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Mude,
mas comece devagar
porque a diregdo e mais importante

que a velocidade.

Vocé certamente conhecera coisas melhores
e coisas piores do que as ja conhecidas,
mais néo se isso que importa.

O mais importante é a mudanca

o movimento,

o dinamismo,

a energia.

Sé6 o que esta morto ndo muda !

Clarice Lispector
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RESUMO

INTRODUCAO: Em todo o mundo o céncer de colo uterino humano
e a segunda causa de morte entre as mulheres. Entre os fatores de risco para
o cancer cervical o Papilomavirus Humano (HPV) € o mais importante, estando
presente em aproximadamente 100% dos tumores. A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) é o exame mais sensivel no diagnéstico do HPV no trato
genital feminino, porém andlise de fatores como primers e geis de leitura
utilizado na PCR sao escassos e podem.influenciar no diagnéstico final da
infecao pelo HPV.
| OBJETIVOS: Avaliar a sensibilidade dos géis de leitura de Agarose
e de Poliacrilamida no diagnéstico de HPV pela Reagdo em Cadeia da
Polimerase em escovado de colo uterino humano, bem como determinar a
prevaléncia do HPV associando os dois pares de primers (MY0O9/MY11 e
GP5+/GP6+) e comparar com os resultados de cada primer isoladamente
MATERIAL E METODO: Foram estudadas 86 amostras de secregio
do colo uterino. A media das idades das pacientes foram de 32 anos e 6
meses. Cada amostra foi submetida a quatro reagdes de PCR, usando primers
especificos: MY09/MY11 e GP5+/GP6+ que amplificam regides L1
conservadas e, em seguida, foram avaliados em gel de agarose a 1,5% e
posteriormente visualizados em gel de poliacrilamida a 10% (corados com
nitrato de prata). Para a andlise estatistica foi aplicada a prova de McMenar, o

teste z e o indice de Kappa com nivel de significancia de p= 0,05.
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RESULTADOS: Das 86 pacientes avaliadas, 14 amostras (16,27%)
foram positivas em MYO09/MY11 no gel de agarose € 20 (23,25%) foram
positivas no gel de poliacrilamida, sendo que este gel detectou todas as
amostras positivas no gel de agarose € mais seis novas. Com o primer
GP5+/GP6+ 15 amostras (17,44%) foram positivas em gel de agarose € 38
amostras (44,18%) foram positivas em gel de poliacrilamida, sendo que este
detectou todas as amostras do gel de agarose € mais 23 novas amostras. A
prevaléncia usando a associagdo dos dois primers em gel de agarose foi de
31,39% com 27 amostras positivas, porem a prevaléncia total foi de 48
amostras positivas (55,81%), sendo este dado obtido com associagéo dos dois
pares de primers em gel de poliacrilamida. |

CONCLUSOES: O gel de poliacrilamida foi melhor que o gel de
agarose tanto no primer GP+-PCR, quanto no primer MY-PCR para diagnostico
do HPV. A associagdo dos primers GP+-PCR e MY-PCR aumentou a

positividade do diagnostico do HPV pela PCR nos dois géis de leitura utilizado.
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SUMMARY

INTRODUCTION: Cancer of the uterine cervix is the second cause
of death among women worldwide. Among the risk factors for cervical cancer,
human papillomavirus (HPV) is the most important one, being present in
approximately 100% of the tumors. The polymerase chain reaction (PCR) is the
most sensitive test for the diagnosis of HPV in the female genital tract, but
factors such as primers and detection systens may affect PCR results, and the
final diagnosis of HPV infection.

OBJECTIVES: To evaluate the sensitivity of agarose and
polyacrylamide gels in the diagnosis of HPV by PCR in smears from the human
uterine cervix, to determine the prevalence of HPV by combining the two pairs
of primers (MY09/MY11 and GP5+/GP6+), and to compare the results with
those obtained with each primer separately.

MATERIAL AND METHOD: Eighty-six samples of cervix secretion
were studied. Mean patient age was 32 years and 6 months. Each sample was
submitted to four PCR procedures using the specific primers MY09/MY11 and
GP5+/GP6+ which amplify conserved L1 regions. and then evaluated on 1.5%
agarose gel ( stained with Ethidium bromide and visualized under the UV light )
and later visualized on 10% polyacrylamide gel (stained with silver nitrate). Data
were analyzed statistically by the McMenar test, the z test and the Kappa index,

with the level of significance of p = 0.05.
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RESULTS: Of the samples from the 86 patients evaluated, 14
(16.27%) were positive to MY09/MY11 on the agarose gel and 20 (23.25%)
were positive on the polyacrylamide gel, which detected all the samples that
were positive on the agarose gel plus six new ones. With the GP5+/GP6+
primer, 15 samples (17.44%) were positive on agarose gel and 38 (44.18%)
were positive on polyacrylamide gel, which detected ali the samples that were
positive on the agarose gel plus 23 new ones. When the two primers were used
in combination, the prevalence was 31.39% on agarose gel with 27 positive
samples, but the total prevalence was 48 positive samples (55.81%), obtained
with the combination of the two pairs of primers on polyacrylamide gel.

CONCLUSION: The ponacrylamide gel presented greater resolution
on than the agarose gel system with both sets of primers, GP+ and MY, for the
HPV detection. The combination of both markers and gel systens increased

HPV prevalence.
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Caracterizagio do Papilomavirus-Humano (HPV)

O papilomavirus € um virus de acido dexoribonucleico (DNA) com
seu genoma correspondente a 12% de seu peso, sendo constituido por
molécula Gnica de DNA com dupla fita, circular, super-retorcido. Tem o
tamanho aproximadamente de 7,9Kb e peso molecular de 5.10° Daltons
(FUCHS et al., 1986, CARR & GYORFI, 2000). Dentro de comprimento
relativamente pequeno de DNA franscreve proteinas de acido ribonucleico
(RNA), controlando a proliferacao e a diferenciacao de células do hospedeiro,
bem como codifica proteinas estruturais que formam o capsideo viral do virion
intacto (McGLENNEN, 2000).

O HPV é um parasita intrénuclear obrigatério, normalmente
episomal, tendo tropismo especifico pelos queratocitos (CHEAP & LOOI,
1998). Apenas os Virus que se integram ao nutcleo da célula hospedeira para
se reproduzir € que assume o controle genético celular e pode provocar
transformacao maligna na célula infectada (SEDLACEK, 1999).

O HPV é classificado de acordo com a estrutura do capsideo e
constituicao de seu DNA. Dessa forma, o papilomavirus humano pertence a
familia Papovaviridae e ao género Papillomavirus (VILLA, 1997). Os membros
desta familia tém uma estrutura comum: séo todos pequenos com dupla fita de
DNA que replica nos ntcleos, tendo capsula protéica icosaédrica (STOLER,
2000). Existem aproximadamente 83 tipos de HPVs definidos. Ao contrario dos
outros virus que séo classificados pelas caracteristicas antigénicas, a tipagem
do HPV é baseada na sua composigdo genomica (STOLER, 2000). Dessa

forma, aproxima-se de 150 tipos identificados pela reagdo em cadeia da




polimerase (PCR) que necessitam de melhor definicdo com uma avaliagao
completa dos seus genomas (CARR & GYORFI, 2000).

A definicdo de um novo tipo de HPV € realizada quando o DNA viral
tem trés caracteristicas fundamentais: (1) tem aproximadamente 7900 pares de
base; (2) apresenta-se circular fechado com dupla fita de DNA; (3) tem menos
que 90% de homologia na regido L1 de um tipo ja conhecido. Ambas as fitas
sdo seqiienciadas para evitar erros (ARENDS, BUCKLEY & WELLS, 1998;
CARR & GYOREFI, 2000). A determinagédo de um subtipo & estabelecida
quando se tem de 90% a 98% de homologia com um tipo conhecido e a
variante quando se tem mais de 98% de homologia (SOUTHERN &
HERRINGTON, 1998). |

Funcionalmente, o DNA do HPV ¢ organizado em sequéncias
codificantes, também chamadas open reading frames (ORF) que s&o
agrupadas em duas regioes (inicial e tardia) separadas por uma pequena
sequiéncia ndo codificante ou upstream regulatory region (URR) ou non-coding
region (NCR) ou também denominada de regiéo de controle fonga (LCR) (ZUR
HAUSEN, 1996). As seqiéncias codificantes contém o controle para a
replit:agéo e expressdo genética do HPV (SYRJANEN, 1987). A regiao de
controle longa (LRC) tem aproximadamente 1Kb de comprimento, possuindo
sequiéncias de DNA responsaveis pelo maior estimulo na transcricéo viral (p97
no caso do HPV 16) e tem proteinas derivadas do DNA viral que regulam o tipo
e a quantidade de RNA viral (McGLENNEN, 2000). Os papilomavirus parecem
compartilhar uma organizacao genética semelhante, apesar de haver

diferencas nas fungbes dos genes virais individuais. O tipo HPV genital mais



comumente associado com o carcinoma genital, o HPV 16, tem sido mais

estudado (Figura 1).

