UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA

CRUZ

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E
BIOLOGIA MOLECULAR

EE6 6

i%.q
QINALTUM’
r =4 i x5

- ' v

IDENTIFICACAO DOS TIPOS DE PAPILOMAVIRUS
HUMANO ONCOGENICOS E DAS VARIANTES DO HPV
16 EM LESOES INTRAEPITELIAIS DO COLO UTERINO

ADRIANA MATOS BENJAMIN LEAL

ILHEUS — BAHIA — BRASIL
Agosto de 2004



ADRIANA MATOS BENJAMIM LEAL

IDENTIFICACAO DOS TIPOS DE PAPILOMAVIRUS HUMANO
ONCOGENICOS E DAS VARIANTES DO HPV 16 EM LESOES
INTRAEPITELIAIS DO COLO UTERINO

Dissertacdo apresentada a
Universidade Estadual de Santa
Cruz, como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de Mestre

em Genética e Biologia Molecular.

ILHEUS — BAHIA — BRASIL
Maio de 2004



ADRIANA MATOS BENJAMIN LEAL

IDENTIFICACAO DOS TIPOS DE PAPILOMAVIRUS HUMANO
ONCOGENICOS E DAS VARIANTES DO HPV 16 EM LESOES
INTRAEPITELIAIS DO COLO UTERINO

Dissertacdo apresentada a
Universidade Estadual de Santa Cruz,
como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de Mestre em

Genética e Biologia Molecular.

APROVADA: 19 de agosto de 2004

Prof. Dr. Leandro Lopes Loguercio Profa. Dr2 Virginia MinghelliSchmitt.
UESC-BA PUC-RS

Profa. Dr2, Ana Neuza Vieira Matos
(UESC - Orientadora)



AGRADECIMENTOS

A Universidade de Santa Cruz, por oferecer condi¢des para a realizacéo deste
trabalho.

A CAPES, pelo financiamento de parte dos recursos deste trabalho.

A Secretaria de Satde de Ilhéus, BA, pelo apoio na coleta das amostras.

A Coordenacdo do Programa de Pdés-Graduacdo em Genética e Biologia
Molecular, pelo tratamento justo, humano e pelo apoio logistico.

Ao Colegiado de Medicina, pelo incentivo.

A professora Ana Neuza Vieira Matos, por conceder-me generosamente sua
atencao, tempo, amizade e orientacao.

Ao professor Julio Cézar de Mattos Cascardo, pelo voto de confianca e
orientacao dispensada.

A Andréa Cristina Mariano, pelo auxilio fundamental na obtenc&o dos dados.

A professora Virginia Minghelli Schmitt, pelo apoio e amizade.

Ao professor José Luiz Pires, pelo auxilio na analise estatistica.

A professora e irma Acéssia Pires, pelo carinho e contribuicdes.

Aos colegas de turma, pela amizade e convivéncia agradavel.

Ao Robson, pelo apoio no seqiienciamento.

A Deise, pelo companheirismo e auxilio.

A todas as pessoas que, de uma forma ou de outra, contribuiram para a

realizacdo deste trabalho.



A Deus, dono da minha vida, toda adoracgéo.
A querida mamae, minha eterna gratid&o.
A0S meus irmaos, pela esperanca no amanha.

A Marquinhos, meu noivo, pela paciéncia..



INDICE

EXTRATO oeiiiiieeee ettt ettt e e e e e e e ettt e e e e e e e e s e bbb et e e e eaeeeeannsnbbneeeeeeens Vi
ABSTRACT Lttt ettt e e e e et e e e e e e e et ta e e e e e e a b raaraaaaaeaaas viii
1. INTRODUGAO ..ottt ettt te et nene . 01
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..., 03
2.1 Anatomia e Histologia do COl0 UtErNO .......ccceevvvvviiiiiiiiee e 03
2.2 Epidemiologia do CaAncer CerviCal ..........cccoeeiieeiiiiiiiiiiiiiie e 04
2.3 Historia Natural dO CANCET ..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieerieeennnaeeaeanaeeeneaeenaeeeanaee 05
2.4 Caracterizacao Viral e Transformagdo Celular............cccoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 06
2.5 Formas Episomal e Proviral do HPV ... 10
2.6 Classificacdo dos PapilomavirusS...........ccooiieeiiiiiiiiiiiiii e 11
2.7 Variagdo Gendmica do HPV 16...........uuuiumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiineees 13
2.8 Associagdo dos Papilomavirus oncogénicos com Lesdes Intraepiteliais e
CANCET COIVICAI ...ttt aaannnne 15
2.9 Fatores de RiSCO AQICIONAIS .......uuuruuururuiniiniiiiiieiieieeinnennnnnenennnnennnnnnnsenneaennnee 16
3. MATERIAL E METODOS .....ooiitiiitie ettt ettt 19
0 I Y 410 1] = Fo R O 1 T 19
3.2 EXUraGa0 A DINA ... i 19
ICTRC TN D1 T=To [0 1S3 i oTo I oo gl = O SRR 20
3.3.1 Controle Interno das AmPplificagles ..........cccceeveeeeiiiiiiiiiiiie e 20
3.3.2 DetecGao do DNA VIral. ... e 20
3.3.3 DetecGdo dos HPVS 16 € 18......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 21
3.4 Sequenciamento Direto das Amostras Positivas para HPV 16................... 22
3.5  ANAlISE de SEQUENCIAS .....vvvuieieeeeeeeeeiie et e et e e e e e e e e e e e e e eeaanes 22
3.6 ANAlISE ESTAtiISHICA ....uuuuei s 23
A, RESULTADOS ... e e e e e e et e e et e e et eeeanneees 24
4.1 Deteccao dos Papilomavirus 16 € 18.........cccovvvvieiiiiiiiiiiiiiiiee e eeeeeeeeeeeeeanees e 24



4.2 Identificacdo dos HPV 16 e 18 por grau de lesao intraepitelial.................... 25

4.3 Deteccgdo das variantes do HPV 16..........uueiiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 31
4.4 Associacao das lesdes intraepiteliais ao historico de vida...............c... ... 32
4.4.1 Analise univariada...........ccccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 32
4.4.2 Analise multivariada............cccovviiiiiiiiiiiiiiii 32
4.4.3 Analise de correlaGao parcial..........cc.eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 33

5. DISCUSSAD ...cuiniiiiiiieie ettt ee e ne e 37
6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS ...t 42
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooitiieiiieeieteeeeeee e, 43
APENDICE L ..ottt b e st e e s s e 57
APENDICE 2 ..ottt 58
ANEX O et e e e 61



EXTRATO

LEAL, Adriana Matos Benjamin, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz,
llhéus, agosto de 2004. Identificacdo de Tipos Oncogénicos de
Papilomavirus Humano e de Variantes do HPV 16 em Lesdes
Intraepiteliais do Colo Uterino. Orientadora: Ana Neuza Vieira Matos.
Coorientador: Julio Cézar de Mattos Cascardo. Colaborador: Monica Rosa

Bertao.

As lesdes intraepiteliais cervicais sdo consideradas pré-neoplasicas e a
associacdo com o papilomavirus humano (HPV) oncogénico é conhecida. Este
estudo foi realizado para identificar a prevaléncia dos HPVs 16 e 18, a
presenca de variantes intratipo do HPV16 e de fatores de risco adicionais em
104 mulheres com lesdes intraepiteliais cervicais, selecionadas do Servico de
Referéncia do Municipio de llhéus-Bahia. O método para deteccéo dos tipos de
HPV foi a reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), utilizando-se um par de
oligonucleotideos consenso, MY09 e MY11, seguido de PCR especifica para
os tipos 16 e 18. Para deteccdo de variantes, o método empregado foi o
sequenciamento direto. As pacientes responderam um questionario para a
identificacdo de fatores de risco adicionais. O HPV 16 foi o mais prevalente,
sendo detectados em 41,34% das mulheres e o HPV 18 foi detectado em
12,50%. A taxa de infeccdo dupla foi de 3,85%. O HPV 16 foi detectado em
31,34% das pacientes com lesdo intraepitelial de baixo grau e em 54,05%
pacientes com lesdo de alto grau. O HPV 18 foi positivo em 8,95% das lesdes
de baixo grau e em 18,91% das lesdes de alto grau. Os HPVs 16 e 18 foram
identificados como principais fatores de risco para o desenvolvimento do
cancer cervical. Resultados preliminares do seqienciamento apontam para

deteccdo de variantes do HPV 16 na populacdo estudada. Essas sé&o

Vi



informacfes importantes para o conhecimento do perfil epidemiolégico das
pacientes estudadas e, caso seja detectado variante do HPV16, estes dados
poderdo contribuir para o desenvolvimento de vacinas. Além disso, como foi o
primeiro trabalho com este desenho, serve como base para desenvolvimento

de novas pesquisas nesta regiao.

Palavras Chaves: HPV DNA, PCR, Sequenciamento Direto, Cancer Cervical.
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ABSTRACT

LEAL, Adriana Matos Benjamin, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz,
llhéus, August 2004. Identification of Oncogenic Types of Human
Papillomavirus and Variants of HPV 16 in Intraepithelial Lesions of Uterine
Cervix. Adviser: Ana Neuza Vieira Matos. Committee Members: Julio Cézar de

Mattos Cascardo and Ménica Rosa Bertado.

of consensus primers (MY09 and MY11), followed by type of specific
PCR. The detection of HPV variants was carried out by direct sequencing.
Patients answered a questionaire aiming to identify possible cofactors. HPV 16
was the most prevalent, type detected in 41.35% of women, while HPV 18, was
Cervical Squamous Intraepithelial Lesions are considered pre-neoplasic and
their association with oncogenic human papillomavirus (HPV) is well known.
The present study was carried out aiming to identify the prevalence of HPV
types 16 and 18, the presence of HPV 16 intratype variants, and additional risk
factors in 104 women affected by cervical intraepithelial lesions, selected at the
Medical Reference Service, llhéus, Brazil. HPV types 16 and 18 were detected
by polimerase chain reaction (PCR), using a pair observed in 12.5% of them.
Both HPV types were detected in 3.85%. HPV 16 was detected in 31.34% of
patients with low-grade intraepithelial lesions and in 54.05% with high-grade
intraepithelial lesions. HPV 18 was positive in 8.95% of low-grade intraepithelial
lesions and in 18.91% of high-grade intraepithelial lesions. HPV 16 and 18 were
identified as risk factors for the development of cervical cancer. Sequencing
results are yet preliminary but point to the presence of HPV16 variants in the
studied population. The results of the present study are important for the
knowledge of the Epidemiological profile of the studied population as well as for

the development of vaccines in the future, once HPV 16 variants were detected.
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In addition, these results will be useful for developing further studies in this

region.

Keywords: HPV DNA, PCR, Direct Sequencing, Cervical Cancer.



1. INTRODUCAO

O céncer cervical € a terceira neoplasia feminina mais prevalente em
todo mundo e o alto indice de mortalidade sempre foi motivo de grande
preocupacdo. Apesar de o Brasil ter aderido ha muito tempo a programas de
diagnostico precoce das lesBes intraepiteliais cervicais, consideradas pré-
malignas, este ainda € um problema de saude publica.

A infeccdo com o papilomavirus humano (HPV) oncogénico, considerada
uma doenca sexualmente transmissivel, € o fator de risco mais importante para
o desenvolvimento do cancer cervical. O papilomavirus humano faz parte de
um grande grupo de patdgenos que infectam o epitélio estratificado em sitios
especificos do corpo e causam lesdes proliferativas. Varios outros fatores como
variantes do mesmo tipo viral, persisténcia da infeccao, inicio precoce da vida
sexual, niumero de parceiros sexuais durante a vida e tabagismo estdo
associados a este processo.

Com os avancgos das técnicas de biologia molecular, foi possivel estudar
o genoma do HPV e verificar que existem muitos tipos virais. Alguns deles,
como o 6 e 0 11, sdo classificados como de baixo risco por ndo possuirem
potencial maligno. Ja os HPVs 16 e 18 sao exemplos de HPV de alto risco para
o desenvolvimento do cancer cervical. Esses dois tipos séo reconhecidos como
oncogénicos pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer. Mais
recentemente foram identificados variantes destes tipos virais e diversas
evidéncias sugerem um envolvimento com a maior agressividade do tumor.

