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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) ¢ um virus DNA que infecta a superficie do epitélio e
membranas mucosas e que geralmente produz verrugas ou proliferagdes epiteliais nos locais
inoculados. Estes virus estdo altamente associados as Neoplasias Intraepiteliais Cervicais
(NIC) e a sua evolugio para o cancer do colo uterino, que atinge 1 em cada 28 mulheres no
Brasil. Vérios sdo os métodos de diagnostico para avaliar a presenca do HPV. Porém
atualmente a Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) é a técnica que apresenta maior
sensibilidade, tendo capacidade de detectar uma copia do DNA viral por grupo de até 10
celulas. Para determinar a prevaléncia do HPV na regiio do Tridngulo Mineiro foram
analisadas 80 amostras de DNA genémico, extraidos do material endocervical, e
posteriormente diagnosticadas por meio da PCR para a presenca do HPV. sendo que 42
amostras foram coletadas em um ambulatério periférico da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) e 38 em um consultério particular situado no centro dessa mesma cidade.
Dessas amostras 31 foram positivas para PCR o que representou 38,75% do niimero total de
amostras analisadas. Das 42 amostras analisadas, provindas do ambulatorio da UFU, 23
(54,76%) foram positivas para a presenga do HPV. J4 das 38 amostras do consultorio
particular apenas 8 (21,05%) foram positivas. Provavelmente esta diferenga na prevaléncia do
HPV ocorreu devido a falta de informagdo apresentada pelas pacientes do Ambulatério. A
faixa etaria que apresentou maior prevaléncia do HPV esta entre 20 e 39 anos de idade. Das
14 pacientes (classificadas por meio dos exames citopatologicos) apresentando Neoplasias
Intracpiteliais Cervicais (NIC), 12 foram positivas para a presenga do HPV. Os dados acima
mais a relacdo entre a presenca do HPV e a classificacdo do Papanicolaou, ou seja, classe 1
(células normais), classe II (células com inflamagdes) e classe III (células atipicas), sugerem
que a prevaléncia do HPV ¢ alta e pode estar associada as NIC (como um forte cofator),

podendo evoluir ou ndo para o cincer do colo uterino.

PALAVRAS CHAVE: HPV - NIC - PCR



1. INTRODUCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) ¢ um virus DNA epiteliotropico que infecta a
superficie do epitélio e membranas mucosas e que geralmente produz verrugas ou
proliferagdes epiteliais nos locais inoculados (Lorincz and Reid, 1997). Podem estar presentes
em diversas partes do corpo, tanto dos homens quanto das mulheres, porém, nas mulheres
estes virus estdo altamente associados as neoplasias endocervicais, precursoras do cincer do
colo uterino.

Acredita-se que a infecgdo pelo HPV & adquirida por meio do contato direto pele a pele,
sendo que 25 a 65% dos individuos contaminam-se apos o contato sexual com parceiros
infectados (Halbe, 1986).

As particulas virais infectam as células metaplasicas cervicais, que lhes sdo suscetiveis e
desencadeiam um processo de hiperplasia de células basais, que podem desencadear
processos neoplasicos (de Brux, 1983), mas segundo Jenson et al., 1987, o tipo de HPV
parece ter importancia na localizagao anatémica, na aparéncia clinica e na historia natural das
lesdes. Desta forma, os tipos 16 ¢ 18 sdo considerados como HPV de alto risco para o
desenvolvimento de carcinomas, ja os tipos 6 e 11 sdo de baixo risco. Assim, estes virus estdo
associados tanto as neoplasias benignas quanto as malignas. Essas neoplasias estio associadas
a expressdo de dois genes do genoma viral da regido codificante inicial, E6 e E7, responsaveis
pela produgio das proteinas oncogénicas que atuario nos processos neoplasicos (Chen, 1994),

Ha mais de uma década que técnicas de detecgdo molecular ¢ varios métodos de
hibridagdo revelaram as primeiras informagdes da associagdo de certos tipos de HPV com o
cancer do colo uterino. No entanto, quando métodos tdo sensiveis quanto a Reacdo em Cadeia

da Polimerase (PCR) tornaram-se disponiveis, pode-se perceber que a infeccdo por HPV



estava mais dispersa do que se pensava anteriormente e isso possibilitou o esclarecimento do
papel etiologico do HPV no cancer genital (McCance, 1998).

Estes virus estio entre os principais cofatores do cancer endocervical, que ¢ uma rara
moléstia maligna que obtém cura de 100% se diagnosticada em suas formas iniciais. Porém
quando nao tratado ¢ responsavel por 15% dos Gbitos de cancer em mutheres acima dos 15
anos (Halbe, 1993).

Desta maneira fica explicita a importancia deste trabalho que tem como objetivo
analisar a prevaléncia do HPV, na Regido do Tridngulo Mineiro, por meio da Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), que hoje se mostra como a técnica que apresenta maior

sensibilidade, rapidez e precisdo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Historia da Infeccio

O grande conhecimento desenvolvido na area do céncer do colo do utero, desde
Hinselmann com a colposcopia e Schiller com o teste de iodo, ambos na década de 20, assim
como os estudos de George Papanicolaou nas décadas de 30 e 40, foram centrados no
carcinoma epidermoide porém, hoje ja se sabe que o carcinoma mais freqiiente, que ocorre no
colo do ttero, é o escamoso (Silveira and Pessini, 1993), sendo que o Papilomavirus Humano
(HPV) esta presente em 90% desse tipo de cancer (Galloway, 1994).