A)
Transcricao Capsideo viral Transformacéo
- T R
[Ea] [E5] 11 E6l Replicacso do DNA
URR l p97
B) N S

FIGURA 1. Estrutura do genoma do HPV 16. (A) Na lesdo cervical
benigna e pré-maligna, persiste como DNA circular néao
integrado a célula hospedeira. (B) No carcinoma cervical,
integra-se ao DNA da célula hospedeira (LORINCZ & REID,
1997).

No inicio do processo de infecgéo, os genes da regiao inicial (early)
que correspondem a 45% do genoma viral sdo expressos através de
promotores localizados na regido LCR, antes mesmo da replicagdao do DNA. A
replicagdo e a expressdo do DNA viral sdo controladas pelos genes early
através de seus produtos com func¢des especificas (PFISTER & FUCHS, 1987).
Os genes tardios (/ate), segundo os mesmos autores, codificam proteinas

estruturais da particula viral. A transcri¢ao tardia dos genes esta intimamente




ligada ao programa de diferenciagédo das células epiteliais escamosas ou
ceratinosas. A expressao dos genes L1 e L2 é observada apenas em células
maduras das camadas superiores da pele ou do epitélio escamoso, embora o

DNA do virus possa ser encontrado em células parabasais (Figura 2}

Estagio celular Expressdo genética do

HPV

Diferenciagao
E4/E5
L1/L2
E2

E6/E7

Proliferagdo

FIGURA 2. Expressao dos genes do HPV no epitélio cervical

(McGLENNEN, 2000).

As seqiiéncias de codificantes iniciais comuns em todos os HPVs
s30 oito (E1-E8) (CHEAP & LOOI, 1998). Elas tém uma grande importancia no
mecanismo de replicagéo e controle transcricional viral, alteram os padrées de

crescimento das células infectadas e modulam a divisao celular. Dessa forma,




acredita-se que a expresséao destas seqiiéncias esta intimamente relacionada
com o potencial oncogénico destes virus (DANOS et al., 1984).

As proteinas E6 e E7 do HPV 16 tém atividade de transformacéo
celular e de modular a replicagdo viral, apresentando uma atividade
cooperativa no estabelecimento e na manutengido da duragio estendida de
vida, ou seja, no processo de ‘imortalizagdo”. Promovem alteragcado no padréao
de diferenciacdo dos queratocitos cervicais que sdo células-alvo do HPV
(MUNGER et al., 1989; HUDSON et al., 1990; HALBERT, DEMERS &
GALLOWAY, 1991). Os genes E6 e E7 do HPV 6, isolados ou juntos, nao
podem “imortalizar” as células; porém, em associacdo com genes do HPV 16
mostram uma fraca atividade imor‘taliéadora (HALBERT, DEMERS &
GALLOWAY, 1992).

O E7 faz interagdo complexa com varias proteinas celulares e
juntamente com E6 compartilha de uma via de agao que ativa um grupo
importante de genes celulares, codificando enzimas e proteinas envolvidas na
progresséo do ciclo celular (TUREK & SMITH, 1996).

A invariavel presenca e persisténcia dos genes E6 e E7 do HPV em
tumores define a importancia de investigar o papel de transformagao
neoplasica desencadeada por estes genes. Outro fator € a capacidade de
“imortalizar” células epiteliais causadas pelas proteinas E6 e E7 dos HPVs de
alto risco, o que nao é notado com as mesmas proteinas dos HPVs de baixo
risco (McGLENNEN, 2000).

A proteina E7 pertence a classe dos fatores de transcricao de DNA

(McGLENNEN, 2000). Sua agéo é dissociar o complexo pRB(p103) do fator de




transcricdo E2F que existe nas fases GO e G1 do ciclo celulaf (CHELLAPPAN
et al., 1992; PAGANO et al., 1992). Este processo € devido a fosforilizagéo do
pRB e como conseqiiéncia, liberagido e ativacdo da E2F, resultando em
estimulos mitéticos celulares (ZUR HAUSEN, 1999). Os complexos ativos E2F
consistem em dimeros formados por membros de duas familias de proteinas
parcialmente relacionadas, E2F-1 até E2F-5 e DP-1 ate DP-4 (WEINBERG,
1995 e 1996). A acédo do complexo pRB-E2F ¢ inibir genes alvos dependentes
do E2F; assim n&o ocorre a transcricao que este fator estimula isoladamente
(WEINTRAUB, PRATER & DEAN, 1992; WEINTRAUB et al., 1995). Com a
liberagdo de E2F, ocorre a ligagcdo e a ativacao de genes celulares ciclo-
reguladores como a polimease o—~DNA,; en;zima para a sintese dos precursores
nucleotidios como a timidina cinase (tk); os fatores de replicagao celular de
DNA como a proteina replicadora A (RPA) e o antigeno nuclear celular
proliferante (PCNA); os fatores celulares que mediam a resposta aos estimulos
de crescimento como c-Myb, c-Myc e o N-Myc e finalmente algumas ciclinas
que regulam a progressao do ciclo celular (GENG et al., 1996). Dessa forma, a
expressao dos genes celulares ativados pelo E2F séo suficientes para induzir
células quiescentes a entrarem na fase S de mitose e isto coincide com sua
capacidade de estimular a transcricdo (JOHNSON et al., 1993). O complexo
formado pelo E7-pRB impede que o pRB se ligue ao DNA, prejudicando a sua
capacidade de inibir o crescimento celular (STIRDIVANT et al., 1992). O E7
tem como alvo varios outros locais de acao relacionados com o ciclé celular;

por exemplo: interage com fatores de transcrigdo celular como AP-1 (LAZO,




1999), descartando a hipétese de que a formagao complexa com pRB nao seja
nem necessaria nem suficiente para a oncogenicidade.

Atualmente, propde-se um novo mMmecanismo de transformacao
celular mediado pelo E7, uma vez que o HPV usa a ativagéo da sintese celular
de DNA por esta proteina para sua replicagao. Assim, tem-se duas vias
possiveis: a primeira envolve associagdo com complexo cyclin-CDK e outros
fatores dependentes da fase S da mitose; 0 segundo mecanismo & a facilidade
do E7 de suprimir a funggo do pRB através de sua desestabilizag¢ao ou ligando-
se a ele como ja descrito (PONTEN & GUO, 1998; McGLENNEN, 2000).

A proteina codificada pelo gene E6 tem sua principal fun¢do na
ligacdo e na inativagéo do p53; esta assoc;iagéo induz a degradacgao ubiquitin-
dependente do p53, proporcionando um aumento na atividade transcricional e
uma diminuicdo da proliferacdo celular (VILLA, 1997, THOMAS, PIM &
BANKS, 1999). Isto resultaria em um importante distarbio no papel regulador
de reparo ao DNA lesado e na regulagdo da transcricdo celular. Como
conseqiléncia, ocorreria o acumulo de lesdes genéticas que levariam a
progresséao tumoral (ZUR HAUSEN, 1999). Esta integracéo entre E6 e p33 &
importante na criagdo e na progressao da maioria das lesbes cervicais
(SPANDIDOS et al., 2000). A fungdo do p53 & de monitorizar o estado do
genoma celular, fazendo reparo do DNA lesado, detectando células na fase G1
que entrardo em replicagio. Se a lesdo ao DNA for intensa, ocorre parada do
ciclo celular ou apoptose celular antes da sua replicagdo mediada pelo p53
(McGLENNEN, 2000). A ligagdo do E6 ao p53 suprime esta repressao

(LECHNER et al., 1992). O ES, juntamente com outra proteina celular, a E6-




AP, formam um complexo ternario com o p53 que € degradado pela via
proteolitica do peptidio ubiquitin (SCHEFFNER et al., 1993). O E6 apresenta
acéo independente da p53 que evita a indugao de morte celular programada ou
apoptose (XIONG et al., 1996). Por exemplo, pela via de ativacdo da
telomerase em que o E6 tem-se mostrado um upregulation na sua atividade,
formando um complexo de ribonucleoproteinas responsaveis pela sintese das
seqiiéncias de repeticdo do teldmero que esta ligado com a “imortalizagao”
celular caracteristica da maior parte dos tumores (KLINGELHURTZ, FOSTER
& McDOUGALL, 1996).

A diferenca na replicagao do HPV de alto e baixo risco esta na maior
efetividade em que o E6 liga-se ao p53, iisto porque a interacao ocorre em
diferentes locais de replicagdo. O HPV de baixo risco replica-se unicamente no
nivel mais baixo do epitélio estratiﬁcado onde os queratocitos podem resistir a
divisdo celular. JA o HPV de alto risco replica nos niveis mais altos de epitélio
onde os queratocitos estdo inteiramente envolvidos em processo de
diferenciagdo terminal. Portanto, os HPVs de alto risco necessitam que sua
proteina E7 tenha maior modulagdo a indugao da sintese de DNA e por
conseqiiéncia requerem que E6 tenha mais efetividade sobre a diminuigcao de
resposta do p53 (THOMAS, PIM & BANKS, 1999).

Os esquemas para estes mecanismos encontram-se na Figura 3.
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Figura3. Acgdo do E6 e E7 na célula hospedeira (LAZO, 1999).