O conhecimento das variantes é de grande interesse, ja que auxilia no
desenvolvimento de vacinas. Atualmente, laboratérios engajaram a producéo
de vacinas contra as cepas de HPV de alto risco, a fim de evitar o
desenvolvimento neopldsico e a morte de milhares pessoas. A vacina

experimental até agora produzida é altamente imunogénica e bem tolerada



pelos voluntarios, mas esses resultados necessitam de maiores investigacoes.
Por isso, muitos pesquisadores continuam estudando este virus complexo.

Ha algumas pesquisas sendo desenvolvidas no Brasil sobre o HPV, no
entanto, ainda nao foi feito um levantamento dos tipos predominantes e de
variantes em varias regides do Brasil, incluindo a microrregido Sul da Bahia.
Este tipo de estudo € importante para fornecer dados regionais para avaliar a
eficacia das vacinas em estudo até o momento e para a producdo de vacinas
mais especificas.

O objetivo desta pesquisa foi determinar a prevaléncia dos
papilomavirus 16 e 18 e a presenca de variantes do HPV 16 nas mulheres com
lesBes precursoras do cancer cervical encaminhadas a Unidade de Referéncia
do Municipio de Ilhéus, Bahia, para tratamento das patologias do trato genital
inferior, entre Setembro de 2002 e Dezembro de 2003. Além disso,
correlacionar o tipo viral com o grau de leséo intraepitelial diagnosticado pela
histologia e identificar fatores de risco adicionais para o desenvolvimento do
cancer cervical. A Unidade de Referéncia do Municipio de Ilhéus foi escolhida
por ja possuir infra-estrutura adequada para diagnéstico das lesdes pré-
cancerosas, tratamento e seguimento dos casos triados pela citologia e

confirmadas pela colposcopia e histologia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia e Histologia do Colo Uterino

O colo uterino é originado do ducto paramesonéfrico na sexta semana
gestacional, tem forma cilindrica, na maior parte das vezes, com 03 cm de
comprimento e 2,5 cm de didmetro. Contém um canal endocervical de poucos
milimetros que comunica a cavidade uterina com a cavidade vaginal e €&
protegido pelo tampdo mucoso produzido pelas células endocervicais (DE
PALO, 1993; DECHERNEY; NATHAN, 2003).

O colo normal é dividido em duas regides: ectocervical e endocervical. A
regido ectocervical é formada por epitélio pluriestratificado, ndo ceratinizado,
semelhante ao da vagina, formado por ceratindcitos distintos morfologicamente
(DE PALO, 1993). Estes formam a camada basal, parabasal, intermediaria e
superficial (ROCHA-ZAVALETA et al, 2003). A camada basal é formada por
uma fileira Unica de células cubicas dispostas perpendicularmente & membrana
basal. A camada parabasal é formada por varias camadas de células redondas
ou ligeiramente poliédricas, com nucleo redondo ou oval relativamente
volumoso. A intermediaria € composta por diversas camadas de células
fusiformes cujos citoplasmas sdo claros e 0s nucleos sado pequenos e
vesiculosos. Finalmente, a camada superficial é formada por células planas
com nucleos picnéticos (DE PALO, 1993).

A regido endocervical € revestida por um epitélio monoestratificado,
constituido por uma unica fileira de células cilindricas altas, produtoras de
muco, dispostas em palicada (DE PALO, 1993; ROCHA-ZAVALETA, 2003). A
por¢cdo que separa a regido endocervical da ectocervical € chamada de juncéo
escamo-colunar (JEC) e vérios estudos demonstraram ser o local de
preferéncia para o desenvolvimento da neoplasia cervical, chegando a 90%
dos casos (ROCHA-ZAVALETA, 2003). Durante todas as fases da vida da



mulher, o colo sofre influéncia dos niveis hormonais femininos, resultando em
maior ou menor exposicao da JEC (DECHERNEY; NATHAN, 2003).

2.2 Epidemiologia do Cancer Cervical

O CANCER CERVICAL E A TERCEIRA NEOPLASIA FEMININA MAIS
PREVALENTE E A CAUSA MAIS COMUM DE MORTE POR CANCER
GINECOLOGICO EM TODO MUNDO (Wadler ET AL, 2004). A CADA ANO,
400.000 A 500.000 NOVOS CASOS SAO DIAGNOSTICADOS,
COMPREENDENDO CERCA DE 12% DE TODOS OS CANCERES EM
MULHERES. DESTES, 80% OCORREM EM PAISES POBRES E
APROXIMADAMENTE 200.000  MULHERES MORREM A CADA ANO
(SPANDIDOS, 2004). NOS PAISES DESENVOLVIDOS, A TAXA DE
INCIDENCIA DE DOENCA INVASIVA E DE 0,22 A 15 POR 100.000
MULHERES (Sasco, 2002). NOS PAISES EM DESENVOLVIMENTO, O
CANCER CERVICAL OCUPA O SEGUNDO LUGAR EM INCIDENCIA DE
NEOPLASIA DO TRATO GENITAL INFERIOR E O PRIMEIRO EM PAISES
SUBDESENVOLVIDOS (de Vuyst ET AL., 2003).

Além das mortes atribuidas a esta doenca, o carcinoma cervical
avancado também esta relacionado a morbidade severa, incluindo faléncia
renal, metastase hepatica e 0sseas dolorosas. A radioterapia associada a
quimioterapia melhora a sobrevida das pacientes com doenca confirmada, mas
até o presente momento, o tratamento para as metastases € ineficiente
(WADLER et al., 2004).

O levantamento realizado no Brasil em 1998 constatou que 16% das
mortes por cancer em mulheres na faixa de 35 a 45 anos foram devidas ao
cancer do colo uterino (INCA, 1998). Além disto, houve crescimento de 29% na
mortalidade nos ultimos 20 anos, passando de 3,44 em 1979 para 4,45 por
100.000 em 2001. Na Bahia, os dados estatisticos coletados permitiram
estimar que, das 313.703 mulheres avaliadas pelo programa de prevencdo do
cancer do colo uterino, 8.770 apresentardo exames alterados nos anos
subsequentes. Destes, 2,6% serdo de lesdes pré-cancerosas e 0,05% de lesao
cancerosa (INCA, 1998).



Apesar do Brasil ter sido um dos primeiros paises a introduzir o exame
citopatoldgico para deteccdo precoce desta neoplasia, as taxas de mortalidade
ainda continuam elevadas. De acordo com dados absolutos de mortalidade,
3.953 mulheres morreram vitimas do cancer cervical em 2002 e estima-se que
4.110 ébitos tenham ocorrido em 2003 (INCA, 2004).

Atualmente, segundo o Instituto Nacional do Cancer (2004), a neoplasia
cervical ocupa o terceiro lugar em incidéncia no Brasil, somente ultrapassada
pelo cancer de pele e de mama. Estima-se que a incidéncia em 2003 foi de
16.500 novos casos, 0 que corresponde a 18,3% das neoplasias
diagnosticadas entre as mulheres nesse ano.

O cancer cervical pode ser evitado, pois é precedido por lesdes
intraepiteliais, consideradas pré-malignas, que sdo definidas como alteragdes
escamosas na zona de transformacéo cervical (CRUM, 2002). A classificacdo de
Richart (1967) utilizada na Europa e pelos patologistas em grande parte do
mundo, identifica essas alteracdes como neoplasias intraepiteliais cervicais de
grau | (NIC I), grau Il (NIC Il) e grau Il (NIC IIl). Nos EUA e, recentemente, no
Brasil é adotada a terminologia de Bethesda, revisada em 2001, que classifica as
lesdes pré-malignas como leséo intraepitelial de baixo grau, que incluiaNIC | e

les@o intraepitelial de alto grau correspondendo a NIC Il e NIC 1l (CRUM, 2002).

2.3 Histéria Natural do Cancer

As lesdes intraepiteliais e o cancer cervical sdo considerados doencas
sexualmente transmissiveis, cuja etiologia tem sido intimamente relacionada ao
papilomavirus humano. Fortes evidéncias epidemiologicas sustentam esta
associacdo. Recentemente, alguns estudos utilizando metodologias bem
estabelecidas para deteccdo das seqiéncias de DNA, praticamente eliminaram
0s canceres considerados HPV-negativos, demonstrando que 99,7% das
amostras possuiam o DNA viral (WALBOOMERS, 1999; WADLER, 2004).

Cerca de 20 milhGes de adultos com vida sexual ativa s&o infectados
com o papilomavirus e ocorrem 5,5 milhdes de novos casos a cada ano
(CATES, 1999). Esta infeccéo, particularmente com os tipos reconhecidos
COmMo oNncogénicos, inicia e mantém o processo de transformacéo celular, além

de poder progredir para o cancer cervical. O estudo publicado por Schlecht et



al. (2003) demonstrou que a associacdo entre HPV e leséo intraepitelial tem
alta magnitude.

A infeccéo pelo HPV, na maioria dos casos, é um fenbmeno transitorio,
resultando em eliminagao do virus pelo sistema imunolégico ou no
aparecimento de lesdes intraepiteliais de baixo grau, que regridem

espontaneamente (FRANCO et al., 1999). O estudo de Molano et al. (2003),
realizado na Colémbia, demonstrou que metade das infec¢gdes prevalentes
persistiu por mais de 6 meses, mas somente 7% depois de 5 anos.

O intervalo entre a exposicao e o desenvolvimento da lesdo pode ser de
poucas semanas a varios meses ou demorar longos anos. Geralmente, 0s sinais
citoarquiteturais de infec¢céo por HPV ocorrem na faixa etéria de 20 a 24 anos.
Sao freqlientemente benignos e declinam com a idade, provavelmente pela
imunidade adquirida posteriormente. Alguns estudos sugerem que a infeccao é
transitéria em mulheres jovens e, mais comumente, persistente em mulheres
acima de 40 anos (MCLACHLIN, et al., 1997).

Segundo Cronjé (2004), uma pequena proporc¢ao das infecgdes pelo HPV
progredira para lesfes precursoras do cancer. A média de idade das pacientes é
de 25 anos para a neoplasia intraepitelial grau |, 29 anos para a neoplasia
intraepitelial grau Il e 34 anos para o grau lll. Dois ter¢cos das neoplasias
intraepiteliais grau |, metade das neoplasias intraepiteliais grau Il e um terco das
neoplasias intraepiteliais grau Ill regridem para colo normal. Finalmente, uma

pequena proporgdo desenvolve cancer invasivo com idade em torno de 45 anos.

2.4 Caracterizacao Viral e Transformacéao Celular

Os papilomavirus humanos séo pequenos virus de DNA dupla fita,
circular, contendo em torno de 8.000 pares de bases (Figura 1). Esses virus
fazem parte da familia Papillomaviridae, sendo a particula viral icosaédrica, ndo
envelopada, com um diametro aproximado de 55 mm (GALLOWAY; MCDOGALL,
1989). A organizacdo do genoma do HPV esta bem caracterizada. A transcri¢do
ocorre em diregdo Unica, provavelmente de um Unico promotor (BEUTNER,;
TYRING, 1997). O genoma pode ser dividido em trés regides distintas,
localizadas na mesma fita de DNA, a regido precoce (E - early), a regido tardia (L
- late) e aregido longa de controle (LCR —long control region) (BEUTNER,;
TYRING, 1997).



A regido precoce é constituida de aproximadamente 4.500 pares de base
(BEUTNER; TYRING, 1997). Contém sete genes que codificam as proteinas nao
estruturais E1 e E2, envolvidas na replicacdo e no controle da transcricéo, E4,
ligada & maturacao do virus e a alteracdo da matriz intracelular, e E5, E6 e E7,

responsaveis pela proliferacdo e transformacéo celular (PARK et al., 1997).
Essas proteinas séo expressas precocemente nas células da camada basal do
epitélio escamoso estratificado do hospedeiro (CHOW; BROKER, 1997).