Antigamente, problema como resultado falso-negativo, decorrido muitas vezes de
analises de partes de tecidos ndo contaminados com o virus HPV e a necessidade da
caracterizacdo de infeccdio latente, que seria aquela que apesar de ter a presenga do agente
etioldgico ndo apresentava alteragdes morfologicas e/ou clinicas no hospedeiro, se
expressavam. Porém com o avango de métodos de diagndsticos como as técnicas de Biologia
Molecular (Hibridagdo e principalmente a Reagdo em Cadeia da Polimerase - PCR) as
analises feitas para detecgdo do virus puderam se tornar mais especificas ¢ sensiveis (Cuzick
et al., 1994).

Varios autores contribuiram, acompanhando ¢ relatando os casos de ocorréncias de
infecgdes pelo Papilomavirus Humano, mostrando que existem cerca de 70 tipos de HPV, 40
destes afetam a regido urogenital. O HPV 16, 18, 45 e 31 nesta ordem sdo os mais
freqiientemente encontrados no cancer cervical, sendo, portanto considerados como de alto

risco. Ja os tipos 6 e 11 sdo virus considerados de baixo risco (Galloway, 1994).



2.2 Caracterizacdo do virus HPV

Baseados na estrutura do capsideo ¢ na constituigdo do DNA viral, desprovido de
membrana lipidica, classificaram o Papilomavirus Humano na familia Papovaviridae e no
género Papillomavirus (Matthews, 1982).

Os Papilomavirus (PV) contém um capsideo icosaedrico, composto de 72 capsomeros,
que mede cerca de 55nm de diémetro; o capsideo ¢ constituido apenas por proteinas, que sao
responsaveis por 88% do peso do virus (Melnick ef al., 1974).

Correspondendo a 12% do peso do Papilomavirus, encontramos 0 genoma do mesmo,
que ¢ constituido por molécula unica de DNA de fita dupla, circular, superespiralada quando
isolada das proteinas nucleares, com tamanho aproximadamente de 7.9 Kb e peso molecular
de 5.106 Daltons (Fuchs et al., 1986).

As diferentes espécies animais possuem tamanho e posigdes relativas similares do DNA
viral, que é constituido de unidades transcricionais (seqiiéncias codificantes) e de sequéncias
ndo codificantes (Pfister and Fuchs, 1987).

As seqiéncias codificantes do DNA viral, também chamadas open reading frames
(ORF), sdo agrupadas em duas regides (inicial e tardia), estas por sua vez sdo separadas por
uma pequena sequéncia ndo codificante ¢ por uma regido de controle longa (LCR) (Figura 1),
onde estdio contidas as origens da replicagdo, além de ser a regido que controla a expressao
dos genes virais (Syrjanen, 1987).

Rapidamente no inicio da infecgdo, os genes da regido inicial (early), que correspondem
60% do genoma viral, sio expressos através de promotores localizados na LCR, antes mesmo
da replicagao do DNA. A replicago e a expressdo do DNA viral sdo, entdo, controlados pelos
genes early por meio de seus produtos com fungdes especificas (Pfister and Fuchs, 1987).

Ja os genes tardios (late), segundo Pfister & Fuchs (1987) codificam proteinas
estruturais da particula viral e a expressio dos mesmos ¢ observada apenas em células
maduras, embora, o DNA do virus possa ser encontrado em células parabasais.

Nos diferentes Papilomavirus podem ser encontradas até 8 sequéncias codificantes

iniciais, porém apenas 5 (E1, E2, E4, E6 e E7), sdo conservadas em todos Papilomavirus.
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Figura 1. Estrutura do genoma do HPV16. A, Nas lesdes cervicais
benignas ¢ pré-malignas, persistem como DNA circular ndo
integrado a célula hospedeira. B, Nos carcinomas cervicais,
integram-se ao DNA da celula hospedeira.

Fonte: Lorincz and Reid, 1997. p. 149.

Acredita-se que a expressdo destas sequéncias esta, de algum modo, intimamente relacionada
com o potencial tumorigénico destes virus (Danos ef al., 1984).

As proteinas multifuncionais, que tém atividade moduladora da replicagdo viral e da
transformagdo celular sdo E6 e E7, sendo também importantes no aparecimento e
provavelmente, na manuten¢do do fenotipo transformado de células infectadas pelo HPV
(Hudson et al , 1990).

A transcrigdo de E6 ¢ E7 ¢ maior em linhagens tumorais mais agressivas ¢ em displasias
de mais alto grau de malignidade, sendo necessaria uma cooperagdo do E7 e do E6 o
suficiente para imortalizagao e alteragdo do padrio de diferenciacio dos queratindcitos
cervicais, que sdo as células-alvo do HPV (Hudson ef al., 1990).