O gene E5 codifica polipeptidios altamente hidrofébicos ancorados
na membrana celular, como também interage e modula as fungbes de outras
proteinas ligadas a membrana. E possivel que induza proliferagédo celular
durante a fase inicial da infeccéo viral (ZUR HAUSEN, 1996). Age no receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGF), nos queratocitos, no receptor do
fator de crescimento derivado da plagueta (PDGF), nos fibroblastos e promove
uma associagdo ao receptor, retardando a sua remogcdo e degradacgao
(STRAIGHT et al., 1993).

O E5 induz hiperplasia epitelial tipica nas les6es de HPV in vitro. Ele,
isolado, n&o transforma células primarias, mas coopera efetivamente com

outras proteinas virais. A promogéo da sua proliferacéao celular pode aumentar
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o risco de acumular defeitos genéticos nas células hospedeiras pela integragao
do genoma viral e por acionar os genes E6 e E7 do HPV (McGLENNEN, 2000).
Dos genes virais envolvidos na replicacao do HPV, a proteina E2 completa &
ativadora transcricional que potencializa a replicagao viral do DNA e confere
especificidade na ligagao cooperativa do E1 ao ori proximo a E6 (SEDMAN &
STENLUND, 1995). Esta promove a replicagao viral logo apés a penetragdo do
virus na célula (SALAS & BAYGHEN, 1995). O gene E2 codifica duas
proteinas com funcdo de regular processos transcricionais: uma proteina
completa que é um positivo regulador na terminagao N e outra de ligacédo ao
DNA que funciona como repressora na terminagao C, sendo que a importancia
clinica do E2 esta relacionada com pior prégnéstico e menor sobrevida livre de
doenga do paciente (LAZO, 1999).

A proteina E1 tem atividade ATPase (Adenosina trifosfatase)
helicase desdobradora de DNA (BREAM, OHMSTEDE & PHELPS, 1993). Ela
inicia e controla o local da replicagdo do genoma viral (McGLENNEN, 2000). A
integracdo entre o HPV e a célula, que pode ocorrer em mdiltiplos locais,
tipicamente envolve parcial delecdo de E1 e E2, mas sem efeito em E6 e E7
(SANCHEZ PERES et al., 1997).

A regiao codiﬂéante tardia (late) compreende 40% do genoma viral e
tem uma organizacao mais simples do que a inicial. Contém dois segmentos: a
regido codificadora da proteina L1, género-especifico, maior, que compreende
mais de 90% da proteina viral, sendo o componente principal do capsideo; a
regido codificadora da proteina L2, tipo-especifico, menor, sendo um

componente menos abundante no capsideo e responsavel pela replicago viral

SISBYUFU
244182
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(BENSON, 1996). A L1 é conservada entre as espécies humana e animal,
sendo altamente imunogénica e muito heterogénea (McGLENNEN, 2000). Na
maioria dos condilomas acuminados analisados, os antigenos virais capazes
de provocar resposta imunitaria sao codificados por L1 (SYRJANEN, 1987). A
regido L1 é freqlientemente usado para tipagem do HPV e codifica antigenos
alvos dos anticorpos usados em detecg¢do imunohistoquimica dos produtos da
infeccéo por HPV (SOUTHERN & HERRINGTON, 1998).

A regido de controle longa (LRC) esta localizada entre as porgcGes
terminais da regido tardia e a E6, compreendendo entre 400 a 900 pares de
bases. Corresponde a cerca de 10% do genoma viral, sendo responsavel por
regular a replicacdo e pela expressao gérﬁca do HPV. Esta € a regiao mais

heterogénea do virus (MAJEWSKI & JABLONSKA, 1997).

Epidemiologia do HPV

Informagdes epidemiologicas dos HPVs sao de dificil avaliagao
devido a varios fatores: um grande nimero de casos subclinicos, nao crescem
em tecidos de cultura, ndo pode ser transmitido para animais em laboratério e,
finalmente, nao causa uma doenga de notificacao compulséria (KOUTSKY,
1997; STOLER, 2000).

Estes virus estdo comumente no epitélio de diferentes animais
vertebrados, incluindo aves, répteis e mamiferos, sendo altamente especificos
para seus respectivos hospedeiros e induzindo, ainda que nao exclusivamente,

neoplasias epiteliais escamosas (VILLA, 1997; STOLER, 2000). Em quase
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todos os tecidos, encontram-se lesbes com a presenca de HPV. Certos tipos
preferem infectar o epitélio cutaneo e outros, o epitélio mucoso. Na regiao
anogenital de homens e mulheres infectados, 0 efeito destes virus se torna
mais expressivo, principalmente no epitélio escamoso do colo uterino, pelo qual
o virus tem um grande tropismo com forte associag&o as lesdes de neoplasia
intra-epitelial cervical (NIC) e de cancer cervical (CARR & GYOREFI, 2000).
Apos um contato sexual, a infecgdo pelo HPV pode tomar varios
caminhos, dependendo de fatores de risco associados como na Figura 4. O
maior fator de risco epidemiolégico para infecgdo € o nimero de parceiros
sexuais, ou seja, a promiscuidade tanto da mulher como do seu

parceiro(VILLA, 1997; STOLER, 2000).

Infecgao
transitoria
do HPV

Infecgao
persistente
com tipos

de alto risco

Cancer

Neoplasia _cervical
intra-epitelial invasivo

s A

Co-fatores: tabaco, uso de anticoncepcional,
paridade. outras DSTs.

FIGURA 4. Patogenia do HPV (VILLA, 1997).
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Varios tipos de HPV associam-se a diversas lesdes na regiao
anogenital feminina. As lesdes cervicais que apresentam o tipo HPV 16 tém
alto risco para progredir até carcinoma in situ, assim como sugere-se que o
HPV 18 aumente significativamente o risco de adenocarcinoma de colo uterino
(McLACHLIN, 2000). Por outro lado, uma infec¢do primaria por HPV podera
regredir espontaneamente em até 60% dos casos, ndo desenvolvendo lesdes
de baixo e/ou alto grau, bem como carcinoma (KAUFMAN & ADAM, 1999). Os
HPVs 6 e 11 estao presentes em 90% dos condilomas genitais, sendo o HPV 6
responsavel por 2/3 das lesdes e o HPV 11 pelo terco restante (SOUTHERN &
HERRINGTON, 1998).

As principais lesées com o0s reépectivos tipos de HPV implicados

estdo na Tabela 1.
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TABELA 1. Tipos de HPV associados a lesoes anogenitais.

Lesoes Tipo de HPV
Verrugas genitais (condiloma exdfilo) 6, 11
Condiloma plano 6, 11, 16, 18, 31

. - 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 44, 45,
Neoplasia intra-epitelial cervical (NIC)

51, 52, 56
Doenca de Bowen 16
Tumores Buschke-Léwenstein 6, 11
Neoplasia intra-epitelial vulvar e carcinomas 16 [raramente 6, 11]
Cancer Cervical
Alto risco 16, 18
Moderado risco | 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56
Baixo risco 6, 11,42, 43,44

Neoplasia intra-epitelial peniana e carcinomas 16, 18

Neoplasia intra-epitelial anal e carcinomas 16 [raramente 6, 11, 18, 33]

As lesdes sdo mais comuns em prostitutas e mulheres de homens
que tém atividade sexual com varias parceiras; alem do que, mulheres de
homens que tém cancer de pénis apresentam maior risco de desenvolverem
cancer cervical, sugerindo uma causa comum para estas patologias
(McLACHLIN, 2000).

Estudos mostram que o HPV 18 tem alta associagdo com
adenocarcinoma, quando comparado com HPV 16. Especula-se que o HPV 18
& um virus agressivo e predispde a um rapido desenvolvimento de neoplasia

cervical, sendo um fator prognéstico negativo com relagdo a sobrevida do



16

paciente portador. Assim, a triagem para este tipo viral poderia ter importancia
preventiva (McLACHLIN, 2000).

HPVs genitais sao divididos em grupos de maior ou menor
agressividade, baseados na freqiiéncia com que s€ associam aos tumores € no
seu potencial oncogénico presumido ao estarem presentes ou ausentes em
lesGes de carcinoma in situ ou cancer cervical (STOLER, 2000). Os principais
virus implicados em lesoes de alto risco sio os HPVs 16, 18 e 45 e os de baixo
risco sédo os HPVs 6 e 11, sendo os outros de risco intermediario. Os HPVs de
baixo risco seriam o tipo isolado em lesoes benignas, principalmente em
verrugas genitais, e os de alto risco estsio associados aos diferentes graus de
NIC, a neoplasia intra-epitelial de vulva (VIN), de vagina (ValN) e de pénis
(PIN), bem como ao cancer cervical (VILLA, 1997).