A regido tardia possui dois genes com cerca de 2.500 pares de base que
codificam as proteinas do capsideo viral (BEUTNER; TYRING, 1997). O gene L1
codifica a proteina principal do capsideo, enquanto o gene L2 codifica a proteina
secundaria do capsideo (PARK et al., 1997). Essas proteinas sao expressas
abundantemente somente em ceratindcitos diferenciados. Estudos de
comparacao de seqiiéncias entre diferentes tipos virais desta familia mostram
que E1, E2, L1 e L2 sdo bem conservadas em todos os membros da familia
(CHOW; BROKER, 1997).

A proteina E2 € um dimero composto por trés dominios diferentes, um na
porcdo amino-terminal ligado a ativacdo da transcri¢cdo, outro naregido central
responséavel pelareplicacdo do DNA e um dominio de ligacdo ao DNA na porcao

carboxi-terminal, que regula a atividade da proteina E2 (GIRI; YANIV, 1988). A
ligacdo dessa proteina a seqiiéncias especificas de DNA é o primeiro passo para

o inicio da transcricao e replicacao viral (HAM, 1994; DELL, 2003).

E1

FIGURA 1 — REPRESENTACAO DO GENOMA DO HPV 16. OBSERVA-SE
UM ESQUEMA DA POSICAO RELATIVA DOS GENES L1, L2, E1,



E2, E4, E5, E6, E7 E DA REGIAO LCR NO GENOMA DO HPV 16.
P97= PROMOTOR DO GENE E6 (beutner; tyring, 1997).

O produto do gene E2 liga-se ao promotor P97 do HPV 16 e reprime a
transcricao das proteinas E6 e E7, responséveis pela transformagao celular
(ISHIJ1, 2000). Quando o virus integra no genoma do hospedeiro, aregido E2

sofre mais frequientemente delecédo ou disrupc¢éo. Este evento libera a

transcrigao eficiente das proteinas oncogénicas E6 e E7, 0 que € considerado
importante no desenvolvimento e progressao tumoral (GALLO et al., 2003).
O gene E4 situa-se dentro daregido central do gene E2 e esta sob
controle do promotor de L1 (CHOW; BROKER, 1997), contudo, sua expresséao foi
observada nas células da camada parabasal, coincidindo com o inicio da
replicacdo vegetativa do DNA viral (ROBERTS et al., 1993). Apesar das novas
pesquisas, o papel da proteina E4 ainda é pouco conhecido (ZHAO et al., 2003).
A proteina E5 é hidrofébica, preferencialmente encontrada no complexo
de Golgi e na membrana plasmaética, sendo expressa em infec¢fes produtivas
(ZUR HAUSEN, 1999). O gene E5 esta frequentemente deletado no carcinoma
invasivo e ndo é necessario para imortalizacdo de células humanas, na sua
manutencdo ou expressao do fenotipo de malignidade da célula infectada pelo
HPV (SCHWARZ et al., 1985). Seu papel nos eventos iniciais da infec¢gdo natural
da célula pelo HPV é pouco compreendido (ZUR HAUSEN, 2000).
A proteina viral E6 dos HPVs oncogénicos contém 150 aminoacidos
(HUIBREGTSE; SCHEFFNER, 1994). Possui afinidade por metal e contém os
motivos CR1 e CR2 presentes em E7, sugerindo uma relacéo evolutiva entre elas
(STERLINKO et al, 2003). A proteina E6, quando codificada por um HPV de alto
risco, atua formando um complexo terciario com a ubiquitina ligase E6-AP
(proteina associada a E6). Este conjunto age como uma proteina de ligacéo a
ubiquitina, induzindo a ubiquitinizacéo e degradacao da proteina celular p53
(HUIBREGTSE; SCHEFFNER, 1994).

A p53 desempenha um importante papel na manutencéo da integridade
do genoma, apds exposicdo a um agente que agride o DNA. A p53induz uma
parada do ciclo celular na fase G1 em resposta ao dano sofrido, o que permite

reparar o DNA antes de iniciar a sintese (MANTOVANI; BANKS, 1999). Se o
reparo nao for possivel, a p53 pode induzir a morte celular programada a fim de
evitar perpetuacdo do dano. A disfungcdo deste mecanismo de defesa da célula
torna o genomainstavel, podendo levar a transformagao maligna (AHN, et al.,

2004).



A principal proteina transformante dos HPVs de alto risco 16 e 18 é E7,
possuindo aproximadamente 100 residuos de aminoacidos (HUIBREGTSE;
SCHEFFNER, 1994). A proteina E7 contém trés dominios. Os dominios CR1 e
CR2, presentes na extremidade amino-terminal, possuem 21 aminoacidos e um
dominio de ligacdo a metal na extremidade carboxi-terminal apresenta dois
motivos CxxC separados por 28 aminoacidos. O dominio CR2 contém o0 motivo
LxCxEx, essencial para a interagcdo com pRB, p107 e p130 (HUIBREGTSE;
SCHEFFNER, 1994; MUNGER, 2001).

A E7 liga-se a diversas proteinas celulares envolvidas no controle do
crescimento celular, incluindo a proteina do retinoblastoma (pRb) e proteinas
Rb-relacionadas, p107 e pl130 e pode ativar membros da familia do fator de
transcricdo E2F (MUNGER et al., 2001). Quando o DNA é danificado, o
supressor de tumor pRB bloqueia o crescimento celular inibindo a progresséao
do ciclo celular entre as fases G1 e S. Ao formar o complexo com a
oncoproteina E7 o efeito protetor da célula € perdido e o ciclo celular é
completado inadequadamente (HUIBREGTSE; SCHEFNER, 1994).

A origem de replicagdo do virus estd localizada numa regido pouco
conservada de 500 a 1000 pares de bases entre L1 e E6, chamada regiédo
longa de controle (LCR). Nesta regidao foram mapeados varios sitios para
ligacdo de elementos regulatérios virais e celulares que, em conjunto,
determinam a modulagédo positiva ou negativa da transcricdo do genoma viral.
Por exemplo, apresentam elementos responsivos a horménios glicocorticoides
e progesterona (DE VILLIERS et al., 2004).

A transcricdo do HPV ocorre a partir de um anico promotor, localizado a
montante do gene E6. O promotor do HPV 16 é chamado de P97e o do HPV
18 é denominado de P105. Deles dependem a transcricdo dos genes E6 e E7
(BAUKNECHT, 1995; GALLO, 2003).

O papel oncogénico do papilomavirus esta bem estabelecido. A relacéo
do HPV com a carcinogénese depende de vérios fatores como tipo (MUNOZ et
al., 2003), presenca de variantes intratipos (DE VUYST et al., 2003), carga pro-
viral (GIULIANO et al., 2004), presenca de infeccdo multipla (FREGA, 2003;
LEVI, 2004) persisténcia da infeccdo e integracdo com o DNA da célula

hospedeira (HUDELIST et al., 2004). Todos estes fatores estdo implicados na



expressdo de varias oncoproteinas, principalmente E6 e E7 (KANG et al.
2004).

2.5 Formas Episomal e Proviral do HPV

O virus penetra nas células epiteliais escamosas e s6 completa o seu
ciclo de vida com a diferenciagéo do ceratinécito (DECHERNEY; NATHAN, 2003).
A fase precoce dareplicacdo viral ocorre nas células da camada basal da
epiderme ou mucosa, onde o genoma viral € mantido estabilizado e é distribuido
homogeneamente para as células filhas, favorecendo a manutencao da infeccédo
viral (FLAITS; HICKS, 1998). Nas camadas mais diferenciadas do epitélio
escamoso estratificado acontece a forma vegetativa da infeccdo com a formacao
das particulas virais (FLAIT; HICKS, 1998).

O genoma do HPV é freqliientemente encontrado na forma episomal nas
lesbes precursoras. Sua integracdo nos cromossomos € considerada um
evento importante na iniciacdo das alteracbes malignas e pode acontecer em
lesBes pré-malignas quando o HPV é do tipo oncogénico (CULLEN et al, 1991).
Recentes estudos, como o de Gallo et al. (2003), onde a forma do DNA do
HPV16 foi avaliada em mulheres jovens com lesao intraepitelial de baixo grau,
mostrou estar integrado em mais da metade dos casos positivos para o HPV
16. Os autores sugerem que este evento molecular € anterior a manifestacao
da lesdo invasiva do colo uterino e que a integracdo € independente do tempo
e do grau da leséo.

Entretanto, o estudo de Hudelist et al. (2004) correlacionou diferentes
niveis de integracdo viral com o grau de lesdo do colo uterino. No epitélio
normal e na neoplasia intraepitelial grau | e Il infectados pelos HPVs 16 e 18
foram encontrados exclusivamente a forma episomal. Ja em neoplasia epitelial
grau lll e carcinoma in situ, 50% dos casos de HPV 16 e 94% dos casos de
HPV 18 estavam exclusivamente integrados ao genoma do hospedeiro. Do
total, 13% dos casos exibiu seqiéncias nas formas episomais e integradas ao
mesmo tempo. Estes achados sugerem que a integracdo nem sempre €
requerida para progressao das lesfes infectadas pelo HPV 16 e, em contraste,
€ sempre importante para transformacédo eficaz nas pacientes infectadas pelo
HPV 18.
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2.6 Classificacdo dos Papilomavirus

Os papilomavirus sao virus epiteliotropicos, hospedeiro restrito,
ocorrendo em muitos mamiferos e aves (STEWART et al., 1996). Mais de 100
diferentes tipos de HPV tém sido identificados em humanos e
aproximadamente 40 deles sdo considerados infectantes de mucosa oral e
genital. Destes, 15 s&o associados ao cancer, sendo conhecidos como
oncogeénicos (AL, 1999; SOUZA,; VILLA, 2003).

Os papilomavirus séo tradicionalmente descritos como “tipos”. O
primeiro tipo viral foi isolado por Orth et al., em (1977). Nesta época, grandes
quantidades de particulas e do DNA gendmico virais eram obtidos de pacientes
com verrugas comuns e epidermodisplasia verruciformis. Havia dificuldade em
se achar um sistema de cultura apropriado para propagac¢do dos virus e
realizagdo de estudos funcionais. Consequentemente, a taxonomia baseada
em propriedades bioldgicas ndo pbéde ser estabelecida (DE VILLIERS et al.,
2004).

Inicialmente, o desenvolvimento da taxonomia do papilomavirus baseou-
se em hibridizacdo cruzada de genomas e padrao de restricdo a partir de um
sistema baseado em algoritmos filogenéticos que comparam tanto seguimentos
gendmicos inteiros como seguimentos subgenémicos (BERNARD et al., 1994).
Assim, o Comité de Nomenclatura do Papilomavirus definiu que, para um
isolado de HPV ser considerado um novo tipo, a seqiéncia nucleotidica das
ORFs E6, E7 e L1 deveriam apresentar uma similaridade inferior a 90% em
relacdo as sequéncias ja estabelecidas. Os subtipos virais eram considerados
quando os genomas tinham uma variacdo na sequéncia nucleotidica de 2 e
10% nesta mesma regido génica. Enquanto diferencas inferiores a 2% estéo
relacionadas com a deteccédo de novas variantes (RHO, 1994; XI, 1997).

Em 1995, um comité formado por varios pesquisadores definiu que um
novo isolado de papilomavirus seria reorganizado em um novo tipo se o
genoma completo tivesse sido clonado e a sequéncia da ORF L1 diferisse mais
que 10% dos tipos clonados ja conhecidos. Diferenca entre 2% e 10% seria um
subtipo e menor que 2%, uma variante. Esta clonagem de genomas completos

tem sido abandonada devido a limitacdo em analisar grande quantidade de
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amostras ou porque a sequéncia do papilomavirus em questdo revelava-se
toxica em vérios sistemas de vetores (DE VILLIERS et al., 2004).

Na 182 Conferéncia Internacional sobre Papilomavirus em 2002, ficou
acordado que os possiveis novos tipos seriam identificados utilizando genomas
de comprimento completo obtidos por sobreposicdo de fragmentos
amplificados por meio da reacdo de polimerizagdo em cadeia. O numero do
papilomavirus s6 € obtido apds isolamento e caracterizagcdo do genoma
completo que é, entdo, depositado no centro de referéncia para
papilomaviroses, onde a sequéncia € confirmada como novo tipo (DE
VILLIERS et al., 2004).