A proteina codificada por E7 do HPV 16, um dos tipos mais freqiientemente associados
com lesdes malignas, é capaz de se ligar ao gene do retinoblastoma, que ¢ um gene celular
com atividade supressora sobre tumores, que também atua no crescimento celular normal e
cujo produto é a plOSRB. Ja a proteina codificada pelo gene E6 € capaz de interagir com a
p53, uma proteina de origem celular que também possui propriedade supressora sobre
tumores. Desta forma, E6 e E7 favorecem a divisdo celular interrompendo os mecanismos de
regulagdo celular (Salas and Bayghen, 1995).

O papel transformante de E5 ndo ¢ muito claro, mas € possivel que ela possa induzir

proliferagdo celular durante a fase inicial da infecgdo viral. E4, embora localizada junto das



6
seqiiéncias iniciais, parece ter acio apenas na maturagdo viral E3, nao tem ainda fungio
determinada e ndo esta presente em todos HPV, inclusive nos tipos 16 ¢ 18 que s3o 0s mais
comumente encontrados em lesdes malignas dos carcinomas cervicais. A proteina E2 impede
a transcri¢ao temporaria e confere especificidade de unido a El, a qual promove a replicacio

viral logo apos a penetragdo do virus na célula (Salas and Bayghen, 1995).

A organizagdo da regido tardia € muito mais simples do que a da inicial. Existem apenas
duas sequéncias grandes que codificam duas proteinas estruturais do virion: L1, o componente
principal do capsideo, género - especifico e L2, um componente menos abundante do
capsideo, tipo-especifico. L1 ¢ altamente conservada entre as especies humana e de outros
animais. Na maioria dos condilomas acuminados ja analisados os antigenos virais capazes de

provocar resposta imunitéria sdo codificados por L1 (Syrjanen, 1987).

2.3. Mecanismo de Infeccio do HPV

No tecido epitelial, escamoso € glandular de diferentes localizagoes sdo identificados os
HPVs, porém o efeito destes virus no epitélio escamoso é mais conhecido, principalmente em
areas genitais masculina e feminina (Abréo et al , 1994).

O DNA do virus, através de microtraumas ou quando expostos aos epitélios imaturos,
metaplasicos (preferidos pelo virus) ou alterados por processo inflamatorio, infectam o
epitélio escamoso utilizando para isto as células profundas do mesmo, pelo fato de que nele
existe toda maquinaria necessaria para a replicagdo da qual o virus ¢ dependente. A entrada do
HPV nas células parece ser mediada pela ligagdo de proteinas do capsideo viral e receptor
celular (Abriio e7 al., 1994) ,

O virus do papiloma nido produz brotamento a partir da membrana celular, nio
possuindo portanto envelope lipidico, mas em compensagdo uma cobertura protéica que lhe
permite continuar infeccioso fora das células por algum tempo (Androphy, 1989).

O curso da infecgdo depende da agdo de componentes do virus e do comportamento das
células afetadas, permissivas ou nao-permissivas, isto €, aquelas que permitem ou ndo a
formagdo de particulas virais completas. Dependendo da interagdo desses fatores, surge
infecgdo latente ou lesdo clinicamente visivel. Se a infecgdo ocorrer em células permissivas,
ocorrera replicagdo limitada, estavel e sincronica do DNA viral através da multiplicagdo do
DNA. Assim todas as células filhas terdo um numero suficiente de copias para manter a
infecgdo de forma latente (Smotkin, 1989).



-
O estado latente ¢ sugerido pela presenga do DNA do virus em 2 a 40% das amostras
de esfregacos endocervicais normais ou em tecidos normais e proximos a lesdes do colo
uterino (Fuchs ef al., 1987).
Quando uma célula basal ¢ infectada, a expressdo dos genes virais provoca uma resposta
anormal, que altera a divisio celular. Aumentam o nimero de células germinativas,
formam-se papilas, ocorre hiperplasia da camada espinhosa (acantose) e cornificada
(hiperceratose) e anormalidades na diferenciacdo celular (paraceratose). Depois desta fase os
virus s@o liberados com as células mortas que descamam, sendo isto 0 que existe de menos
prejudicial ao organismo infectado (Smotkin, 1989).

Porém quando a infeccio ocorre em células ndo-permissivas, particulas inteiras do virus
n3o sao encontradas em lesdes malignas, pois as células cancerosas perdem progressivamente
a capacidade de diferenciagdo. O niimero de copias do genoma viral também € menor e as
vezes se encontra integrado ao genoma celular (Reid and Campion, 1989).

Segundo Reid & Campion (1989). “quando isso acontece, a quantidade de material
genético se torna aneuploide e, sucessivamente, aparece o aspecto displasico: a célula
caminhou alguns passos em direcio a transformag@o maligna”.

A infecgdo viral pode permanecer como condiloma, pode regredir ou evoluir para

neoplasia intra-epitelial cervical, dependendo para tanto, da acdo de multiplos cofatores
(Dexeus and Lopez, 1989).

2.4. HPV e Neoplasias Intraepitelias Cervicais

As neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) sdo lesdes consideradas precursoras do
cancer de colo uterino, sendo assintomaticas, ndo podem ser diagnosticadas pelo exame
clinico, e sim através de bidpsias e consegiiente estudo histopatologico. Os estudos visando
diagnostico das NIC indica que a citologia oncética possui maior valor no diagnéstico de NIC
grau I1I ¢ a bidpsia ja € usada para diagnosticar as NIC grau I e I (Focchi et al., 1987).