A transmissao do HPV requer contato direto com o virus. Durante os
anos 40, foi comprovada a sua transmissibilidade sexual. Apos a injegao de
extratos de verrugas genitais em presos voluntarios, ocorreu, em seguida, o
aparecimento de lesoes. Na guerra da Coréia, foi confirmada a natureza
venérea das verrugas genitais, uma vez que mulheres de soldados americanos
apareceram com lesoes genitais, apos contato com pénis infectados dos
parceiros que retornaram da guerra. A exposigéo durante o intercurso sexual é
a maneira mais comum de adquirir HPV. A transmissao vertical durante o parto
tem sido documentada, porém a freqiiéncia em que ela ocorre permanece sem
documentagao, bem como a transmissao por contatos com objetos inanimados

tem sido relacionada sem nenhuma comprovacao (SEDLACEK, 1999).
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A positividade do HPV é de sete a 10 meses, sendo que em um ano

ocorre eliminagio do HPV em 2/3 das mulheres positivas, com os virus

persistentes provavelmente de aito risco (PONTEN & GUO, 1998). A

persisténcia da infecgao por HPV de alto risco esta relacionada com lestes que

evoluem para cancer, 0 que nao se observa com a presenca de HPV de baixo

risco ou na auséncia do DNA de HPV no colo uterino (VILLA ,1997).

Prevaléncia de HPV

A analise da prevaléncia da infeccao pelo HPV no aparelho genital &

complexa. Estima-se que de 10% a 15% da populagéo sexualmente ativa entre

18 anos e 28 anos esta contaminada; todavia, a vasta maioria das infecgbes

sao subclinicas com aproximadamente 1% evidenciando verrugas genitais e

em apenas 4% a citologia esta alterada. O agravante € que uma mesma

mulher pode ser contaminada com mais de um tipo viral durante sua vida

(McLACHLIN, 2000). Pacientes assintomaticas ou com neoplasias intra-

epiteliais ou com cancer cervical podem apresentar infecgoes virais multiplas

(CHANG et al., 1997). Em outro estudo, a prevaléncia do HPV varia de 5% a

30% nas mulheres sexualmente ativas, sendo que 1/3 delas tem mais de um

tipo de HPV quando se usa o PCR no diagnostico viral. A maioria das infecgoes

é transitoria, sendo que nas situacdes em que o HPV persiste podem ocorrer

lesGes de baixo grau um a dois anos apds o contato primario. Em mais de 1/3

das mulheres infectadas com HPV 16 e 18 desenvolvem-se lesGes de alto grau

(COUTLEE et al,, 1997).




18

A prevaléncia encontra-se esquematizada na Figura 5.

— Verrugas genitais

1,4 mil Infecgao subclinica
(colposcopia; citologia)

5,0 mil Infecgdo subclinica (DNA)

14,0 mil Infecgao prévia
Sem infecgao prévia ou atual por
HPV

81,0 mil 60%

34,0 mil

FIGURA 5. Piramide de prevaléncia do HPV (SEDLACEK, 1999).

No aparelho genital, aproximadamente 1% da populagdo americana
com atividade sexual tem verrugas genitais. Porém, a estimativa verdadeira e
dificil devido as varidveis que interferem no diagnostico como: populagéo
estudada, sensibilidade e especificidade dos testes usados para a detecgao e o
numero de técnicas utilizadas no diagnostico, bem como a otimizagao de
laboratérios para exames especificos que, em um contexto geral, poderia
mudar os dados estatisticos analisados. Apesar destas variaveis, estima-se
que entre homens e mulheres com idade de 15 a 49 anos, 20% tém evidéncia

molecular de infec¢do por HPV (CARR & GYORFI, 2000). Estudo de coorte
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realizado em Sao Paulo, indicou 1,3% de novas infecgbes por més com
acumulado de 38% de positividade apos 18 meses (FRANCO et al., 1999).

O cancer cervical é a segunda neoplasia mais frequente entre as
mulheres, superada apenas pelo cancer de mama. Em paises em
desenvolvimento, € o mais comum entre as mulheres. Estima-se que mais de
200.000 mulheres morrem no mundo de cancer de colo de utero por ano
(BOSCH, MUNOZ & De SANJOSE, 1997).

Em paises europeus, ha uma tendéncia ao aumento na incidéncia
de cancer cervical de mulheres com menos de 50 anos, apesar de diminuir a
prevaléncia da infecgdo pelo HPV apés 30 anos, independente da atividade
sexual. A diminuicdo da infeccao poderia ser correlacionado com o
desenvolvimento de uma eficiente resposta imunolégica contra o virus
(COUTLEE et al., 1997). Esta resposta é feita pela reagao de anticorpos, tanto
para tipos especificos de virus quanto para particulas virais, sendo mais
frequiente em mulheres acima de 30 anos. Isto nao & observado em mulheres
que desenvolvem neoplasia cervical (TACHEZY et al., 1999).

Um estudo multicéntrico de 22 paises, observando a prevaléncia de
HPV e cancer cervical em mais de 1.000 amostras, encontrou 93% de tumores
com DNA de HPV. O HPV 16 foi encontrado em 50% das amostras, sendo o
tipo predominantemente detectado em 21 dos 22 paises. O HPV 18 foi o tipo
mais evidente na Indonésia. Os HPVs 18, 45 e 31 foram encontrados em 14%,
8% e 5% das amostras, respectivamente (BOSCH et al., 1995). Na Australia, a
prevaléncia de infeccdo do HPV em paciente com cancer de colo uterino foi de

91,9% da populagao estudada, sendo o HPV 16 o mais comum com 53,8% das
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amostras positivas (CHEN et al., 1999). Na América do Norte e Europa, o HPV
16 € o tipo mais comum entre os de alto risco (GOODMAN, 2000). No Brasil,
em Belém do Para, a prevaléncia de positividade para o HPV foi de 70% em
pacientes com carcinoma escamoso ou adenocarcinoma invasivo de colo
uterino, 63% em pacientes com neoplasia intra-epitelial graus dois e trés e
36,8% em cervicite crénica. O HPV 16 foi encontrado em 60,4% e 54,5% nos
dois primeiros grupos e os HPVs 16, 18, 33 foram encontrados em 71,4% dos
pacientes com NIC (NORONHA et al, 1999). Estudo realizado em Belo
Horizonte, usando hibridizagao in situ com sondas de DNA biotiniladas de
HPVs 6, 11, 16 e 18, mostrou que 14% dos casos de displasia leve/moderada
foram positivos para HPVs 6 e 11 e 7% péra HPV 16; no grupo de displasia
acentuada/carcinoma in situ, 31% tinham DNA de HPV 16 ou 18 e 20% dos
carcinomas invasores foram positivos para HPV 16 ou 18 e 73% dos
condilomas acuminados positivos para os HPVs 6 e 11 (GUIMARI\ES,
BRASILEIRO FILHO & PENA, 1992). Dessa forma, o HPV torna-se o principal
fator de risco para o desenvolvimento de cancer cervical seguido de outros
como: idade precoce ao primeiro coito, multiplos parceiros sexuais, tabagismo,
uso de anticoncepcional oral e parceiros com multiplas relagdes principaimente
com prostitutas (JIN, CASH & KENNEDY, 1999). O prognéstico de céncer
invasivo de colo uterino é dependente do potencial oncogénico do tipo de HPV
associado (LOMBARD et al., 1998). Em areas que prevalecem os tipos virais
de baixo risco oncogénico as mulheres infectadas ndo desenvolvem lesdes

cervicais graves (VILLA, 1997).



21

Em um estudo de caso-controle, evidenciou-sé que mulheres
positivas para HPV tém 3,8 vezes mais chance de desenvolver NIC 1 e 12,7
vezes mais chance de desenvolver NIC 2 e NIC 3 em relagdo a mulheres que
sdo negativas para HPV (LIAW et al., 1999). As lesbes pré-malignas (NIC)
podem progredir para carcinoma invasivo em 1,4% e para carcinoma in situ em
14%, enquanto que 36% dos carcinomas in situ evoluem para cancer invasivo,
sendo gque o tempo desta progresséo estaria estimado entre 10 anos e 15 anos
(SURIS, DEXEUS & LOPES-MARIN, 1999).

Evidéncias na citologia tém apontado para o fato de que a infeccéo
por HPV sofre um drastico decréscimo em sua prevaléncia com o aumento da
idade, uma vez que a maioria das infec-gées resolve-se espontaneamente.
Porém, aquelas que persistem sdao mais comumente causadas por tipos virais
de alto risco e tém maiores chances de progredir para lesdes cervicais graves
(REMMINK et al.,, 1995; SEDLACEK, 1999), principalmente se ocorrer alta
carga viral simultaneamente, definindo a importancia do teste de HPV no
acompanhamento das mulheres com NIC (HO et al., 1995).

Recentemente, tem-se analisado o efeito da infeccéo pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV) concomitantemente com infecgdo por HPV e
cancer cervical, sendo que as mulheres HIV soropositivas tém uma prevaléncia
cinco vezes maior de desenvolverem NIC que as mulheres soronegativas
(SURIS, DEXEUS & LOPES-MARIN, 1999). Outro estudo mostrou nao apenas
maior incidéncia de neoplasia intra-epitelial cervical e cancer como um tempo
menor de sobrevida para doencga invasiva. Pacientes com contagem de

linfocitos CD4 menor do que 500 x 10%/L tém alta incidéncia de NIC com severa
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displasia (HANKINS, COUTLEE & LAPOINTE, 1999). Outros estudos mostram
que estes efeitos também podem ser observados em transplantados renais

com imunodeficiéncia.