Apds 0 uso desta técnica, o numero de papilomavirus isolados
aumentou rapidamente, demonstrando a necessidade de uma nova
classificacdo taxondmica. A realizacdo desta classificacdo foi debatida por 30
anos, resultando na publicacdo da nova classificacdo em marco de 2004. O
seu objetivo foi estabelecer a relagcéo entre os tipos de papilomavirus, comparar
o termo “tipo de papilomavirus” com o0s termos taxondmicos de género e
espécie freqientemente aplicados em virologia e investigar a relacdo entre a
classificacdo taxonémica e propriedades bioldgicas e patologicas do virus (DE
VILLIERS et al., 2004).

Esta classificacdo foi definida levando em consideracdo os critérios do
Comité Internacional em Taxonomia Viral e comparacédo de seqiéncias usando
a ORF L1 de 96 tipos de papilomavirus humanos e 22 papilomavirus animais.
Assim, a classificagdo oficial dos grupos filogenéticos dos tipos de
papilomavirus ficou estabelecida em género, espécie e tipo espécie (DE
VILLIERS et al., 2004).

Para o grupamento dos tipos de papilomavirus da ordem superior, como
0s que infectam a genitalia, foi introduzido o termo “géneros”. Diferentes
géneros apresentam homologia menor que 60% na ORF L1. Ja os
grupamentos de ordem inferior, foram nomeados de “espécie” e seréo
considerados dentro de um determinado género quando possuirem 60 a 70%
de nucleotideos idénticos. A classificagéo tradicional de um novo tipo dentro de
uma espécie necessita de 71 a 80% de identidade dos nucleotideos com a
ORF L1 completa. Os subtipos continuam sendo definidos como anteriormente,
bem como as variantes (DE VILLIERS et al., 2004).
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De acordo com a nova classificacdo, existem 96 tipos isolados e
caracterizados completamente. Para exemplificar, os HPVs 6, 11, 16 e 18
fazem parte da familia Papillomaviridae e pertencem ao género Alpha-
papilomavirus. Os HPVs 6 e 11 sédo classificados como baixo risco e os tipos
16 e 18 como alto risco. O tipo espécie HPV16 pertence a espécie 9 e o tipo
espécie HPV 18 pertence a espécie 7. Os tipos 6 e 11 pertencem a espécie 10
(DE VILLIERS et al., 2004).

2.7 Variacdo Gendmica do HPV 16

Alguns estudos da diversidade nas sequéncias genémicas do HPV 16
demonstraram a presenca de mdultiplas formas variantes deste virus. A
definicdo de uma variante é baseada na comparacao da sequiéncia encontrada
com a sequéncia do primeiro isolado de um carcinoma cervical invasivo
identificado na Alemanha (SEEDORF et al., 1985). Essas variantes tém sido
isoladas de regides geograficas diferentes e identificadas pelo sequenciamento
das regides E6, L1, L2 e regido longa de controle (LCR). Elas sdo conhecidas
como Européia (E), Asiatica (As), Americana-Asiatica (AA), Africana (Afl e Af2)
e Norte Americana (NA) (STEWART et al., 1996).

A atual classificacdo dos papilomavirus identifica uma variante quando a
sequéncia da regidao L1 diferencia-se em até 2% dos seus nucleotideos (DE
VILLIERS et al., 2004). A maior parte da literatura concentra as suas atencées
na variagdo da seqUéncia L1 e na regiao de controle longa (LCR)
(BUONAGURO et al., 2000). No entanto, estudos de variacdo da regidao E6 tém
sido realizados por diversos pesquisadores (GONZALEZ-LOSA et al., 2004).

Cepas variantes do HPV 16 tém sido apontadas como fator de risco para
o desenvolvimento do cancer cervical (ZUR HAUSEN, 2001). No Brasil, Villa et
al., (2000) sequenciando um seguimento do gene LCR do HPV 16
demonstraram que mulheres com variantes diferentes do prototipo europeu
(EP) tendem a ter infeccdo persistente e que essas variantes sdo fortemente
associadas com as lesdes intraepiteliais de alto grau. Hildesheim et al. (2001),
ao analisarem as sequéncias da mesma regido, identificaram substituicdo em

diversas bases. Uma provavel razdo para o possivel papel dessas variantes na
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carcinogénese seria a modificacdo das ligacdes com os fatores de transcricéo,
alterando o padrao de expresséao deste gene (ZUR HAUSEN, 2001).

Na Suica, Zehbe et al. (1998) pesquisaram as variantes dos genes E6 e
E7 do HPV 16, encontrando a maior freqiiéncia de variacdo no residuo 83 da
sequéncia E6. Este polimorfismo isolado ou combinado foi visto em 88% dos
canceres cervicais invasivos e 44% das neoplasias intraepiteliais grau Ill. Neste
pais, a variante L83V foi mais frequente no cancer cervical do que o protétipo
europeu (EP), sinalizando um maior risco para o desenvolvimento do cancer de
colo uterino para as mulheres positivas. Variacbes no gene E7 foram
extremamente raras e, quando presentes, ocorreram em associagdo com
variacdes do gene E6, sugerindo que E7 € uma regido mais conservada.

Na india, Pillai et al. (2002) identificaram cinco grupos de mutacdes no
gene E6 do HPV 16 em adicdo a sequéncia E6 original. O protétipo Europeu
(350T) foi detectado em 9,1% do grupo estudado, enquanto a variante
Européia 350G foi visto em 28% dos pacientes. O restante das variantes que €
uma combinagdo da 350G com 335T, 145T ou 419G foi representada nas
demais amostras. A variante 350G + 145T foi mais encontrada em mulheres
jovens e as demais variantes mostraram predominancia no grupo de maior
idade, com exceg¢do da 350G + 419T. Isto sugere que essas mutacdes
representam maior agressividade do HPV 16, provavelmente por alterar a
forma da inativagcdo da p53, possibilitar uma ineficiente diferenciacdo dos
ceratinécitos e alterar a resposta do sistema imune para estes mutantes E6
oncogénicos.

Um estudo das variantes do gene E6 do HPV 16, realizado em lesbes
intraepiteliais de baixo grau e cancer invasivo, no México por Gonzalez-Losa et
al. (2004) identificaram que a variante EP do HPV 16 foi predominante, tendo
sido encontrada em 42,5% de todas as amostras. Nas lesdes epiteliais de
baixo grau o percentual foi de 66% da variante EP e 33% da variante EP350G.
No grupo dos carcinomas invasivos, foi encontrado 44% da variante AA, 28%
da EP, 24% da EP350G e 4% da F2.

Stewart et al. (1996) analisaram as variagOes intratipos nos HPV de
menor prevaléncia na populagdo mundial, utilizando as sequéncias da regido
L1 amplificadas com os oligonucleotideos MY09 e MY1ll. Espécimes

encaminhados de diversos paises foram incluidos neste estudo, dentre eles, o
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Brasil. Os pesquisadores concluiram que, dentro de um mesmo tipo viral, a
diversidade de nucleotideos variou entre 0,2 and 2,9% e que a maioria das
alteracOes eram similares.

Buonaguro et al. (2000) realizaram uma pesquisa com o objetivo de
conhecer a prevaléncia dos HPVs e das variantes do HPV 16 presentes nas
lesBes anogenitais em homens e mulheres da Uganda. As regides E6/E7, E2, L1
e LCR foram sequenciadas e identificaram sequéncias da variante Af1 em 100%
dos tecidos tumorais e 6,25% dos esfregacos. Os autores sugerem que
pacientes portadores destas variantes estariam mais sujeitos a evolucéao para
cancer.

O seguenciamento dos HPVs oncogénicos em diversas regides do
mundo é importante para estabelecer uma base de dados que permita
desenvolver vacinas, ferramentas eficientes para o diagndstico, estudar o
relacionamento entre gendtipo e fendtipo e ainda, estudar a taxonomia e
caracteristicas evolutivas (GONZALEZ-LOSA et al., 2004).

2.8 Associacdo dos Papilomavirus oncogénicos com Lesdes

Intraepiteliais e Cancer Cervical

A associacao entre HPVs de alto risco e cancer cervical € conhecida.
Quanto as lesdes intraepiteliais, a relacdo entre os tipos de HPV e o nivel de
acometimento histolégico € menos clara (PARK et al.,, 1997). No entanto, os
estudos tém demonstrado a maior prevaléncia do HPV 16 e 18 em lesdes de
alto grau em algumas partes do mundo, o que confirma o papel oncogénico
atribuido a estes virus (SCHLECHT et al., 2001).

Estudo realizado por Kalantari e Karlsen (1997) demonstrou que 71%
das amostras examinadas foram HPV positivo em NIC I, sendo que o tipo 6 e
16 foram encontrados em igual quantidade. Em NIC Il, o HPV 16 foi o tipo mais
comum, embora o HPV 6 tenha ocorrido em 7,5% das amostras. Nos casos de
NIC 1ll, o tipo mais comum foi o HPV 16, seguido do HPV 33. Em todos os
grupos ocorreu também infeccdo dupla ou multipla.

CHO ET AL. (2003) REALIZARAM UM ESTUDO COMPARATIVO EM
685 ESFREGACOS CERVICOVAGINAL. 150 PACIENTES APRESENTAVAM
LESAO INTRAEPITELIAL DE BAIXO GRAU E 72, LESAO INTRAEPITELIAL
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DE ALTO GRAU. PARA O DIAGNOSTICO FOI UTILIZADO MICROARRANJO
DE DNA COMPOSTO DE 22 GENOTIPOS, 15 DELES DE ALTO RISCO. EM
RELACAO A DISTRIBUICAO DOS TIPOS 16 E 18 NAS LESOES
PRECURSORAS, O ESTUDO REVELOU QUE 26% DAS LESOES
INTRAEPITELIAIS DE BAIXO GRAU ESTAVAM INFECTADAS COM HPV16 E
7,3% COM O HPV18. NAS LESOES INTRAEPITELIAIS DE ALTO GRAU, O
PAPILOMAVIRUS 16 FOI POSITIVO EM 51,3% NO HPV18 EM 9,7%.

O estudo realizado por Rosenblatt et al. (2004), no Brasil, objetivou
encontrar incidéncia de HPV em mulheres com e sem lesfes intraepiteliais e
em seus respectivos parceiros. Este mostrou que 76% das mulheres com leséo
intraepitelial tinham DNA do HPV e destes, 73% eram do tipo oncogénico de
alto risco. Somente 23% dos parceiros eram portadores do virus, sendo a
maior parte deles do tipo de baixo risco oncogénico. No grupo sem leséo
intraepitelial, 15% das mulheres tinham DNA do HPV versus 11% de seus
parceiros.

Na populagdo portadora do virus sem lesédo aparente, o HPV 16 € o tipo
mais comum, embora somente a minoria destas mulheres desenvolvera o
cancer cervical (XI et al.,1997). O trabalho de Cho et al. (2003) confirmou que,
tanto em mulheres com o colo normal como naquelas com lesdes inflamatérias

ou metaplasicas, o HPV mais prevalente foi o 16 seguido do 18.

2.9 Fatores de Risco Adicionais para o Desenvolvimento do Céancer
Cervical

A progresséo das lesfes do colo uterino infectado pelo HPV de alto risco
ocorre em menos de 1% dos casos (CRONJE, 2004). Seu desenvolvimento
requer um periodo prolongado envolvendo duas ou trés décadas e obedece a
multiplos passos, indicando que fatores adicionais sdo requeridos para o
processo de carcinogénese (CID-ARREGUI, 2003; BOYLE, 2003).

Os fatores de risco considerados mais importantes sdo o inicio precoce
da vida sexual e o numero de parceiros durante a vida (BORNSTEIN et al., 1995).
Isto ocorre principalmente devido a exposi¢cao precoce da juncado escamo-

colunar a agentes fisicos, quimicos e biolégicos, além dos microtraumas que
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ocorrem durante o coito, possibilitando a instalacdo dos virus (MUNOZ et al.,
1996).