Desde 1970, tem havido aumento de NIC I, I e IIT juntamente com a infecgdo pelo
HPV, que atualmente é encontrado em 90% dos canceres cervicais examinados (Galloway,
1994),

Estas neoplasias intraepiteliais cervicais, ou seja, as formas pré-invasivas do cancer do
colo do utero, originam-se em células metaplsticas imaturas que se alteram, provavelmente,
devido a uma associagdo de fatores: agentes oncogénicos, perturbagdes imunitarias e
caracteristicas epidemiologicas. A maturagdo fisiologica das células ocorre na maioria das

mulheres, mas quase sempre é perturbada por um intruso, o HPV, resultando numa zona de
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transformacdo anormal, que nio se sabe se permanece a mesma lesdo até a cura ou se esta
lesdo se torna mais agressiva (Pereyra and Guerra, 1995).

Os fatores que provavelmente estiio envolvidos na origem das NIC e do cincer do colo
sdo:
* Epidemiologicos: precocidade de relagdes sexuais, multiplos parceiros, gestacdo
precoce, parceiro de alto risco, DST.
® Fatores potenciais ou cofatores: imunidade, anticoncepcional oral (ACO),
tabagismo, radiagdo prévia, vitaminas A e C.

o Relagdes virais: HPV e HSV (Silveira and Pessini, 1993).

Pode-se considerar que nem todas as NIC progridem, sendo provavel que as que
regridem tém fatores etiologicos pouco agressivos, como o HPV 6 e o HPV 11, que sdo
encontrados ndo-integrados no interior do genoma da célula hospedeira, sendo considerados
de baixo risco. Ja as que progridem contém os tipos 16, 18, 30, 31, 33, 34 e 35 que
frequentemente estdo integrados ao genoma da célula hospedeira, sendo considerados virus de
alto risco (Broker, 1987).

Para Syrjanen (1989), as infecgdes que contém o HPV 16 sio as que apresentam maior
risco de progressdo clinica. Mas dependendo do starus imunolégico do hospedeiro, 0 mesmo
tipo de HPV podera determinar neoplasias benignas ou malignas, sendo que a ultima podera

evoluir para o cancer do colo uterino.

2.5. Prevaléncia do HPV

A prevaléncia do HPV varia, dependendo da populagdo rastreada, com a maior
prevaléncia sendo encontrada na populagdo mais jovem, na qual a introdugéo recente do virus
¢ mais provavel. A analise de 1,264 biopsias cervicais consecutivas do ano de 1972 com
prevaléncia original de 0,7% obtiveram 36,5% de prevaléncia da infecgdo por HPV. Ja no ano
de 1982, em 965 bidpsias, observaram prevaléncia de 34%. Desta forma, concluiram que a
prevaléncia da infecgdo pelo HPV permanece estavel ha mais de 10 anos (Bernstein ef al.,
1985).

Servigos vinculados a Secretaria Municipal de Saiide de Sdo Gongalo (RJ), mostraram
que em 1983 foram atendidos 52 casos de condilomas acuminado sendo que 10,21% tinham a
presen¢a do HPV. Em 1987, de 195 casos, 17,34% tinham a presenga do HPV. J4 no ano de
1989 os dados até junho mostraram o atendimento de 123 pacientes com condiloma
acuminado, 20,54% eram causados pelo HPV (Jacyntho er al., 1994).
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Estimativas verdadeiras da prevaléncia sio dificeis, pois a otimizagdo dos métodos de
diagnostico e identificagdo virdtica, para detectar infecgdes subclinicas em mulheres e
homens, pode modificar os dados estatisticos disponiveis. A distribuicago demografica ¢ os
determinantes comportamentais do grupo em estudo também podem estar envolvidos na

determinacdo da prevaléncia do HPV (Wheeler, 1996).

E provavel que atualmente as infecgdes sejam mais freqiientes que as clinicamente
aparentes. No entanto, a sensibilidade e a especificidade da Reagio em Cadeia da Polimerase

(PCR) permite um melhor rastreamento da presenca desse virus (Jacyntho ez al., 1994).

2.6. Diagnosticos da Infecciio pelo HPV

Por ser espécie-especifico, os HPV ndo infectam animais de laboratério nem podem ser
isolados de amostras clinicas por meio de cultura de células, uma vez que exigem
diferenciagdo celular para suas replicagdes, assim néo ha testes sorologicos adequados para
detecgao dos mesmos. Apesar de particulas virais poderem ser detectadas pela microscopia
cletronica e por técnicas de imunocitoquimica, nenhum destes métodos é suficientemente
sensivel para identificar as infecgGes ndo permissivas, isto &, aquelas que ndo produzem
particulas virais completas, além de serem pouco sensiveis mesmo para as infecgdes
permissivas que produzem poucas particulas, como é o caso das lesdes genitais (Schneider,
1987).

Os métodos mais usados para detecgdo do HPV sio: o exame clinico, evidente no caso
do condiloma acuminado; a colposcopia, vantajosa para lesdes subclinicas; a citologia, que
revela as alterages celulares produzidas pelo virus ¢ a bidpsia, que, no entanto, necessita ser
dirigida pela colposcopia e também ndo detecta as infecgdes latentes. Devido ao baixo custo e
a facilidade de execugdo, estes métodos sio adequados para o rastreamento populacional,
apesar de ndo detectarem infecgio latente nem o tipo viral (Murdoch ez al_, 1988).