Mecanismo de infecgdo do HPV

Ao penetrar no organismo, o virus inicia o processo infeccioso nas
células da camada basal e produz duas mudangas epiteliais relevantes. A
primeira alteragdo ocorre na maturagdo celular que termina em células
diferenciadas, incluindo a atipia com coilocitose. Este processo € importante,
produzindo células incapazes de se dividirém. A segunda mudanca ocorre em
anormalidades das caracteristicas de crescimento e diferenciagéo do epitelio,
produzindo alteracdes na replicagdo das células basais e parabasais que
refletem em distirbios morfolégicos em todas as camadas celulares. Estas
alteragbes sao mediadas via HPV (E6, E7), alterando as fungGes dos ciclos
genéticos das células e mostrando a relagdo positiva entre HPV e cancer de
colo uterino (CRUM, 2000).

O DNA do virus, através de microtraumas e/ou quando exposto aos
epitélios imaturos ou metaplasicos (preferidos pelo virus) ou alterados por
processo inflamatorio, infecta o epitélio escamoso. Inicia sua replicacao em
células das camadas profundas porque nelas existe toda a estrutura de que o
virus depende para sua reprodugéo. A entrada do HPV nas células parece ser
mediada pela ligacao de proteinas do capsideo viral a receptor celular (ABRAO

et al., 1994).
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O virus do papiloma néo produz brotamento g partir da membrana
celular, ndo possuindo, portanto, envelope lipidico; mas possui uma cobertura
protéica que lhe permite continuar infeccioso fora das células por algum tempo
€ ser resistente ao éter (MELNICK et al., 1974: ANDROPHY, 1989).

O curso da infecgdo depende da acao dos componentes virais e do
comportamento das células contaminadas permissivas ou nao-permissivas, isto
€, que permitem ou ndo a formagdo de particulas virais completas.
Dependendo da interagcdo desses fatores, evolui para infecgio latente oy lesdo
clinicamente visivel.

A infeccdo que ocorre em células permissivas tera replicacao
limitada, estavel e sincrénica do DNA viral. Assim, todas as células-filhas terao
um numero suficiente de cdpias, mantendo a infeccdo de forma latente
(SMOTKIN, 1989). Nas células basais, embora seja o local da infeccdo
primaria, o genoma viral conserva-se em forma episébmica. Com g
diferenciagdo progressiva dos queratdcitos, ocorre amplificagdo do genoma
viral e a expressdo genética da regido /ate (L) com formacao de particulas
virais completas, alcangando até as camadas superficiais. Esta forma de
infeccdo da origem aos coildcitos, ao aumento nuclear, a multinucleacao, 3
disqueratose e em alguns casos chegam a lesdes de baixo grau que poderio
regredir, persistir ou progredir (SOUTHERN & HERRINGTON, 1998).

A expressdo do gene viral nas células basais infectadas provoca
uma resposta de divis&o celular anormal. Isto resuita em aumento do numero
de células germinativas, formagédo de papilas, hiperplasia da camada

espinhosa (acantose) e das células cornificadas (hiperceratose) e
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anormalidades na diferenciagdo celular (paraceratose). Depoié desta fase, os
virus s&o liberados com as células mortas que se descamam (SMOTKIN,
1989).

Na infeccéo que ocorre em células nao-permissivas, particulas virais
inteiras nd&o sdo encontradas, pois estas células perdem progressivamente sua
capacidade de diferenciagao. Isto € 0 que ocorre nas lesdes malignas, sendo
que o numero de copias do genoma viral & menor e, geraimente este se
encontra integrado ao genoma celular (REID & CAMPION, 1989). Esta
segunda forma de infecgao acontece quando a produgao vegetativa viral nao
ocorre e pode ser encontrada no epitélio escamoso ou glandular. O DNA viral
persiste como um elemento integrado ab DNA do hospedeiro com copia
simples Unica ou com multiplas repeticbes em varios sitios frageis
cromossdmicos (SOUTHERN & HERRINGTON, 1998).

A infeccdo pelo virus pode seguir trés caminhos: completo
clareamento apés infecgdo aguda, forma latente ou infeccdo ativa e
progressiva. Dessa forma, o virus pode seguir por trés cursos diferentes dentro
da célula: (1) o DNA viral é mantido intranuclear, extracromossomo € episomal,
enquanto replica sincronicamente com a célula hospedeira, produzindo uma
infecgao latente; (2) converséo de latente para infecgao ativa com infectividade
viral completa e (3) integracido de DNA viral no genoma da célula hospedeira,
sendo este o fenémeno visto em infecgbes associadas a transformagao

maligna (CHEAP & LOOI, 1998).
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Diagnésticos da infecgdo pelo HPV

O HPV que ¢é espécie-especifico néo infecta animais de laboratério e
nao pode ser isolado de amostras clinicas por meio de cultura de células, uma
vez que exige diferenciagido celular para suas replicagbes. Assim, ndo ha
testes sorologicos adequados para sua detecgdo. Apesar de particulas virais
serem detectadas pela microscopia eletrobnica e por técnicas de
imunocitoquimica, nenhum destes métodos € suficientemente sensivel para
identificar as infecgbes nao permissivas — as que nao produzem particulas
virais completas — além de terem baixa sensibilidade mesmo para as infec¢des
permissivas que produzam poucas particulas, como € o caso das lesGes
genitais (SCHNEIDER et al., 1987). |

Os métodos mais usados para o diagnostico da infec¢ao pelo HPV
séo: o exame clinico, evidente no caso de lesbes de condiloma acuminado; a
colposcopia, vantajosa para lesdes subclinicas, principalmente as de colo
uterino; a citologia que revela as alteragées celulares produzidas pelo virus e a
bidpsia que tem melhores resultados quando dirigida pela colposcopia. No
entanto, nenhum deles diagnostica as infecgdes latentes. Devido ao baixo
custo e a facilidade de execucdo, estes métodos sdo adequados para o
rastreamento populacional, apesar de ndo detectarem nem a infecgéo latente
nem o tipo viral (MURDOCH et al., 1988).

O maior custo beneficio entre os indicadores de infeccdo pelo HPV é
o da citologia. Quando os coilocitos sdo vistos com atipias nucleares,
hiperqueratose e paraqueratose, a correlagédo com teste de PCR para HPV tem

uma excelente associagdo. No entanto, a citologia ndo é inteiramente confiavel,
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principalmente devido a baixa reprodutividade entre os citologistas nos -
diagndsticos de lesbes de baixo grau (SEDLACEK, 1999).

O advento da tecnologia do DNA recombinante tornou-se possivel
diagnosticar de maneira mais adequada e sensivel a presenca do DNA do virus
HPV, essencial para qualquer tipo de infeccdo (SCHNEIDER et al., 1987). Os
avancos nesta area s6 foram possiveis pela a associagao de varios campos do
conhecimento cientifico como a genética, a bioquimica, a virologia e o estudo
da molécula do DNA (SOUTHERN, 1975).

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é atualmente o método
mais sensivel para diagnosticar a presenca do HPV em colo uterino humano de

pacientes infectadas (QU et al., 1997).

Reagio em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR (Polymerase Chain Reaction) € uma técnica de reagao
enzimatica que detecta quantidades infimas de DNA do agente infeccioso sem
a necessidade de cultura independentemente da resposta imune do
hospedeiro. Esta reagao vem mudando profundamente as praticas de pesquisa
nas areas de biologia molecular, genética e medicina. Usando a analise de
PCR, pode-se detectar uma pequena molécula de DNA do virus em 10° célula
do hospedeiro (ZAZOVE et al., 1998).

O método da PCR consiste em processo similar ao de replicagéo
que ocorre em todas as celulas procarioticas e eucaritticas. Utiliza-se a enzima

DNA polimerase que tem um papel fundamental nos processos de reparagéo e
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replicagago do DNA (LO & FELDMAN, 1994). A reagao & processada
ciclicamente em trés fases basicas, com duragdo de trés a cinco minutos,
realizadas sequencialmente em um mesmo tubo, havendo variagdo na
temperatura de incubagdo em cada uma das etapas.

A primeira etapa (desnaturagéo) € realizada na temperatura de 94°C
(ASTORI et al., 1998). Esta temperatura € suficiente para se quebrar as pontes
de hidrogénio, liberando duas fitas simples de DNA que podem ser
subseqlientemente reaneladas para formarem outro DNA com sua seqliéncia
complementar.

A segunda etapa (anelamento) ou associagéo dos iniciadores da
reacio de sintese ao DNA-molde, realiza-ée em temperaturas mais reduzidas
(50°C a 68°C). Em associacao ao DNA-alvo a ser amplificado, dois
oligonucleotidios de fita unica denominados iniciadores (primers) séo anelados
a sequiéncia complementar dispostos em oposi¢éo a hélice do DNA-alvo, um
interna, outro externamente.