O comportamento sexual de risco predispde a aquisicdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) além do papilomavirus (MAIMAN et al., 1998). A
imunossupressao induzida pelo HIV aumenta a suscetibilidade a infec¢éo pelo

HPV (PETRY et al., 1994). Pereira et al. (2003) confirmaram que mulheres
portadoras do virus da imunodeficiéncia humana tém alta taxa de prevaléncia de
HPV e de persisténcia das lesdes intraepiteliais.

O tabagismo aumenta o risco relativo para carcinoma de células
escamosas, dependendo do tempo de exposicdo ao tabaco e quantidade de
cigarros por dia. A nicotina e cotinina, constituintes do tabaco, geralmente
estdo presentes no muco cervical e podem provocar efeitos mutagénicos e
carcinogénicos (BORNSTEIN et al., 1995). Outro efeito provavel € a deplegéo
das células de Langerhans, que atuam na imunidade local contra a infec¢éo
pelo HPV, apresentando os antigenos aos linfécitos, tanto no colo normal como
no infectado pelo HPV (POPPE et al., 1996).

O estudo realizado por Harris et al. (2003) confirmou que os produtos do
cigarro podem contribuir para a evolugao precoce das lesdes relacionadas ao
HPV, aumentando a taxa de células transformadas. Também o trabalho de
Steckley et al. (2003), cujo objetivo era rever o papel do cigarro em diversos
paises, mostrou a importancia do tabagismo no cancer cervical, principalmente
nos paises desenvolvidos. No Brasil, Cavalcanti et al. (2000) ndo conseguiram
verificar a relagdo do cigarro com o estabelecimento do cancer, mas
demonstraram seu significante papel como cooperador na progressao da
neoplasia.

Anormalidades citogenéticas dos cromossomos 1, 3, 11 e 17 nos
carcinomas invasivos da cérvix sdo associados a carcinoma cervical causados
pelos HPVs de alto risco 16, 18, 31 e 33, pois levam a instabilidade genémica
(SOUTHERN et al., 1997). Na pesquisa desenvolvida por Dasgupta et al.
(2003), na india, foi descrita a presenca de delecdo do cromossomo 3 e sua
forte associacdo com a progressao de lesdes pré-malignas para o cancer
cervical. Também o cromossomo 4 apresentou delecdo nos carcinomas

cervicais, identificada por Sherwood et al. (2000).
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O efeito dos esterdides sexuais estimulando o desenvolvimento das
lesbes induzidas pelo HPV é controverso. Evidéncias clinicas mostram que
pode haver clara relacdo entre HPV e horménios. Dentre elas estdo o pico de
incidéncia das lesGes por HPV na 3% década de vida, que é o periodo de
efervescéncia hormonal da mulher, maior aparecimento das lesdes induzidas
por HPV durante a gestagdo e também durante o uso prolongado de
anticoncepcional oral. A raridade da infeccdo na infancia e na menopausa
confirma esta suspeita (HILDESHEIN et al., 1990).

A longa regido de controle (LCR) do genoma do HPV 16 contém sitios
de ligacdo para os glicorticéides e a progesterona, com a funcdo de modular a
replicacdo celular (VERESS et al.,, 1996). O mecanismo de acdo dos
glicorticéides e da progesterona é estimular a transcricdo do RNA, aumentando
a expressdo dos genes virais. Embora estes horménios ndo sejam
indispensaveis para o desenvolvimento das lesGes virais, o HPV tem
preferéncia pelas células com receptores para progesterona e cuja expressao €
estimulada pela ovulacao e gestacédo (PATER et al., 1994).

Negrine et al. (1990) mostraram um risco relativo de 4,6 vezes para o
desenvolvimento de lesdo intraepitelial em mulheres usuarias de
anticoncepcional oral por mais de 5 anos. A persisténcia do HPV de alto risco
em mulheres acima de 30 anos tem sido relacionada também com fatores
hormonais. A prevaléncia de HPV 16 tem sido mostrada significativamente alta
na fase lutea do ciclo menstrual (VERESS et al., 1996).

Adan et al. (2000) demonstraram que presenca do HPV de alto risco e
histéria de multiparidade s&o fatores de risco significativos nas lesdes
intraepiteliais de alto grau. Também a revisdo realizada por Castellsagué et al.
(2002) apresenta dados de diversos estudos epidemioldgicos importantes que
conferem risco adicional em mulheres multiparas e naquelas que usam
anticoncepcionais por longo tempo. Além disso, mulheres menopausadas
usuarias da terapia de reposicdo hormonal combinada por longo tempo foram
avaliadas por Smith et al. (2002) e os pesquisadores concluiram que ha

aumento significativo do risco de deteccdo das lesdes causadas pelo HPV.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras Clinicas

A coleta de amostras deste estudo foi realizada no periodo de setembro
de 2002 a dezembro de 2003. Os critérios de inclusdo neste estudo foram a
presenca de vida sexual ativa em mulheres de 15 a 80 anos, Utero preservado,
auséncia do uso de medicacdes vaginal por pelo menos quinze dias antes da
coleta, auséncia de tratamento das lesfes intraepiteliais ha 6 meses e
diagnéstico prévio de lesdes por meio da citologia ou colposcopia, confirmadas
pelo exame histologico. Das pacientes encaminhadas a Unidade de Referéncia
do Municipio de llhéus, Bahia, para tratamento das patologias do trato genital,
foram incluidas 104 mulheres.

As pacientes responderam a um questionario sobre dados clinicos e
epidemioldgicos (Apéndice 1) para fornecer informacdes a respeito dos fatores
de risco presentes na amostragem. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica da Santa Casa de Misericordia de Itabuna-Bahia (Anexo).

A coleta foi realizada na cérvice uterina com escova ginecolbgica e
espatula de Ayres, ap0s consentimento livre e esclarecido (Apéndice 2). O
material coletado foi agitado em tamp&o TE (100 mmol.L™ de Tris pH 7.4 e 50
mmol de EDTA - etilenodiaminotetraacético) e encaminhado ao Laboratorio de
Genética e Biologia Molecular da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC)
em llhéus, Bahia, em isopor contendo gelo, onde foi congelado a 20° C

negativos por até um ano.

3.2  Extracao de DNA
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O DNA total foi extraido a partir de amostras de pacientes portadoras de
lesbes intraepiteliais cervicais utilizando-se o QlAamp® DNA Mini Kit
(QUIAGEN) indicado para extracdes de DNA humano. O procedimento de
purificagdo consistiu de uma digestdo prévia de 200 uL da amostra com
proteinase K 0,2 ug/ul (INVITROGEN) por 10 minutos a 56 °C em 200 uL de
tampédo PBS (100 mmol/L de Na;HPO,4, 27 mmol/L de KCI e 137 mmol/L de
NacCl, pH 7,4), juntamente com 200 uL do tamp&o de extracdo do Kit. Os tubos,
acrescidos de 200 uL de etanol 96%, foram centrifugados por 30 segundos a
6000 x g. Esta mistura foi passada pelas minicolunas por meio de centrifugagéo
a 6000 x g durante 1 minuto para que somente o DNA ficasse ligado a coluna.
Procedeu-se entdo a duas lavagens com tampdes fornecidos pelo fabricante. O
DNA foi eluido em &gua e ficou estocado a 20 °C negativos até o

processamento.

3.3 Diagnostico por PCR

3.3.1 Controle Interno das Amplificacdes

A deteccéo e identificacdo dos papilomavirus 16 e 18 foram baseadas em
amplificacdo de DNA por meio da PCR, utilizando-se o termociclador PTC-200
da MJ Research. Os oligonucleotideos (Tabela 1), GH20 e PCO4 foram usados
como controle interno da amplificacdo e produziram um fragmento de 268 pb,
correspondendo ao gene da pglobina (SAIKI et al., 1988). As condi¢cdes para
amplificacdo das amostras foram 95 °C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos de
95 °C por 1 minuto, 55 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e, por fim, um

tempo adicional de extensédo de 10 minutos a 72 °C.
3.3.2 Deteccédo do DNA viral

OS OLIGONUCLEOTIDEOS CONSENSO DEGENERADOS MY09 E
MY11l (TABELA 01) FORAM UTILIZADOS PARA AVALIAR A PRESENCA DE

HPV NAS AMOSTRAS. ESTES OLIGONUCLEOTIDEOS AMPLIFICAM A
REGIAO L1 DO GENOMA VIRAL, BASTANTE CONSERVADA EM TODOS OS
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TIPOS DE HPV, GERANDO UM FRAGMENTO DE APROXIMADAMENTE
450PB (GRAVITT ET AL., 1998). AS CONDICOES PARA AMPLIFICACAO
DAS AMOSTRAS FORAM 95° POR 5 MINUTOS, 40 CICLOS DE 95 °C POR 1
MINUTO, 55 °C POR 1 MINUTO, 72 °C POR 1 MINUTO, 72 °C POR 10
MINUTOS.

3.3.3 Deteccéo dos HPVs 16 e 18

O DNA EXTRAIDO DAS 104 AMOSTRAS FORAM ANALISADAS POR
PCR PARA DETECCAO DOS HPVS 16 OU 18, UTILIZANDO-SE
OLIGONUCLEOTIDEOS ESPECIFICOS QUE AMPLIFICAM REGIAO LCR DO
GENOMA VIRAL. AS CONDICOES DE AMPLIFICACAO E OS
OLIGONUCLEOTIDEOS  UTILIZADOS FORAM  BASEADOS  NA
METODOLOGIA DESCRITA POR CUZICK ET AL. (1994), COM PEQUENAS
ALTERACOES. PARA O HPV16 OS OLIGONUCLEOTIDEOS USADOS
FORAM O 16A E O 16S (TABELA 1) E AS CONDICOES DE AMPLIFICACAO
FORAM 95 °C POR 5 MINUTOS; 40 CICLOS DE 92 °C POR 30 SEGUNDOS,
54 °C POR 15 SEGUNDOS, 72 °C POR 30 SEGUNDOS E UM PASSO FINAL
DE 72 °C POR 8 MINUTOS. PARA O HPV 18 OS OLIGONUCLEOTIDEOS
FORAM O 18A E O 18S E AS CONDICOES DE AMPLIFICACAO FORAM 92
°C POR 5 MINUTOS, 40 CICLOS DE 94 °C POR 30 SEGUNDOS, 70 °C POR
20 SEGUNDOS, 72 °C POR 30 SEGUNDOS, 72 °C POR 8 MINUTOS.

Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados, suas seqiiéncias e a regides correspondentes no
genoma do HPV

Nome SeqUéncia Gene ou regido Produto
corespondente esperado (pb)

GH20 5" GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3 B-globina humana

PCO4 5" CAACTTCATCCACGTTCACC 3 B-globina humana 268

MyQ9 5 CGTCCMARRGGAWACTGATC 3’ Consenso - L1

My11 5 GCMCAGGGWCTATAAYAATGG 3 Consenso - L1 450

16 A 5" GCGATCCTGTCTGCTTTTATACTAA 3’ LCR

16 S 5 AAGGCCAACTAAATGTCAC 3 LCR 228

18 A 5" TGCAGCACGAATGGCACTGGCCTG 3 E6

18 S 5" CACGGCGACCCTACAAGCTACCTG 3 E6 405

OBS:M=A+C,R=A+G,W=A+T,Y=C+T
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TODAS AS REACOES FORAM FEITAS PARA UM VOLUME FINAL DE
25 UL. UTILIZOU-SE O TAMPAO TRIS-KCL (100MMOL/L DE TRIS, 50
MMOL/L KCL), 200 UMOL/L DE CADA DEOXINUCLEOTIDEO, 25 PMOL DE
CADA OLIGONUCLEOTIDEO, 0,5 UNIDADES DE TAQ POLIMERASE
(Ludwig, RS, BR), 2 MMOL/L DE CLORETO DE MAGNESIO (MGCL,) E
APROXIMADAMENTE 10 NG DE DNA.

OS PRODUTOS DAS AMPLIFICACOES FORAM ANALISADOS POR
ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 1,5%, CONTENDO BROMETO
DE ETIDIO NA CONCENTRACAO 25UG/UL E DIGITALIZADA NO
FOTODOCUMENTADOR EDAS 240 DA KODAK.