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, a molécula do DNA que era antes
uma molécula dificil de ser analisada, passou a ser a mais simples de se estudar. Agora €
possivel diagnosticar, de maneira mais adequada e sensivel, a presenga do DNA do virus
HPV, essencial para qualquer tipo de infecgio (Schneider, 1987).

Os avangos nesta area s6 foram possiveis por meio de varios campos do conhecimento
cientifico, como: genética, bioquimica, virologia, a histéria da descrigdo da molécula do
DNA, por Watson e Crick em 1953, passando pela descoberta da propriedade de denaturagio
e renaturagdo, das técnicas de clonagem do DNA, do sequenciamento do DNA. da

transteréncia do DNA em gel de agarose para membranas de nitrocelulose ou de nailon, que
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se transformou no padrio-ouro para diagnosticar o HPV (Southern, 1975) que exige altas
quantidades de DNA. dos tipos de HPV implicados nas diferentes lesSes genitais e finalmente
da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que atualmente € 0 meétodo mais sensivel para

diagnosticar a presen¢a do HPV (Saiki ez al., 1988).

2.6.1. Reaciio em Cadeia da Polimerase (PCR)

Tornava-se necessario, um teste rapido, sensivel e especifico, que tivesse a capacidade
de detectar a presenga do agente infeccioso (HPV), sem a necessidade de cultura e
independente da resposta imune. Esta técnica é exatamente a PCR (Polymerase Chain
Reaction), criado por Kary Mullis, em 1985, nos USA, o exame ¢ uma reagao enzimatica que
detecta quantidades infimas de DNA (4cido desoxirribonucléico). A reagio de polimerase em
cadeia (PCR) vem mudando profundamente as praticas de pesquisa nas arcas de biologia
molecular, genética e medicina. Em 1993, Kary Mullis recebeu o Prémio Nobel de Medicina
pela PCR, apenas oito anos depois de sua invengdo (Abrdo et al., 1994).

Os fundamentos e a execucao da PCR sio simples. Uma amostra biologica € misturada
a dois “primers” (fragmentos pequenos de DNA especifico para o gene de interesse), o
aquecimento e o resfriamento desta mistura leva a denaturacdo da fita dupla do DNA inicial e
o anelamento dos “primers”, caso o gene relevante ou regido genomica esteja presente na
amostra. Posteriormente se houver o anelamento dos “primers” (iniciadores), a enzima
polimerase, que é um dos reagentes necessarios na reagdo, copia o gene em questdo. A
repeticio de ciclos de denaturagdio, a ligagdo dos iniciadores e a produgdo de novas copias
resultam aproximadamente em um bilhdo de novas copias do gene (Abrao ef al., 1994).

Deste modo a técnica da PCR trouxe considerivel aumento na sensibilidade dos
métodos utilizados, permitindo a detecgio do HPV em grupos de até 10 células (White e a.,
1989).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Material Biologico

As amostras de material endocervical, apos o consentimento dos pacientes (Anexo 1),
foram coletadas por ginecologistas, parte no ambulatorio periférico da Universidade Federal
de Uberlandia e parte em um consultério particular situado no centro da mesma cidade.
Portanto as pacientes analisadas apresentavam condi¢des sociais distintas.

O material endocervical foi coletado ao acaso por meio de swabs cervicais, que foram
colocados em tubos estéreis contendo 1ml do Tampdo de lise nuclear - TLN (Tris-HCI 10
mM, EDTA 2 mM e NaCl 400 mM) sendo em seguida identificado com o nome de cada
paciente. Posteriormente estes foram encaminhados ao Laboratorio de Genética Molecular da
Universidade Federal de Uberlandia, aonde foi realizada a pesquisa.

Cada amostra recebeu uma numeragdo para facilitar o desenvolvimento da pesquisa.

Estas foram guardadas em camera fria até a realizagdo da extragdo do DNA.

3.2. Métodos

3.2.1. Extracio do DNA do material endocervical

As amostras foram retiradas dos tubos ja numerados e colocadas em eppendorf (1,5 ml)
igualmente numerados, para realizagdo da extragdo do DNA. Em cada eppendorf foi colocado
1 ml do Tampao TLN contendo a amostra do material endocervical, 20 pL de proteinase K e
10 uL. de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio), para auxiliar na degradacdo das proteinas, que em
altas quantidades influenciam na qualidade do DNA a ser extraido.
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Estas foram incubadas em banho maria & 60°C overnight. Em seguida foi acrescentado

173 do volume da amostra de NaCl saturado deixando por 10 minutos no freezer.
Posteriormente foram centrifugadas a 15.000 rpm durante 15 minutos para precipitar os debris
celulares. O liquido sobrenadante foi pipetado para um novo eppendorf devidamente
numerado, sendo em seguida acrescentado 2 X do volume da amostra de etanol absoluto

e centrifugado a 15.000 rpm durante 15 minutos para precipitar o DNA. Os peletes de DNA
precipitados foram lavados com etanol 70% e posteriormente ressuspendidos em 50 uL de

agua deionizada. Estes foram estocados no freezer para posterior realizagao da PCR.

