma colorretal,
com a elucidagdo de mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese induzida pelo HPV, o que
poderia proporcionar a identificagéo de grupos de risco, bem como auxiliar no desenvolvimento de novas
terapéuticas baseadas no entendimento da biologia desta doenca.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo bem desenhado, com metodologia bem descrita. A pesquisa ndo apresenta conflitos
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Bésicas| PB_LINFORMACOES_BASICAS_DO_P | 21/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO_820290.pdf 15:18:01
Projeto Detalhado / | Projeto_detalhado.pdf 21/11/2016 | VERA APARECIDA Aceito
Brochura 15:16:57 |SADDI
Investigador
Outros Lattes_VeraAparecidaSaddi.pdf 21/11/2016 | VERA APARECIDA Aceito
14:10:04 [SADDI

Outros Lattes_SilviaHelenaRabelodosSantos.pd| 21/11/2016 | VERA APARECIDA Aceito
f 14:09:02 __[SADDI

Qutros Lattes_ThalitadeSiqueira.pdf 21/11/2016 | VERA APARECIDA Aceito
14:07:37 [SADDI

Outros Lattes_MegmarAparecidadosSantosCar | 21/11/2016 |VERA APARECIDA Aceito
neiro.pdf 14:07:05 | SADDI

Outros Lattes_LarisseSilvaDallaLibera.pdf 21/11/2016 |VERA APARECIDA Aceito
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Outros Lattes_LarisseSilvaDallaLibera.pdf 14:06:31 | SADDI Aceito

Outros Lattes_JulianaFracalossiPaes.pdf 21/11/2016 | VERA APARECIDA Aceito
14:06:08 | SADDI

Outros Lattes_CesarAugustoSamTiagoVilanova| 21/11/2016 | VERA APARECIDA Aceito
Costa.pdf 14:05:29 _[SADDI

Outros cartas_e_declaracoes.pdf 21/11/2016 |VERA APARECIDA Aceito
14:04:29 [SADDI

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 21/11/2016 |VERA APARECIDA Aceito
13:48:25 | SADDI

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

GOIANIA, 08 de Dezembro de 2016

Assinado por:
Elismauro Francisco de Mendonca

(Coordenador)
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