3.4 Sequenciamento Direto das Amostras Positivas para HPV 16

Quarenta e trés amostras positivas para HPV16 foram submetidas ao
sequenciamento. Para tanto, as amostras foram inicialmente amplificadas com
os oligonucleotideos especificos para o HPV16 (Tabela 01) de acordo com a
metodologia descrita no item 3.3. Os fragmentos obtidos foram visualizados em
gel de agarose 1,5%, reamplificados e em seguida dessalinizados com o Prep
A Gene - DNA Purification Systems Kit (Bio-RAD). Foram feitas quatro reacfes
para sequenciamento de cada fragmento, duas usando o oligonucleotideos
16S e duas usando o 16A. Nas reacdes foram utilizados oligonucleotideos na
concentracdo de 3,5 umol/L e cerca de 2,5 uL do fragmento amplificado como
molde, o que corresponde a cerca de 30 ng de DNA molde. Os demais
parametros da reacdo obedeceram as recomendacfes do fabricante do
“DYEnamic'™ ET Terminator Sequencing Premix” (MegaBace™) (Amersham
Pharmacia Biotech Inc). A amplificacao foi feita no termociclador PTC-200 (MJ
Research) utilizando 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 01 minuto e 20
segundos por 39 ciclos. Os produtos das reacdes foram submetidos a analise
no sequenciador MegaBACE DNA Analysis System 1000 (Amersham & Life
Science).

3.5 Analise de sequéncias
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As seqliéncias dos HPVs obtidas foram submetidas a comparacfes com
seqUéncias previamente depositados no GenBank, utilizando o programa
BLAST disponivel no endereco eletrénico http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/

(ALTSCHUL, et al., 1997). Apés a analise de comparacao as sequéncias foram
montadas no programa CAP EST Assembler cujo endereco eletrénico €

http://bio.ifom-firc.itt ASSEMBLY/assemble.html. Posteriormente foi feito um

quadro para identificacdo de possiveis variantes por meio de alinhamento de
sequéncias no programa Multialin, disponivel no endereco eletrénico
http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin.html usando como sequéncia de
referéncia o HPV16URRCC16.

3.6 Analise Estatistica

A relacdo entre o grau de lesdo e o tipo de virus foi avaliada por andlise
ndo-paramétrica NPARIWAY - SAS (SAS INSTITUTE, 1988). A associacdo entre o
historico de vida e o grau da lesdo foi demonstrada pela analise multivariada,
usando como variaveis a idade, o inicio da primeira relacdo sexual, o nUmero de
parceiro sexual, a paridade, o tabagismo e a presenca do virus. Os resultados da
andlise multivariada para tabagismo foram confirmados por meio da analise de
qui-quadrado, NPARIWAY - SAS (SAS INSTITUTE,1988)

A inter-relagdo entre a infeccdo com os HPVs 16 e 18 e o histérico de vida
também foi analisada por meio da andlise multivariada considerando as
variaveis anteriormente citadas. Para as duas analises foi utilizado o sistema
MANOVA — SAS (SAS INSTITUTE, 1988).

Como o grau de associagao entre duas variaveis pode ser resultado do
efeito que tem uma terceira ou um grupo de variaveis sobre estas duas
variaveis, foram analisadas as correlagdes parciais entre as variaveis
relacionadas ao histérico de vida com presenca da lesdo. A analise do histérico
de vida das pacientes com auséncia ou presenca dos HPVs 16 e 18 foi realizada
para uma interpretacdo mais adequada dos resultados das analises
multivariadas (CRUZ, 1997; CRUZ; REGAZZI, 1997). As correlacBes parciais
representam as correlacdes em que os efeitos das demais variaveis sdo
extraidos.

A identificacdo das diferencas a respeito do histérico de vida das
pacientes com diferentes graus de leséo foi representada em figuras

tridimensionais, com os eixos definidos pelos valores das variaveis relacionadas
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ao histdrico para simplificar a interpretacdo dos dados fornecidos pela analise
(SAS grafico).
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4. RESULTADOS

4.1 Deteccéao dos Papilomavirus 16 e 18

As participantes apresentaram média de idade de 33 anos, variando
entre 18 e 67 anos. A faixa etaria de maior prevaléncia das lesdes observadas
pela histologia foi de 20-30 anos, seguida da faixa etaria de 30-40 anos.

Todas as amostras foram adequadamente amplificadas com os
oligonucleotideos para o gene da f-globina humana GH20 e PCO4 (Tabela 1),

indicando que o DNA gendmico era viavel para andlise (Figura 4).

Uma primeira reacdo para deteccdo do
DNA viral foi realizada com o par de
oligonucleotideos consenso degenerado
MY09 e MY1l (Tabela 1), esperando-se
amplificacdo de um fragmento de 450 pb. A
maior parte das amplificacbes foi
inespecifica (Figura 6), apesar das
modificacOes realizadas na temperatura de
anelamento e na concentracdo de
magnésio. Por este motivo, esses dados
ndo serdo analisados neste momento.

Optou-se, portanto, por submeter todas
as 104 amostras diretamente a
amplificagdo com os oligonucleotideos
especificos para os tipos 16 e 18 (Figuras
7 e 8), correspondentes aos tipos de HPV
de alto risco oncogénicos mais fregiientes
na populacdo mundial. A maior prevaléncia
foi do HPV16 correspondendo a 41,34% (43
das 104 amostras) da populacédo estudada
(Figura 2). O HPV18 estava presente em
apenas 12,50% (13 das 104 amostras)
(Figura 2). A taxa de infeccdo por ambos
tipos de HPVs foi de 3,85%. As amostras
negativas para estas reagdes podem
representar a ocorréncia de um outro tipo
viral ndo avaliado nesta pesquisa.
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4.2 ldentificacdo dos HPVs 16 e 18 por grau de les&o intraepitelial

As 104 amostras foram divididas em dois grupos baseados no
diagnostico histolégico, obedecendo a classificagcdo de Bethesda revisada em
2001. O grupo 01 foi composto por 67 pacientes apresentando lesfes
intraepiteliais de baixo grau (LIE-BG) e o grupo 02 formado por 37 portadoras de
lesbes intraepiteliais de alto grau (LIE-AG).

De acordo com os grupos, a prevaléncia do HPV16 foi detectada em
31,34% (21/67) das pacientes com LIE-BG (Figura 3) e em pacientes com LIE-AG
54,05% (20/37) (Figura 4). O HPV 18 foi positivo em 8,95% (6/67) das pacientes
com LIE-BG (Figura 3) e em 18,91% (7/37) das pacientes com LIE-AG (Figura 4),
com maior presenca nas lesdes de alto grau. Em relacéo a infeccao dupla, 4,47%
das 67 pacientes com LIE-BG e 2,70% das 37 pacientes com LIE-AG possuiam 0s
dois tipos virais.

Segundo o teste estatistico ndo-paramétrico ha diferenca significativa
para o grau de lesdo com a presenca do HPV16 e HPV18 e a auséncia de ambos
(probabilidade Qui-quadrado = 0,0014) e ndo ha diferencas para grau de lesdo
entre a presenca de HPV16 e HPV18 (probabilidade Qui-quadrado = 0,3727).

HPV 16
41,34%

Outros
46,16%

HPV 18
12,50%

Figura 2 - Representacao gréafica da porcentagem de deteccao dos HPV16 e 18 nas
104 amostras coletadas. Outros representam as amostras que tiveram
a lesdo intraepitelial, mas estes tipos virais nao foram identificados.

HPV
31,34

NI



Figura 3 - Representacao gréafica da percentagem de lesdes intraepiteliais de baixo
risco positivas para os HPVs 16 e 18 nas 104 amostras coletadas.
Outros representam as amostras que tiveram a leséo intraepitelial,
mas néo foi identificada a presenca destes tipos virais.

OUTROS
27,04%

HPV16
54,05%

Figura 4 - Representacao gréafica da percentagem de lesdes intraepiteliais de alto risco
positivas para os HPVs 16 e 18 nas 104 amostras coletadas. Outros
representam as amostras que tiveram a lesao intraepitelial, mas nao
foi identificada a presenca destes tipos virais.
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A

268pb

M 1234 567 891011121314151617181920

268ph —»

M 1234 567 8 91011121314151617181920

M 12345678 9101112 13 141516171819

M 1234567 891011121314151617181920

E

268ph —p-

M 1234 5678 91011121314151617181920

F

268ph —»

Figura 5 — Amplificagcéo para a f-globina. Géis de agarose a 1,5%, corados
com brometo de etidio (0,25 ug/uL), mostrando o resultado da
amplificacdo da regido limitada pelos primers GH20 e PCO4 no
gene da beta-globina humana. M = marcador de 100 pb (Life
Technologies). As letras A a F, ao lado das fotos, indicam grupos
de canaletas de um mesmo gel, e os numeros acima das fotos,
cada uma das canaletas onde foram aplicados 25 uL da reacao
para cada amostra. As setas indicam o tamanho das bandas
esperadas.



M12 3456 7 891011 12 1314 1516 171819

9 10 111213 14 15 161718 19

9 10 1112 13 141516 171819

M12 34 56 7 8 9101112 1314 1516 1718 19

9 10 1112 1314 1516 1718 19

450 pb —p

M12 34 56 7 8 9101112 1314 1516 1718 19

450 pb —p

Figura 6 — Amplificacdo para a regido consenso. Géis de agarose a 1,5%
corados com brometo de etidio (0,25 ug/uL) mostrando o resultado
da amplificacdo da regido limitada pelos primers MY09 e MY11. M =
marcador de pb (Fago A digerido com Eco RI, Bam HI e Hind Ill). As
letras A a C e D a F, ao lado das fotos, indicam grupos de canaletas
de um mesmo gel, e os niumeros no gel, cada uma das canaletas
onde foram aplicados 25 uL da reacao para cada amostra. As setas
indicam o tamanho das bandas esperadas.
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Figura 7 — Amplificacdo para o HPV 16. Géis de agarose a 1,5% corados
com brometo de etidio (0,25 ug/uL) mostrando o resultado da
amplificagdo da regido limitada pelos primers 16A e 16S. M =
marcador de 100 pb (Life Technologies). AsletrasAaC,DaFeGa
H, indicam conjuntos de canaletas diferentes dum mesmo gel e os
ndameros no gel, cada uma das canaletas onde foram aplicados 25
uL da reacdo para cada amostra. As setas indicam o tamanho das
bandas amplificadas.
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Figura 8 — Amplificacdo para o HPV 18. Géis de agarose a 1,5% corados

com brometo de etidio (0,25 ug/uL), mostrando o resultado da
amplificacdo da regido limitada pelos primers 18A e 18S. M =
marcador de 100 pb (Fago A digerido com Eco RI, Bam HI e Hind
lll). As letras A a C e D a E indicam os conjuntos de canaletas
diferentes de um mesmo gél e os numeros no gel, cada uma das
canaletas onde foram aplicados 25 uL da reacdo para cada amostra.
As setas indicam o tamanho das bandas amplificadas.



4.3 Deteccao das variantes do HPV 16

Das 43 amostras positivas para o HPV16 encaminhadas ao
seqilienciamento, apenas 25 resultaram em seqiiéncias com qualidade e
tamanho significativo, ou seja, maior que 100pb. Como resultado, foram

alinhadas apenas 13 sequiéncias de HPV16 detectadas em pacientes com les&o
intraepitelial cervical, que posteriormente foram analisadas, a fim de identificar e
diferenciar os isolados. Essas treze sequéncias foram escolhidas por
apresentarem uma sobreposicdo da amplificacdo em 100 pares de bases (Figura
7). As demais necessitariam de novo seqiienciamento para que essa regiao
fosse completada.

Oisolado do HPV16 escolhido como molde para o alinhamento e
determinacdo de possiveis variantes foi o seqiienciado de um carcinoma
cervical da Alemanha, por ter sido o primeiro HPV a ser sequenciado (SEEDORF
et al., 1985). As seqiiéncias apresentaram heterogeneidade menor que 2,8%,
apontando para uma possivel deteccdo de variantes (Figura 7).