3.2.2. Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR):

Apds a extragdo do DNA foi realizado a PCR, que consiste em uma técnica
extremamente sensivel, rapida e especifica, capaz de detectar particulas infimas do DNA do
virus HPV.

A metodologia empregada foi aquela descrita segundo Innis er al (1990) A
amplificacdo pela PCR (Aparelho de PCR da Md Research) foi feita com a utilizago de dois
primers degenerados MY09 (CGTCCMRRGGAWACTGATC) ¢ MY11
(GCMCAGGGWCATAAYAATGG) onde M= A+C, R=A+G, W=A+T e Y= C+T. Os
primers anelam na sequéncia L1 do genoma do HPV, amplificando um fragmento de
aproximadamente 450 pares de bases (pb).

Cada reacdo de PCR continha 5 pl. de DNA gendmico, 7,5 pmoles de cada primer,
10mM de cada dNTP, 1,5 mM de Cloreto de Magnésio, 2,5 uL de Tampdo da Tag-DNA
polimerase e 1 unidade da enzima Tag-DNA polimerase, em um volume final de reagdo de 25
uL.

O programa utilizado na PCR (35 ciclos) foi o seguinte:

Programa Temperatura Tempo
Desnaturag¢ao 94 40
Anelamento dos primers 58 40”
Extensdo 72 40
Extensdo Final 72 5

Para maior confiabilidade quanto ao resultado da PCR todas as reagdes foram repetidas

por duas vezes e s6 depois confirmado o diagnéstico.
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3.2.3. Eletroforese em Gel de Agarose e Visualizagao da amplificacido
As amplificagoes foram corridas em Gel de Agarose 1,5% (1,5g de Agarose em 100 ml
de Tampdio TBE) e Tampiio de gel de eletroforese de TBE 0,5X (TRIS-HCI, EDTA e Acido
Borico), (Sambrook ez al., 1989).
O Gel foi submetido a uma voltagem constante de 100 volts. Apds 1:30 h de

corrida, o gel foi levado a luz ultravioleta para observagdo das bandas e posteriormente ao

VDS para realizagao das fotografias.

3.2.4. Anilise Estatistica
A analise estatistica foi feita comparando as amostras dos diferentes locais de coleta
(ambulatorio da UFU e consultorio particular), por meio do Teste Exato de Fisher, com

objetivo de verificar se estas amostras podem ser consideradas independentes ou n3o.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA gendmico (Figura 2) apds a extragdo se manteve preservado e com boa
qualidade, sendo isto um fator importante na analise por meio da PCR. Pode-se observar que
algumas extra¢des apresentaram maior quantidade de DNA gen6mico, uma vez que as

diluigdes dos peletes de DNA foram padronizadas.

Figura 2. Padrio eletroforético do DNA gendmico extraido dos
materiais endocervicais.
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Os resultados das amplificagdes pela PCR (Figura 3), exames citopatologicos e a idade

de cada paciente estio representados nas Tabelas 1 ¢ 2, sendo que a Tabela 1 apresenta as
pacientes do ambulatorio da UFU e a Tabela 2 as do consultério particular.

Todas as pacientes que apresentaram um fragmento de mais ou menos 450 pares de

bases (pb), que é o tamanho da sequéncia (L1 do capsideo viral) que os primers

degenerados amplificam, foram considerados como positivos para a presenga do HPV.

800 —p
500 pb—p» G

Figura 3 Amplificagio pela PCR das amostras de material
endocervical indicando presenca ¢ auséncia do HPV. M
(marcador); Colunas 1, 3, 5, 7, 9 e 12 (auséneia); Colunas
2,4, 6, 8 10 e 11 (presenca); Coluna 13 (controle com
auséncia de DNA).
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TABELA 1. Dados das pacientes do ambulatério da Universidade Federal de Uberlandia,
comparando os resultados obtidos no exame citopatolégico com os resultados obtidos através da
téenica da PCR.

PACIENTE IDADE RESULTADO RESULTADO PCR
CITOPATOLOGICO
E.MA 43 classe =
SM.S. 30 classe [l / NIC 1l +
AV.C. 34 - -
M.M.O 32 classe Il / NIC Il g
MLS. 31 classe il / NIC | +
K.AF. 20 - -
L.R.A 26 classe lll / NIC | &
S.8.LG. 33 classe Il / NIC llI -
S.RM. 36 classe Il / NIC Ill +
LAS. 21 classe Il -
A J.C. 37 classe lli L
E Lk 48 classe Il -
L.LM.S. 34 classe | +
M.C.D.C. - - *
M.C.B.M. 37 classe Il / NIC 1lI +
G.S. 20 classe |l =3
F.J.C. 43 - -
M.F.M. 31 classe I -
D.G.S. 16 - +
N.G.S. 38 - =
R.T.B.D. 28 classe || -
N.C.C. 34 classe Il -
JBFR. 40 classe lll /NIC | *
D.B.B. 42 classe ll -
M.D.D. - -

G.B.R. 63 - -
C.F.FS. 19 classe Il / NIC |l =
GCA 22 classe |l +
ASA 26 classe lll / NIC | +
N.O B. 39 classe Il / NIC 1lI +
ME.C.O 56 classe |l +
CRO 29 classe | -
M.I.O 30 classe |l -
R.A B. 35 - +
C.E.M. 26 classe |l +
E.M.R. - = s
B.N. 39 Classe lll/ NIC | -
M.N.A 27 = +
AMAA - classe Il -
DAV. 22 classe Il +
W.R.R. - - +

DA.V. - :




TABELA 2. Dados das pacicntes de um consultério particular (Uberlandia - MG), comparando 0s
resultados obtidos através de exames citopatologicos com os obtidos pela técnica da Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR).