A terceira etapa (extenséo) ou sintese ocorre a 72°C (ASTORI et al.,
1998). Nesta etapa ha a participagdo da enzima Taq polimerase, termoestavel,
que é proveniente da bactéria Thermus aquaticus (SAIKI et al., 1988),
mediando a ampliﬁcagéd desse fragmento de DNA (EISENSTEIN, 1990). No
fim do primeiro ciclo, a quantidade de DNA é duplicada e a expansao de uma
determinada seqiiéncia se faz de maneira exponencial, ou seja, 2"emque n é
o nimero de ciclos. Dessa forma, o numero de produtos longos aumenta
aritmeticamente conforme o nimero de ciclos processados, ou seja, 20 copias

ap6s 20 ciclos; enquanto que os produtos curtos aumentam de forma
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geométrica com um milhao de copias apos 20 ciclos, sendo que no final de 20
a 35 ciclos de amplificagao, a mistura da reagao forma seqiiéncias de DNA
detectaveis e analisaveis.

A analise ocorre apés um processo de elefroforese em gel de
agarose ou poliacrilamida, corado com brometo de etidio ou prata
respectivamente, seguido por exposi¢ao a luz ultra-violeta (LO & FELDMAN;

1994; FELDMAN et al., 1997).

Resumidamente, a reagéo de PCR pode ser vista na Figura 6.
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desnaturagio

duplicagdo de DNA

amplificagdo

FIGURA 6. Reagido em Cadeia da Polimerase.

As reagbes falso-positivas normalmente s&o causadas pela

contaminag&o do acido nucléico ocorrida nas amplificagdes prévias realizadas

no mesmo laboratério e/ou até mesmo por matéria organica advinda do préprio
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pessoal do laboratorio como cabelo, saliva e queratocitos, atuando como
contaminadores (BOYD et al., 1996).

As reacoes falso-negativas podem ocorrer devido as falhas na
detecgdo do acido nucléico, erros na mistura da reagéo, falha dos reagentes,
temperaturas erradas utilizadas durante os diferentes ciclos, e ainda a
qualidade inadequada do DNA, quando oriundo de tecidos embebidos com
parafina (LO & FELDMAN, 1994).

Os primers MY09/MY11 (MY-PCR) e GP5+/GP6+ (GP+-PCR) sao
os mais usados no sistema de amplificacao na detecgé@o do HPV DNA em
amostras clinicas. O MY-PCR & sintetizado com varios nucleotidios em cada
primer € é uma mistura de 25 outros .primers capaz de amplificar uma
variedade de tipos de HPV. O primer GP5+-PCR consiste em uma fixa
seqiiéncia de nucleotidios para cada primer € detecta varios tipos de HPV,
usando uma temperatura de anelamento diminuida durante a PCR (ZEHBE &
WILANDER, 1996). Ambos tém como alvo o gene L1 e simultaneamente
amplificam varios tipos de HPV genitais, sendo que 0 GP+-PCR pode detectar
19 diferentes genotipos, incluindo o 43 e o 44 que sao menos eficientemente
detectados pelo MY-PCR, sendo que este Ultimo € o mais freqlientemente
utilizado em ensaios clinicos (COUTLEE et al., 1997).

A escassez de estudos para deteccéo do HPV, utilizando o método
da PCR com dois primers € ém dois géis diferentes, despertou o interesse em

avaliar o melhor método para o diagnostico e prevaléncia do HPV no colo

uterino.
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Avaliar a sensibilidade dos géis de leitura de Agarose e de
Poliacrilamida no diagnéstico do HPV pela Reagao em Cadeia da Polimerase

em escovado de colo uterino humano.

Avaliar a prevaléncia do HPV em escovado de colo uterino humano

usando a associacdo dos primers MY-PCR e GP+-PCR na PCR com géis de

leitura de agarose e poliacrilamida.
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lll. MATERIAL E METODOS
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Foram estudadas 86 amostras de material de colo uterino recebidas
no Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal de Uberlandia no
periodo de margo a abril de 2000. As amostras foram coletadas, usando
escovas endocervicais por ginecologistas do ambulatério periférico da mesma
Universidade e de consultorios particulares. Como consequéncia, as pacientes
analisadas apresentavam condigoes sociais distintas. A meédia de idade das
pacientes foi de 32 anos e 6 meses com desvio padrao de 11 anos e 8 meses,
com uma amplitude de 18 a 66 anos.

O material coletado das regiéeé endocervicais e ectocervicais foi
colocado em tubos estéreis, contendo 1ml do tampéo de lise nuclear - TLN
(Tris-HCI 10mM, EDTA 2mM e NaCl 400mM); em seguida, identificado com o
nome da paciente, numerado e posteriormente encaminhado ao Laboratorio
para realizar a pesquisa.

Cada amostra recebeu uma numeragdo para facilitar o
desenvolvimento da pesquisa. Estas foram colocadas em camara fria na
temperatura de 4°C até a realizacdo da extragao do DNA.

Este estudo foi submetido a apreciagdo da Comissao de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia e aprovada a sua realizacdo

em 05/04/1999 (anexo 1).
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3.2. EXTRAGAO DO DNA DO MATERIAL ENDOCERVICAL

As amostras foram retiradas dos tubos ja numerados e colocadas
em eppendorfs (1,5ml), igualmente numerados, para realiza¢ao da extracao do
DNA: em cada eppendorf foi colocado 1ml da amostra do material cervical em
tampao de TLN, 20pL de proteinase K e 10uL de SDS (Dodecil Sulfato de
Sédio), para auxiliar na degradagéo das proteinas que, em altas quantidades,
influenciam na qualidade do DNA a ser extraido.

Estes eppendorfs foram incubados em banho-maria a 60°C por oito
a 10 horas. Em seguida, foi acrescentado NaCI saturado no volume de 1/3 do
volume da amostra, deixando por 10 minutos a -20°C. 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 duas vezes o
volume da amostra de etanol absoluto e centrifugado a 15.000 rpm durante 15
minutos para precipitar o0 DNA. O precipitado de DNA foi lavado com etanol
70% e posteriormente ressuspensos em 50ul de agua deionizada e estocados

a -20°C para posterior realizagao da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
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3.3. REAGAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

A metodologia empregada foi a descrita por INNIS et al. (1990). A
amplificacéo pela PCR (aparelho de PCR da MJ Research) foi realizada com a
utilizacéo de quatro pares de primers degenerados que anelam na seqiéncia
L1 do genoma do HPV: o MY09 (5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3) e
MY11 (5-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3') onde M= A+C, R= A+G, W= A+T
e Y= C+T que amplificam cerca de 450 pares de bases (MANOS et al., 1989),
e o GP5+ (5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3) e GP6+ (5-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3) que amplificam 150 pares de bases
(QU et al., 1997).

Cada reagso de PCR foi realizada com 5uL de DNA genbmico, 7,5
pmoles de cada primer, 10mM de cada dNTP, 1,5mM de Cloreto de Magnésio,
2,5ul de tampao da Tag-DNA polimerase e uma unidade da enzima Tag-DNA
polimerase, em um volume final de reagéo de 25ul..

O programa utilizado na PCR (35 ciclos) estda demonstrado na

Tabela 2.

TABELA 2. Programa utilizado na Reagao em Cadeia da Polimerase.

Programa Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacao 94 40 seg
Anelamento dos primers 58 40 seg
Extensao 72 40 seg

Extensao final 72 5 min
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Para maior confiabilidade quanto ao resultado da PCR, todas as
reacoes foram repetidas por duas vezes e s6 depois confirmado o diagnéstico.
Impedindo que a concentragdo de DNA pudesse interferir na reagdo de
amplificagdo, todas as amostras foram cuidadosamente manipuladas em
condigdes semelhantes e a qualidade e concentragdo foram verificadas pela

absorbancia (Axg) em espectofotdmero e pela analise em gel de agarose.

3.4. ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE E VISUALIZAGAO DA

AMPLIFICAGAO

As amplificacdes foram corridas em Gel de Agarose 1,5% (1,5g de
Agarose em 100ml de tampao TBE) e tampao de gel de eletroforese de TBE
0,5X (Tris-HCI, EDTA e Acido Borico) (SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIST,
1989).