Na seqléncia EO6 foram identificadas insercdes de G e T nos
nucleotideos 56 e 76, respectivamente, quando comparado com o isolado
padrdo. A amostra C12 apresentou delecdo do nucleotideo C na posicao 78. Na
BO5 ocorreram mutagdes nas posi¢cdes 54 (T ->G) e na 96 (C —»T) e uma insercdo
de T na posicdo 98. Na BO9 um T foi inserido na posi¢cdo 26 e uma mutacéao
aconteceu na posicao 75 (A—T). A amostra BO1 sofreu dele¢cdo dos nucleotideos

das posicdes 87 e 88, juntamente com

POSICAO DO NUCLEOTIDEO
AMOSTRA 26 | 29 | 54 | 56 | 75 | 76 | 78 | 87 | 88 | 96

EO06 G T

Ci12 -C

BO5 T»G T»C

B0O9 T A>T

BO1 T»C ;T | -A

Figura 7 — Alteracdes detectaveis por comparacao das seqiiéncias obtidas das
amostras E06, C12, BO5, BO9 e BO1 com o primeiro HPV16 seqiienciado
na Alemanha. As setas indicam substituicdo das bases nucleotidicas,

os tracos precedendo as letras indicam delegéo da base.

a mutacdo do nucleotideo da posi¢céo 29 (T—C). s demais amostras foram

expostas a multiplas alteracdes, 0 que inviabiliza uma andlise adequada. Um
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novo seqlienciamento desses fragmentos sera feito para confirmar a existéncia

dessas diferencas.

4.4  Associacao das lesfes intraepiteliais ao historico de vida

44.1 Andlise Univariada

A idade, o inicio da relacao sexual, o niumero de parceiros, a paridade e o
tabagismo sé&o considerados fatores de risco para o desenvolvimento do cancer
cervical e nas andlises univariadas foram identificadas tendéncias a influenciar o
aparecimento de lesdo (Tabela 2)o tabagismo (0,0022 para F confirmada por néo

paramétrica — probabilidade Qui-quadrado= 0,0029).

4.4.2 Analise Multivariada

A andlise multivariada do conjunto destes fatores mostrou diferencas
significativas para 0s grupos de pacientes com alto e baixo grau de lesdo em
respeito ao histérico de vida (teste de Wilks significativo a 5% e valor de p =
0,0289). As pacientes com leséo intraepitelial de alto grau eram mais velhas

(Figura 9), apresentavam um maior namero de parceiros (Figura 9), iniciaram a
vida sexual mais cedo (Figura 11), pariram mais (Figura 11) e eram, mais
frequentemente, tabagistas (Figura 10). As pacientes com lesdo de baixo grau
eram mais jovens (Figura 9), iniciaram a vida sexual mais tarde (Figura 11),
tiveram um menor numero de parceiros (Figura 11), menor nimero de filhos
(Figura 11) e fumavam menos (Figura 10).

A analise multivariada da interagao do historico de vida com pacientes
infectadas pelos HPVs 16 ou 18 foi realizada para analisar a importancia de
fatores de risco no comportamento do agente viral. Das cinco variaveis
relatadas, foram consideradas quatro que mostraram alguma tendéncia de
associacao, como aidade da primeira relagdo sexual (probabilidade para F =
0,0215), numero de parceiros (0,0860), paridade (0,1238) e tabagismo (0,0306).
Foi identificada diferenca significativa (P = 0,0050 para o teste de Wilks) entre os
grupos com a consideracao conjunta dos caracteres (Tabela 3). Esta analise
dividiu as pacientes em dois grupos: as que tinham lesao intraepitelial e ndo
eram infectadas pelo HPV 16 ou 18 eram mais velhas, iniciaram a vida sexual

mais tarde, fumavam menos, no entanto, tiveram maior nimero de parceiros e
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pariram mais e as pacientes que tinham leséo intraepitelial e eram infectadas
pelo HPV 16 ou 18 ou ambos apresentaram um maior nUmero de parceiros,
pariram menos, no entanto eram mais jovens, iniciaram a vida sexual mais cedo
e fumavam mais. Esta andlise mostra que estes fatores de risco adicionais
podem estar influenciando conjuntamente o desenvolvimento da leséo

intraepitelial.

4.4.3 Anédlise de Correlacéo Parcial

Como as variaveis relativas ao histérico de vida estdo interassociadas,

nado é possivel afirmar que todas séo, por si s0, fatores de risco; e, analisando as

Tabela 2 — Andlise de variancia univariada dos fatores de risco

Fatores de Risco

Idade 12 Relacdo N. de Paridade  Tabagismo
Sexual Parceiros
Probabilidade 0,2372 0,1603 0,1717 0,0792 0,0022

para F

correlagfes entre estas e a presenca de leséo constata-se que apenas 0
tabagismo preserva seus valores quando extraidos os efeitos das demais
(Tabela 4). Quando analisada a inclusé@o da presenca ou auséncia dos virus na
consideracao dos fatores que definem a presenca de lesédo, o tabagismo perde
seu efeito e somente ha correlagado parcial significativa para a presenca dos
virus oncogénicos (Tabela 5). Esta andlise identifica os HPVs 16 e 18 como
principal fator de risco para o desenvolvimento de lesdes intraepiteliais e 0
efeito do tabagismo é explicado através da maior freqiiéncia dos virus entre
tabagistas.
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Tabela 3 - Andlise Multivariada da Interac&o entre o Histérico de Vida e a Presenca de HPV
16 ou 18.

Fatores de Risco

Idade Idade da 12 N. de Paridade Tabagismo
Infecg&o Média Relacdo Sexual Parceiros
Outros HPVs 34 16 6 3 0.0943
HPV16 e 18 32 18 4 2 0.2549

P =0,0050

Tabela 4 — Correlacdo parcial entre histologia e fatores de risco.

Pares de Variaveis r r t Teste Significancia (%)
simples  parcial (1e5%)

histologia x idade 0.1063 -0.0066 -0.0636 ns 94.7854

histologia x 1°RS -0.1199 -0.0222 -0.2151 ns 82.4863

histologia x parceiros  0.1187 0.0690 0.6702 ns 51.1626

histologia x paridade  0.1656 0.1018 0.9921 ns 67.5213

histolog_;ia X tabagismo 0.2683 0.2438 2.4369 * 1.5959

Tabela 5— Correlagao parcial dos fatores de risco com histologia

Pares de Variaveis r r parcial t Teste  Significancia
simples (1e5%) (%)
histologia x idade 0.1169 0.0499 0.4923 ns 62.9314
histologia x DPRS -0,1387 -0.1148 -1.1387 ns 25.6575
histologia x parceiros 0.1350 0.1261  1.2522 ns 21.0908
histologia x paridade 0.1729 0.1039 1.0291 ns 30.6889
histologia x tabagismo 0.2971 0.1704  1.7028 ns 8.7879
histologia x HPV 16 ou 18 0.3156 0.3465 3.9381 * 0.0550

DPRS= idade da 1 2 relagdo sexual
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Figura 7 — Simulacdo, em trés dimensdes, da correlagcdo entre o grau
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033 7

Figura 8 —

histolégico da lesdo e o numero de parceiros, a idade e 0
inicio da vida sexual. Observa-se em Y 0 namero de parceiros,
em X, aidade e em Z, a data da primeira relacdo sexual (DPRS).
Em vermelho, lesdo intra-epitelial de baixo grau e em preto,
les&o intra-epitelial de alto grau.

Simulacdo, em trés dimensdes, da correlacdo entre o grau histolégico da
leséo e o tabagismo, idade e inicio da vida sexual. Observa-se em Y
0 numero de pacientes que fazem uso do tabaco, em X, aidade e
em Z, a data da primeira relagcéo sexual (DPRS). Em vermelho,
lesédo intra-epitelial de baixo grau e em preto, lesdo intra-epitelial
de alto grau.

36



DEERS e

I 5

&7.00

Figura 9 — Simulagéo, em trés dimensodes, da correlacdo entre o grau histolégico da
leséo e a paridade, inicio da vida sexual e idade. Observa-se em Y a
data da primeira relacéo sexual (DPRS), em X, a paridade e em Z,
aidade. Em vermelho, leséo intra-epitelial de baixo grau e em
preto, lesdo intra-epitelial de alto grau.
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5. DISCUSSAO

A identificagdo dos HPVs de alto risco e suas variantes em lesdes
precursoras do carcinoma cervical tem valor na medida em que poderiam indicar
o risco de transformac&o maligna a que essas mulheres estariam sujeitas. Nas
pacientes estudadas, o HPV 16 foi mais prevalente que o HPV 18.

Os resultados para a populacdo estudada no presente trabalho
coincidem com os encontrados na maioria dos paises. Os HPV 16 e 18 foram
0s mais detectados em mulheres na Franca por Mufioz et al. (2003) e no
México por Calleja-Macias et al. (2004). Aqui no Brasil, o estudo realizado no
Estado do Para por Cavalcante (1998) mostrou HPV16 positivo em 54,5% das
pacientes com lesao intraepitelial de alto grau.

No entanto, em outras regiées do mundo, o tipo de virus predominante
foi diferente. Em Nairobi, Kenia, De Vuyst et al. (2003) mostraram que os tipos
mais encontrados foram o HPV53, seguido do 16. No oeste da Africa, a maior
freqUéncia foi do tipo 45 e o tipo 39 tenha predominou na América Central e em
alguns paises da América do Sul (BOYLE et al, 2003). O HPV18 foi
particularmente comum no sul e leste da Asia (MUNOZ et al., 2003). Estes
dados confirmam a importancia da identificacdo dos tipos virais em diversas
regides do mundo e reforcam o interesse em continuar o presente estudo no
sentido de identificar os outros tipos virais contidos nas amostras selecionadas.

A taxa de infeccdo dupla por HPV 16 e 18 foi de 3,85%, envolvendo
pacientes com lesdo de baixo risco e de alto risco para o desenvolvimento do
cancer cervical. A infeccao multipla parece estar envolvida na progressao da
doenca, segundo a literatura, mas ndo foi o foco deste estudo. Varios
pesquisadores tém identificado co-infeccao viral em uma mesma amostra como
Levi et al., (2000), no Brasil, e Huang et al. (2003) em Taiwan. O interesse dos

pesquisadores sobre este assunto tem aumentado em resposta a possibilidade
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de desenvolvimento de vacinas, pois a resposta imune do hospedeiro parece
ser tipo especifico.

No estudo multicéntrico realizado por Rousseau et al. (2001), envolvendo
o Brasil, Canada e Estados Unidos da América, um quinto da populacéo
estudada apresentou infecgcado multipla, mas a progressao das lesdes foi
independente da presenca de co-infec¢cdo. No entanto, em Jacarta, na Indonésia,
Schellekens et al. (2004) estudaram a distribuic&o dos tipos virais em carcinoma
e adenocarcinoma do colo uterino e uma prevaléncia significativa de infeccéo
multipla estava presente nos adenocarcinoma. As pacientes com infeccéo dupla,
identificadas no presente estudo, deverdo ser acompanhadas para observacéao
do comportamento destes virus apos o tratamento das lesfes intraepiteliais.
Uma limitac&o encontrada no presente trabalho foi a impossibilidade de
deteccdo de um amplo espectro de HPV nas amostras utilizando os
oligonucleotideos consenso MY09 e MY11. Esta analise nao foi possivel por
causa da ocorréncia de amplificacdes inespecificas (Figura 3). Estes
oligonucleotideos, atualmente, tém sido utilizados em conjunto com outros
grupos de oligonucleotideos como o0 GP5+ e GP6+, uma vez que foi relatada uma
taxa inadequada de falso-negativos com o seu uso exclusivo (REMMERBACH et
al., 2004). No presente trabalho, a amplificacdo irregular pode ter sido devido a
parametros inadequados. Posteriormente, a discriminac&do de amostras
contendo o virus pode ser realizada associando um novo par de
oligonucleotideos, como sugerido na literatura, ou por meio de Southern
Blotting.

O presente estudo se propds avaliar a associagdo entre a prevaléncia de
cadatipo viral estudado por grau de lesdo histolégico. Confirmando o relato da
literatura, tanto o HPV16 como o HPV18 foram mais prevalentes em lesdes
intraepiteliais de alto grau, 54,05% e 18,91%, respectivamente. Quando foi
analisada a possivel associacao entre o diagnéstico de HPV oncogénico e leséo
histoldgica, o teste do qui-quadrado foi significativo (p = 0,0014), demonstrando
gue a presenca do virus esta associada com a agressividade da lesdo nas
pacientes investigadas.