PACIENTE _ IDADE RESULTADO CITOPATOLOGICO RESULTADO PCR
F.G.P. = - -
E.M. 25 classe | -

VAT. 22 classe Il -
S.M.T. 27 classe | E
S.8.B. 28 classe | +
R.M.P. 21 classe Il -
M.C.S. 26 classe | -
A LN.B.P. 22 classe |l +
T.P. 21 classe | -
F.M. 24 classe Il -
M.V. 39 classe ll -
D.B. 18 classe Il -
JFB 20 - -
J.V. 26 classe | -
C.T.B. 21 classe lll /NIC | +
G.H.F. 32 - -
RY. 30 classe |l -
M.CO 66 classe Il -
JO 19 classe |l -
P.R. 27 classe -
CT. 27 classe | -
N.G. 48 - -
EE: 32 classe Il -
FSS. 25 classe Il -
S.H. 19 - -
M.M.P. 30 classe Il -
J.M. 25 classe | L0
M.S. 23 classe Il -
P.S. 20 classe Il -
D.N. 48 classe | -
A G. 21 classe Il +
ES 25 classe |l -
S.A 26 classe Il +
N.B. 38 classe |l -
D:S. 33 classe Il -
P.N. 32 classe | +
AP 31 classe Il -

M.C.S. 25 classe |l -
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Das 80 amostras de DNA analisadas por meio da PCR, 31 apresentaram resultado
positivo para a presenga do HPV ou seja, 38,75% da populagio analisada foram positivas
(Tabela 3).

TABELA 3. Distribuigdo do HPV detectado por meio da PCR nas pacientes analisadas.

Resultado da PCR Numero de pacientes Porcentagem (%)
Positivo 31 38,75%
Negativo 49 61.25%
TOTAL 80 100%

Destas amostras positivas, 23 foram coletadas no ambulatério da UFU e apenas 8 foram
coletadas no consultério particular (Tabela 4). Portanto, 54,76% das amostras coletadas no
ambulatorio da UFU foram positivas para 0 HPV enquanto que no consultorio particular,
apenas 21,05% apresentaram positividade para a presenca do virus. O Teste Exato de Fisher
foi significativo com o valor de p igual a 0,0295, indicando que existe diferenga da
prevaléncia do HPV entre os locais de coleta das amostras do material endocervical.

Nos Estados Unidos a prevaléncia do HPV parece estar relacionada com a baixa
condigao socioecondmica (Wheeler, 1996). Os dados desta investigagdo também sugerem a

condigdo de baixa renda como fator associado & maior prevaléncia do HPV.

TABELA 4. Associa¢io dos resultados positivos para o HPV entre as pacientes do Ambulatorio da
Universidade Federal de Uberlandia e as pacientes do consultério particular (Uberlandia — MG).

Local da colheita Numero total de Resultados Porcentagem Teste Exato
das amostras pacientes positivos para a relativa de de Fisher
analisadas presenca HPV resultados
positivos (%e)
Ambulatorio UFU 42 23 54.16%
Consultoénio Particular 38 8 21,05%
TOTAL 80 31 38,75% P=0,0295

Provavelmente, esta diferenga ocorreu devido as condicdes sociais distintas
apresentadas pelas pacientes que freqientam o ambulatério da UFU e o consultorio particular.
A infec¢do crescente pelo virus do papiloma humano em mulheres com baixa condi¢@o
socioecondmica esta diretamente associada a precocidade e multiplicidade de relagdes sexuais
e parceiros, a falta de informagao, a ndo utilizagio de métodos contraceptivos, a baixa
freqiiéncia de acompanhamento médico fregiiente e menor higiene pessoal.

O resultado positivo obtido por meio da PCR, o qual representa positividade a presenga

do HPV, ndo significa que a paciente ira desenvolver cancer do colo uterino, pois estes virus
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podem ser de alto ou baixo risco. Mas sabe-se hoje, que em 90% dos casos de cincer do colo
uterino o virus do papiloma humano est4 presente (Galloway, 1994).

Analisando as Tabelas 1 e 2 pode-se perceber que a faixa etria em que ocorre maior
numero de casos positivos estd entre 20 ¢ 29 anos de idade, representando 16,25% da
populagio total analisada e 48,15% dos resultados positivos para a PCR. Em segundo
lugar esth a faixa etaria entre 30 e 39 sendo responséavel por 40,74% dos resultados positivos
para PCR (Tabela 5).