O gel foi submetido a uma voltagem constante [100 volts]. Apds
1:30h de corrida, o gel foi levado a luz ultra-violeta para observacao das
bandas e posteriormente ao sistema de video-documentacdo Imagemaster

VDS (Pharmacia Biotech) para realizagéo das fotografias.
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3.5. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA E VISUALIZAGAO

DA AMPLIFICACAO

Apdés a realizagdo da amplificacdo, 2ul de um corante de
carregamento (0,125% bromophenol blue, 0,125% xylene cyanole e 12,5%
ficoll 400 ou 50% glicerol) foram adicionados a 10ul do produto amplificado e
submetido & eletroforese em gel de poliacrilamida, realizada conforme
SAMBROOK, FRITSCH & MANIATIST (1989). A concentragido dos géis de
poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida — 30:0,8) foi de 10%. A eletroforese
realizada em tampao 1x TBE (90mM Tris-Borato — 2mM EDTA pH 8,5) durante
2:30h. Apos a eletroforese, a detecgdo dos fragmentos foi feita em coloragao
pela prata, conforme descrito por BUDOWLE et al. (1991) com algumas
modificagdes. Inicialmente, o gel foi fixado em solugao de etanol 10% por 10
minutos, oxidado em acido nitrico 1% por seis minutos, lavado em agua
destilada duas vezes, imerso em solugdo de 0,012M de nitrato de prata e
0,056% de formalina por 20 minutos, revelado com solu¢ao gelada (8°C) de
0,28M de carbonato de sédio anidro, 0,056% de formalina e 4uM de tiosuifato
de sodio até a obtengao adequada da imagem. A reacao foi parada em 10% de
acido acetico glacial gelado e entao o gel foi seco entre folhas de celofane. Os
géis foram fotografados no sistema de video-documentagdo Imagemaster VDS

(Pharmacia Biotech).
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3.6. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para a analise estatistica da PCR, foi aplicada a prova de McNemar
(SIEGEL, 1975), adequada a amostras emparethadas, cujos dados se
apresentam em escala nominal (positivo x negativo). O nivel de significancia foi
estabelecido em p= 0,05 em uma prova bilateral e indicando com asterisco (*)
os valores significativos. O teste z (DAWSON-SAUNDERS & TRAPP, 1994) foi
aplicado para a comprovagéo deste resultado. Em seguida foi realizado o teste
de Kappa (DAWSON-SAUNDERS & TRAPP, 1994) que mede o acordo
existente entre duas proporgao, ou seja, a propor¢do das frequéncias

esperadas e a das fregiiéncias observadas.
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IV. RESULTADOS
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O presente estudo avaliou 86 amostras de material cervical para a
detecgdo do papilomavirus humano (HPV), usando a reagao em cadeia da
polimerase (PCR). Esta foi realizada, utilizando-se dois primers e dois géis
distintos. Cada amostra foi submetida a quatro reagbes. Visando aferir o poder
de confiabilidade das reagoes, observou-se a q(:alidade das amostras

visualizadas no gel que indicou qué O procedimento padréo da extragéo de

DNA foi eficiente (Figura 7).

FIGURA 7. Padrao eletroforético do DNA genérﬁico extraido das

amosiras cervicais.

Das 86 amostras de colo uterino submetidas a estudo pelo PCR
encontrou-se uma positividade em 48 delas, com uma prevaléncia de 55,81%

para a populagao analisada (Tabela 3 e Figura 8).




TABELA 3. Diagnéstico da infecgdao por HPV pela PCR.

Resultado Nuamero de amostras
Positivo 48
Negativo 38
Total 86

Negativo Positivo

44,19% 55,81%

FIGURA 8. Prevaléncia da infecgdao do HPV diagnosticado pela PCR.

42
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O primer MY09/MY11 detectou 14 amostras (16,27%) positivas em
gel de agarose (Figura 9) e 20(23,25%) em gel de poliacrilamida, sendo que
este dltimo detectou todas as amostras positivas no gel de agarose e mais seis
em poliacrilamida (Tabela 4 e 5 e Figura 10). O teste de McNemar, com as
frequéncias de reagoes positivas e negativas usando este primer e os dois géis
tem o valor de X2 = 4,17 com 0,025 < p < 0,05 e indica que houve diferenca
significativa entre 0s resultados de positividade, sendo os valores mais
elevados com o gel de poliacrilamida. O valor do teste de z=2,044 com p=0,04
reforga o dado anterior. O valor do teste de Kappa de K=0,78 indica que existiu

78% de acordo entre as duas reacoes.

FIGURA 9. Amplificacio pela PCR das amostras de material cervical
pelos marcadores MY09/MY11, indicando auséncia e
presenga do HPV. M (marcador); Colunas 1, 3, 5, 7, 9 e 12
(auséncia); Colunas 2, 4, 6, 8, 10 e 11 (presenga); Coluna 13

(controle com auséncia de DNA).
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TABELA 4. Resultado individual por amostra para o primer MYO9/MY11

em géis de Agarose e Poliacrilamida.

Amostra MYO9/MY11

Agarose Poliacrilamida
2 Negativo Positivo
4 Negativo Positivo

Positivo Positivo
10 Positivo Positivo
12 Positivo Positivo
20 Positivo Positivo
22 Positivo Positivo
27 Positivo Positivo
31 Positivo Positivo
33 Positivo Positivo
41 Negativo Positivo
46 Negativo Positivo
59 Negativo Positivo
68 Negativo Positivo
69 Positivo Positivo
70 Positivo Positivo
73 Positivo Positivo
75 Positivo Positivo
76 Positivo Positivo
77 Positivo Positivo

Total 14 20
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TABELA 5. Positividade total para o primer MYO9/MY11 em géis de

Agarose e Poliacrilamida.

AGAROSE POLIACRILAMIDA
MYO9/MY11
N N
Positivos 14 20*
Negativos 72 66
Total 86 86
*p =0,05

251"
”

151
10

Porcentagem de
positividade de MY

Agarose Poliacrilamida

Métodos

FIGURA 10. Prevaléncia do primer MYO9/MY11 em géis de Agarose e

Poliacrilamida.




FIGURA 11.

FIGURA 12.
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Gel de Agarose corado com brometo de etidio de produto
amplificado pelos marcadores GP5+/GP6+, apresentando
fragmento de 150pb. As amostras estio identificadas como
positivas (+) ou negativas (-). A primeira coluna esta

representada pelo padrio de peso molecular conhecido
(100pb Ladder).

Gel de Poliacrilamida corado por prata de produto
amplificado pelos marcadores GP5+/GP6+, apresentando
fragmento de 150pb. As amostras estdo identificadas como
positivas (+) ou negativas (-). A primeira coluna esta

representada pelo padriao de peso molecular conhecido
(100pb Ladder).
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TABELA 6. Resultado individual por amostra para o primer GP5+/GP6+

em géis de Agarose e Poliacrilamida.

Amostra ___,/————’—‘—"‘GP5+IGP6+
Agarose Poliacrilamida
1 Positivo Positivo
2 Negativo Positivo
3 Positivo Positivo
6 Positivo Positivo
10 Negativo Positivo
11 Negativo Positivo
13 Negativo Positivo
16 Negativo Positivo
17 Negativo Positivo
18 Negativo Positivo
24 Negativo Positivo
26 Positivo Positivo
27 Positivo Positivo
31 Negativo Positivo
34 Positivo Positivo
35 Positivo Positivo
36 Positivo Positivo
38 Negativo Positivo
39 Positivo Positivo
41 Negativo Positivo
42 Positivo Positivo
44 Positivo Positivo
46 Negativo Positivo
47 Positivo Positivo
51 Negativo Positivo
52 Negativo Positivo
53 Negativo Positivo |
54 Negativo Positivo
68 Negativo Positivo
73 Negativo Positivo
74 Positivo Positivo
76 Negativo Positivo
77 Positivo Positivo
79 Negativo Positivo
80 Negativo Positivo
81 Negativo Positivo
82 Negativo Positivo
84 Positivo Positivo
Total 15 38
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TABELA 7. Resultado total para o primer GP5+/GP6+ em géis de Agarose

e Poliacrilamida.

AGAROSE POLIACRILAMIDA
GP5+/GP6+
n N
Positivos 15 26*
Negativos 71 48
Total 86 86
*p = 0,05.

Porcentagem de
positividade de GP

Agarose Poliacrilamida
Métodos

FIGURA 13. Prevaléncia para o primer GP5+/GP6+, em géis de Agarose e

Poliacrilamida.
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No gel de poliacrilamida, 10 amostras apresentaram-se comuns para

ambos os marcadores (11,63%), sendo que a prevaléncia neste gel €

equivalente a prevaléncia total de 55,81%. O teste de McNemar com as

freqiiéncias de reagoes positivas e negativas obtidas com este gel e os primers
MYO9/MY11 e GP5+/GP6+ tem-se que o valor X2 = 7,60 com 0,005 < p < 0,01
e indica que existe diferenca significativa entre os resultados de positividade,

sendo que o maior valor foi com o primer GP+-PCR. O valor do teste z= 2,76

com p= 0,008 confirma este achado, sendo que o Kappa de K= 0,06 indica que

o acordo entre as duas reacdes foi de 6%.

Considerando o0s resultados com a agarose associada aos dois

primers, a positividade foi de 27 (31,4%), sendo que duas (2,33%) foram

positivas nos dois pares de primers testados. O teste McNemar com as

frequéncias de reacoes positivas e negativas obtidas com este gel e os primers

MYO09/MY11 e GP5+/GP6+ tem-se que O X2 = 0 com p > 0,05 e indica que nao

existe diferenca significativa entre 0s resultados. O valor do teste z=0 com p=1

confirma este resultado, sendo que o Kappa K= -0,037 mostra que o acordo

entre as reacoes e menor do que se poderia observar em uma unica chance

(Tabela 8 e Figura 14).
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TABELA 8. Diagnostico em géis de Agarose e Poliacrilamida no

resultado positivo total (PT) ou positivo comum (PC) aos dois

primers.
Prevaléncia
Géis
PT PC
Agarose 27 9
Poliacrilamida 48 10

601’

@PT

40-
opPC

Prevaléncia

Agarose Poliacrilamina

Métodos

FIGURA 14. Prevaléncia em géis de Agarose e Poliacrilamida no resultado

positivo total (PT) ou positivo comum (PC) aos dois primers.
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V. DISCUSSAO
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A detecgdo do Papilomavirus Humano (HPV) no aparelho genital

feminino esta se tornando fundamental na definicéo de condutas das lestes do

colo uterino e no prognestico para 0 acompanhamento de pacientes com maior

risco para desenvolvimento de cancer cervical. Em humanos, o HPV esta

relacionado com grande variedade de lesdes benignas como verrugas, cistos

epiteliais, neoplasias intra-epiteliais anogenitais, oro-laringeas e faringeas,

papilomas e outras hiperqueratoses, € tem correlagdo direta com lesoes

malignas visto que 0 DNA viral & encontrado na maioria dos cénceres de colo

uterino (SPANDIDOS et al., 2000).