As taxas de positividade dos HPVs de alto risco em cada grupo
histoldgico correspondem aos encontrados em outros estudos realizados no
Brasil e em varios paises. A pesquisa de Borges et al. (2004) realizada em
Minas Gerais, no Brasil, observou que, das 110 mulheres estudadas, 71 tinham

diagnéstico de lesdo de alto grau. Destas, 85,9% eram positivas para HPVs de
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alto risco. Na Espanha, De Sanjose et al., (2003) demonstraram forte
associacéo entre a presenca de HPV e leséo intraepitelial de alto grau.

Os dados de sequenciamento do HPV16 obtidos neste presente trabalho
séo preliminares. Apenas 5 sequéncias apresentaram diversidade de
nucleotideos menor que 2,8%. As alteragbes encontradas, como inser¢des,
delecdes e substituicdes, ndo permitiram confirmar a identificacdo de uma
variante, porque aregido analisada € considerada pequena (Figura 6). Além
disso, ndo foram suficientes para realizar o agrupamento das altera¢cdes dos
nucleotideos verificadas durante o sequenciamento desses fragmentos. Isto
seria importante para validar a presenca de novas variantes na populacao
estudada ou verificar se ja foram descritas em outros estudos. Todas as
amostras serdo novamente sequenciadas a fim de obter resultados que
permitam este tipo de andlise, e, no caso de serem identificadas variantes,
relaciona-las com o grau de leséo presente nas pacientes deste estudo.

Os problemas encontrados no sequenciamento deveram-se,
possivelmente, a implementacdo da metodologia do seqienciamento direto no
Laboratério de Biologia Molecular - UESC durante a obtencdo desses dados, o

gue levou a perdas no processamento das amostras, além da pequena
guantidade de DNA resultante do procedimento de purificacdo, uma vez que as
recomendagdes do Kit Prep-A-gene (Bio-Rad) esperam perdas consideraveis de
DNA no caso de fragmentos com tamanho inferior a 300pb.

Na andlise univariada, os fatores de risco adicionais mostraram uma
tendéncia a influenciar no grau de lesdo, mas apenas o tabagismo pdde ser
considerado como fator de risco adicional.

Em relacdo a associacdo entre o historico de vida e o grau de lesao,
com as variaveis analisadas em conjunto pela analise multivariada, nota-se,
com clareza, a presenca de dois grupos distintos. As pacientes com leséo
intraepitelial de baixo grau que tiveram um histérico de vida mais saudavel e as
pacientes com lesdo de alto grau que tiveram um histérico de vida mais
favoravel ao desenvolvimento de lesdes, principalmente quando analisados o
tabagismo e a paridade. Para as pacientes com lesédo de baixo grau, o fato de
manterem uma vida mais saudavel, ndo foi suficiente para impedir o
desenvolvimento de lesdes. Isto sugere que a presenca do virus oncogénico

influenciou no desenvolvimento da lesdo. Entretanto, o histérico de vida menos
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saudavel do segundo grupo parece ter influenciado o desenvolvimento de
lesbes intraepitelial de alto grau.

Quando foi extraido o efeito de outras variaveis sobre o tabagismo e a
presenca de lesbes, foi verificada uma correlagdo parcial significativa,
demonstrando que o tabagismo poderia estar influenciando diretamente o
desenvolvimento dessas les6es. No entanto, com a incluséo da presencga ou
auséncia dos virus na consideracdo dos fatores que definem a presenca de
lesé@o, verifica-se que a relagcdo entre o tabagismo e a presenca da lesao se
perde, de modo que o fator primario para o desenvolvimento de lesbes é a
presenca dos virus. A analise de correlacéo parcial entre a presenca dos virus
16 e 18 e o grau de lesdo mostrou forte associacdo destes virus e as lesdes
intraepiteliais (p = 0, 0550 a 5%), confirmando que a presenca do virus
oncogénico é o fator de risco mais importante para o desenvolvimento de
lesBes intraepiteliais.

Através destas analises, ficou evidente que ha maior frequéncia dos
virus entre tabagistas, mas nado esta claro qual é o efeito do tabagismo no
desenvolvimento das lesbes. O tabagismo pode estar atuando como facilitador
da instalacdo da infecc¢do viral, provavelmente agindo sobre as células de
Langerhans como ja descrito, mas necessita de maiores investigacoes.
Diversos estudos provam a participacdo do tabagismo neste processo, como
exemplo, Matsumoto et al. (2003), que relataram interacao significativa entre o
tabagismo e a presenca de leséo intraepitelial cervical em mulheres do Japéao.
Castellsagué et al. (2002) chegaram a conclusdo que as pacientes positivas
para HPV que evoluiram para leséo intraepitelial de alto grau e cancer invasivo
fumavam mais e tinham maior nimero de filhos. Outros co-fatores como longo
tempo de uso do anticoncepcional oral e outros agentes causadores de
doencas sexualmente transmissiveis também foram identificados como
associados ao risco de progressao das les6es, mas nao foram pesquisados no
presente trabalho.

No entanto, nos Estados Unidos da América, Ho et al. (1998) mostraram
que o risco de adquirir ainfeccédo pelo HPV foi maior em mulheres mais jovens e
a persisténcia da infec¢cdo por mais de seis meses foi relatada nas mulheres
mais velhas, portadoras de HPVs oncogénicos e com multiplos tipos, mas néo

observaram associacdo com tabagismo.
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Outros fatores, ndo analisados neste estudo, principalmente o nivel social
das pacientes, condi¢bes nutricionais, higiene e doencas sexualmente
transmissiveis podem estar influenciando o grau das lesbes estudadas. No caso
desta populacdo, quanto ao nivel social, parece ndo haver ampla distincédo entre
as classes sociais, pois inclui pacientes usuérias do servi¢o publico, entretanto
estes dados necessitam de melhor investigac&o. Os fatores de risco adicionais
gue apenas demonstraram tendéncia a influenciar o desenvolvimento do cancer,
avaliados no presente estudo podem apresentar analise estatistica significativa
em outros trabalhos como é o caso da pesquisa realizada por Boyle et al. (2000).
Provavelmente, aimportancia dos fatores de risco adicionais poderia ser melhor
avaliada aumentando-se a populacéo estudada e ajustando-se o desenho deste
estudo.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O tipo de HPV oncogénico pesquisado mais prevalente foi o HPV16,
comparado com o 18, principalmente entre as pacientes com lesédo de alto grau.
A presencga dos virus oncogénicos é o fator de risco mais importante para
o desenvolvimento de lesfes intraepiteliais do colo uterino na populagcéo
estudada, concordando com a maioria dos estudos realizados em todo o mundo.
Os resultados do sequenciamento ainda ndo sédo conclusivos, mas
apontam para a deteccao de variante do HPV16. Se isto for confirmado, este
estudo podera contribuir para o programa de desenvolvimento de vacinas
capazes de imunizar as mulheres residentes nesta area e em outras localidades
do mundo.

O fator de risco adicional mais significativo nesta populacéo foi o
tabagismo, agindo provavelmente como facilitador da infeccéo viral. A partir
destes dados, pode-se montar estratégias a fim de educar a populacéo a ter

hébitos de vida mais saudaveis, ajudando a promover a sadde e prevenir o
aparecimento do céncer cervical.

A perspectiva para um futuro préximo é a continuacao deste trabalho,
com a padronizacéo das condi¢cdes de amplificagcdo dos oligonucleotideos MYQ9
e MY11 além da utilizagcédo dos oligonucleotideos GP5+ e GP6+ para detecc¢ao de
DNA dos papilomavirus e o uso de oligonucleotideos especificos para os demais

tipos de HPV, a fim de inferir a taxa de infec¢cao multipla nas pacientes
estudadas. Além disso, fazer novamente o sequenciamento das amostras
positivas para o HPV16, para a confirmacéo da presenca de variantes no Sul do
Estado da Bahia.
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APENDICE 1

QUESTIONARIO

Nome: Registro:

Endereco:

Telefone: Data do nascimento:

Estadocivil: __ solteira _ casada ___ vilva Idade:

Data da 1% relagdo sexual: N° de parceiros:

Data da Ultima menstruag&o: _ Gestacdo _ Parto __ Aborto
Data do ultimo parto: Data do ultimo preventivo:

Uso de métodos anticoncepcionais:  __ DIU ACO __ Condon
Uso de terapia de reposi¢cdo hormonal? sim ndo Qual?

Teste estrogénico? _ sim néo Quando?

Eletrocauterizacdo? __ sim __ néo Quando?

Cirurgia ginecolégica? __ sim  Qual? Quando?

Radiacdo? __ sim __ ndo Quando? Porque?

Quimioterapia? sim néo Quando? Porque?

Tabagismo? _ sim _ ndo Haquantotempo? N° Cigarros/dia
Sintomas:

Secrecdo: _ amarela _ branca outras caracteristicas

Odor: _ _sim __ ndo Prurido: _ sim ____néo
Sinusiorragia: ____ sim ____ndo Dispareunia: ____sim. __ néo
Presenca de lesdo verrucosa: ___ sim  __ ndo localizagéo:

Antecedente de Neoplasia Intraepitelial Cervical (displasia ou lesdo intraepitelial):

sim nao tratamento utilizado:

quando:
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APENDICE 2

@ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE SANTA CRUZ
@5  DEPARTAMENTO DE CIENCIA DA SAUDE
o COMITE DE ETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Apés ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de
aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que esta em
duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel. Em caso
de recusa, vocé ndo serd penalizado de forma alguma. Em caso de duavida,
vocé pode procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual
de Santa Cruz pelo Telefone 073 680 5200.
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INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: Identificacdo dos Tipos de Papilomavirus Humano
Oncogénicos e das Variantes do HPV 16 em Lesdes Intraepiteliais do Colo
Uterino.

Pesquisador Responsavel: Adriana Matos Benjamin Leal
Telefone para contato: 73 — 680 5283
Pesquisadores participantes: Acassia Benjamim Leal Pires, Ana Neuza Vieira

Matos, Julio César de Mattos Cascardo, Virginia Minghelli Schimitt, Conceicao

Maria Passos Queiroz, Mittermayer Galvao dos Reis.

Telefones para contato: 73- 680 5283/ 5293/ 5105

Esclarecimento sobre a pesquisa:

O cancer de colo do utero € um problema de salde importante aqui no
Brasil. O papilomavirus humano (HPV) é o virus que pode levar ao cancer do
colo do utero se a mulher ndo for tratada no momento certo. Esta pesquisa visa
identificar alguns tipos de HPV que estéo levando ao aparecimento das lesdes
anteriores ao cancer do colo. Para isto, uma amostra da secre¢ao do colo sera
colhida antes do inicio do tratamento das lesdes do colo. A secrecdo sera
levada ao laboratério da UESC para realizacdo do exame chamado PCR, no
periodo de um ano. Este exame é gratuito e ndo trara custos, nem riscos
adicionais para sua saude. Seu tratamento sera realizado independente da
pesquisa e o resultado sera encaminhado para seu(sua) médico(a). Os
pesquisadores se comprometem a guardar segredo sobre suas informacgdes
pessoais e vocé pode retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa
sem prejuizos para seu tratamento ou acompanhamento normalmente
fornecido pelo servico de referéncia. Sua participacdo € importante, pois
ajudara a obter mais informacdes sobre estes virus e ajudara a montar
estratégias para 0 acompanhamento de outras pessoas que possuam um

problema igual ao seu.
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,
RG: CPF: n° de prontudrio:
n.° de matricula , abaixo assinado, concordo em

participar do estudo Identificacdo dos Tipos de Papilomavirus Humano
Oncogénicos e das Variantes do HPV 16 em Lesdes Intraepiteliais do Colo
Uterino, permitindo coletar material durante meu exame ginecolégico. Fui
devidamente informada e esclarecida pela pesquisadora Adriana Matos
Benjamin Leal sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim
como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participagéo. Foi-
me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem
que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento,

assisténcia e tratamento.

Local e data:

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:
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