TABELA 5. Relagdo entre os resultados da PCR positivos para o HPV ¢ a faixa etaria das Pacientes,

Faixa Numero total de Numero de pacientes Freqiiéncia acumulada dos
Etaria pacientes positvos para a PCR resultados positivos (%)
10-19 5 1 3.70%

20-29 e 13 48.15%

30 -39 25 11 40.74%

40 — 49 T 1 3.70%

50 - 59 1 1 3.70%

60 — 69 2 0 0%

TOTAL T2 27 100%

Chuang er al. (1984), em estudos epidemiolégicos de 746 individuos de ambos os
sexos, verificou que mais do que 80% dos pacientes apresentando infecgdes por HPV estavam
entre 17 e 33 anos de idade. Os resultados deste trabalho mostram que mais de 88,89% das
amostras de pacientes positivas para a presenga do HPV por meio da PCR estdo entre 20 e 39
anos de idade.

A relagio entre a presenca dos diferentes graus de neoplasias, resultado dos exames
citopatologicos (realizados no Ambulatorio da Faculdade de Medicina da UFU e em
Laboratorios particulares) e os resultados diagnosticados por meio da PCR, mostram que de
14 amostras apresentando NIC, 12 destas (85,71%) foram positivas para o HPV (Tabela 6).
Isto comprova que realmente este virus ¢ um cofator na génese das Neoplasias que s&do
precursoras dos canceres cervicais.

TABELA 6. Relagdo entre os diferentes niveis de Neoplasias Intraepiteliais Cervicais ¢ 0s Resultados
dos Exames Citopatologicos ¢ PCR.

NIC Nuamero de pacientes Nimero de Resultados Positivos a PCR
NIC1 7 6
NIC IT 1 0
NIC 111 6 6

TOTAL 14 12




20
Relacionando também o nimero de casos positivos para PCR com a Classificagdo de
Papanicolaou, observou-se que das 16 pacientes apresentando classe 111 (células atipicas -
NIC) 13 (81,25%) apresentaram positividade para HPV por meio da PCR, Das 37 pacientes
que apresentaram classe II (células com inflamagio) apenas 8 (21,62%) foram positivas para a
PCR. J4 das 9 pacientes classificadas na classe 1 (células normais), 3 (33,33%) foram
positivas.
Os dados acima sugerem que a prevaléncia do HPV ¢ alta, podendo estar associados as

NIC (como um forte cofator) que podem evoluir ou nio para o carcinoma do colo uterino.
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5. CONCLUSOES

% Das 80 pacientes analisadas 38,75% foram positivas para presenga do HPV por meio

L7
”ne

*,
L

da PCR.

Houve diferenca significativa entre a prevaléncia do HPV no Ambulatério da UFU e
no consultério particular, provavelmente devido a falta de informagdo, que pode ser

resultado da diferenca socioeconOmica das pacientes analisadas.

A faixa etaria em que ocorrey maior prevaléncia do HPV esti entre 20 e 39 anos,

representando 88,89% dos resultados POSItivos.

85,71% das pacientes que apresentaram NIC foram positivas para PCR, indicando que
realmente o HPV é um cofator necessario na génese das neoplasias precursoras do

cancer da cérvice.

A presenga do HPV em pacientes com classes I, II e III do papanicolaou mostra que
estes virus estdo amplamente distribuidos © que a técnica empregada é realmente
sensivel, detectando a presenca do HPV em pacientes diagnosticadas, por meio de

exames citopatoldgicos, com auséncia do HPV.
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ANEXO 1

Termo de Consentimento

O Laboratério de Genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia esta
desenvolvendo pesquisa relacionada ao Papilomavirus Humano (HPV) que estd sendo
desenvolvida pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho ¢ sua orientada Ana Cindida
Machado Saraiva.

O projeto inicial consiste na otimizagdo de técnicas de Biologia Molecular para
diagnosticar a presenca ou ndo do virus HPV, determinar a carga viral e diferenciar os tipos
de virus presentes no pacientes.

Os HPVs estdo entre os principais cofatores das neoplasias intraepiteliais
cervicais (céncer do colo uterino), que sdo uma das raras moléstias malignas que obtém cura
de 100% se diagnosticadas em suas formas iniciais. Isto demonstra a necessidade do
diagnostico através das técnicas de biologia molecular consideradas as mais sensiveis, rapidas
e especificas existentes.

O desenvolvimento desta pesquisa representara uma nova forma de diagnéstico
que auxiliara na deteccdo da presenga do DNA do virus HPV, possibilitando determinar a
carga viral e os tipos de virus. Entre eles os de alto risco, que acometem cerca de 15% das
mulheres normais podendo assim, levar ao desenvolvimento de neoplasias cervicais.

Para realizagdo dos testes genéticos sera necessario colher amostras de
esfregago endocervical. Estas amostras serfio colhidas pelo médico ginecologista e enviadas
ao Laboratorio de Genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia.

Os resultados obtidos poderdo ser divulgados aos pacientes interessados
atraveés do medico que os encaminhara ao tratamento adequado. O paciente podera desistir da

pesquisa a qualquer momento sem que haja nenhum prejuizo proprio.

Pelos termos apresentados por este documento, Eu

, concordo colaborar com a

pesquisa, declarando estar ciente dos beneficios, riscos e direitos.



Paciente ou Responsavel

Testemunhas

Uberlandia, de de 1999,
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