Estudos conduzidos nos Gltimos 20 anos tém mostrado que o cancer

e longa laténcia (FRANCO,

cervical & uma doenga de causa multifatorial e d

2000). OHPV € atualmente o principal fator relacionado com esta patologia. A

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) & o método mais sensivel para

identificar a infecgdo do HPV em amostras clinicas de colo uterino (QU et al.,

1997). Contudo, fatores adversos podem interferir nesta reagdo, sendo

o a ocorréncia de resultados

necessaria uma investigagéo rigorosa, evitand

falso-negativos € falso-positivos. Fatores como qualidade e concentragao do

DNA na amosira, concentragéo de MgCl,, temperatura de anelamento,

diferentes tipos virais, carga viral no colo uterino, diferentes sistemas de

detecgéo e sensibilidade dos géis de leitura podem afetar, juntos ou isolados, 0
R e como conseqiiéncia, a

resultado final do diagnostico molecular pela PC

determinagao da prevaléncia real da infecgao do HPV.

mente 100% dos canceres de colo uterino contém HPV

Aproximada

s células (CRUM, 2000; STOLER,

2000). Este fato isolado mostra a

em sua
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importancia na determinacdo da presenca do virus no colo uterino

principalmente em mulheres positivas com virus de alto risco, mesmo que

assintomaticas ou naquelas que tém algum achado sugestivo da presenca do

em rotineiramente utilizados.

virus em exames clinicos ou em exames de triag

O prognéstico do cancer invasivo de colo uterino é dependente do potencial

oncogénico do tipo de HPV associado (LOMBARD et al., 1998).

Em sua agéo, o HPV integrar-se ao DNA das células cervicais que

ovocando a formacdo de células tumorais através da

estdo em divisao, pr

deleico provocada por uma regiao especifica do virus (E2 e L2), alem da agao

de dois genes do seu genoma (E6 e E7) que sdo ativos na replicagao e

o celular (ZUR HAUSEN, 1999).

molecular, especiaimente a PCR, poderéo

transformaca

Os exames de biologia

serem utilizados no rastreamento € detecgéo de pacientes com infecgéo pelo

HPV, além de servir de parametro para o esclarecimento de pacientes

portadoras do virus 4 importancia de cuidar-se com relagao a outros fatores

implicados na génese do cancer de colo, principalmente 0 tabagismo € a

promiscuidade sexual. Os resultados destes testes influi de forma decisiva no

neoplasicas do colo uterino (SCHOELL, JANICEK &

tratamento das lesoes pré-

MIRHASHEMI, 1999).

& importante na triagem de lesoes do colo

O exame citoldgico

uterino. Utilizando a citologia nos gltimos 40 anos, houve decréscimo de

aproximadamente 70% na mortalidade por cancer de colo, porém sua

a maior causa de cancer entre as mulheres de

incidéncia ainda € a segund
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paises desenvolvidos € 2 primeira nos paises em desenvolvimento

(SEDLACEK, 1999).

Na pratica clinica, a validade do método molecular no diagnostico e

na detecgdo do papilomavirus & questionada por alguns autores. Estudos

mostram que 0s exames de biologia molecular nao melhorariam os resultados

obtidos com a associagdo da colposcopia € citologia na triagem das lesoes

cervicais (GOODMAN, 2000). Porém, como a avaliacdo citologica varia de

acordo com a interpretacao e experiéncia do citologista, sofrendo influéncia de

varios outros fatores como adequagao da coleta, fixacdo do material,

amina, controle de qualidade das leituras realizadas, a

preparagdo da |

ocorréncia de altos indices de falso-negativos mostra a deficiéncia deste

método diagndstico (STOLER, 2000). A sensibilidade da citologia € baixa,

| seja alta para lesbes de

embora a especificidade do esfregago cervica

neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) de alto grau e cancer, e baixa para

lesdes de baixo grau (SPITZER, 1998).

Evidéncias de acompanhamento por citologia tém apontado que a

infeccao por HPV sofre um drastico decréscimo de sua prevaléncia com 0

aioria das infecgdes resolvem-

aumento da idade das mulheres, sendo que a m

se espontaneamente e aquelas que persistem s30 mais comumente causadas

to risco e com maiores evidéncias de progredirem para

REMMINK et al., 1995; SEDLACEK, 1999). Este

por tipos virais de al

lesGes cervicais de alto grau (
fator & importante, principalmente sé estiver associado virus de alto risco com
. A presenca da infeccdo do HPV temum risco atribuido de 85%

plasia cervical (STOLER, 2000).

alta carga vira

a 90% para o desenvolvimento de dis
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A presenga do virus isoladamente parece nio ser suficiente para o

desenvolvimento de lesbes cancerosas cervicais sem a presenga de outros co-
fatores. Assim, o tabaco, a promiscuidade sexual, os efeitos hormonais
esteroidais, a luz ultra-violeta e principalmente a imunodeficiéncia tém forte

ese da doenga pelo HPV no colo uterino (GOODMAN,

implicaggo na patogén
2000). Dessa forma, as pacientes com teste de biologia molecular positivo para
HPV deveriam serem avaliadas mais regularmente, com menor intervalo de
que as pacientes com teste negativo poderiam ter um

co a 10 anos (STOLER, 2000).

tempo, enquanto

intervalo de avaliagdo mais 1ongo de cin

E impossivel definir exatamente a real incidéncia efou prevaléncia da

infecgao por HPV, principalmente pelo carater efémero da infecgdo e a

auséncia de lesoes visiveis 2 macroscopia, ja que as verrugas genitais

o visivel do “jceberg” nas mulheres e homens

representam apenas o top
da incidéncia total (SEDLACEK, 1999;

infectados, isto & menos de 1%

McGLENNEN, 2000). Em sua histé sabe-se que a maioria das

ria natural,

de espontaneamente em um periodo de 12 a 24

infecces por HPV regri

meses. A detecgéo de baixos niveis de HPV nao tem valor clinico porque altos

niveis de infeccdo s&0 necessarios; porém, nao suficientes para ©
desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial cervical e cancer. Mulheres que

risco baixo de desenvolver

permanecem infectadas com carga viral baixa tém

doencas significativas (SPITZER, 1998), enquanto que maior numero de copias

m maior freqiiéncia em pacientes com lesbes mais

do genoma viral € visto co

severas (CHANG et al., 1997). A detecgao do HPV no colo uterino de mulheres
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com neoplasias intra-epiteliais cervicais tem tornado primordial nos seus

seguimentos (HO et al., 1995).

A prevaléncia de HPV nesta amostragem foi de 55,81%. Este dado

foi determinado pela positividade observada em gel de poliacrilamida,

associando os dois pares de primers. Das 48 amostras positivas, 25 casos

foram determinados apds a utilizacao do gel de poliacrilamida. Porém,

considerando apenas o primer GP5+/GP6+, notar-se-a que este foi
responsavel pelo diagnostico de 21novos casos, 0 qué equivaleria a 84% de

novos diagnosticos. Isto demonstra que a reacdo da PCR, usando esta

associacdo de gel de poliacritamida € 0 primer GP5+/GP6+ foi superior as

a ser a melhor op¢ao diagnéstica, ou seja,

demais (p<0,001) e que poderi
a de falso-negativos em casos de optar somente por uma

menor incidénci

reacao.
Estes dados refletem a prevaléncia real final da populagao estudada,

independente de ser assintomatica ou sintomatica para infec¢ao de HPV, uma

vez que as amostras foram recebidas € numeradas sem historico de sintomas
elou sinais prévios indicativos da infeccao pelo virus que pudessem interferir ou
dirigir o exame. Assim, também néo foram colhidas as informagdes sobre a
o ou colposcopico da paciente para a realizagado do

citologia, o historico clinic

exame diagnostico por PCR.

A prevaléncia usando o primer MY09/MY11 foi de 16,27% em gel de

gel de poliacrilamida. Este primer é mais usado em

agarose € 23,25% em
sia (QU et al., 1997). Existe diferenca

s na América do Norte € SulenaA
as duas reagbes (p=0,04) com a poliacrilamida,

estudo

estatistica significativa entre
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aumentando em 42% a prevaléncia da amostra. Mesmo para o primer

MYQ9/MY11 que amplifica 450 pares de base, o gel de poliacrilamida melhora

a visualizaggo dos resultados. O uso da poliacrilamida fez o diagnostico de

todas as reagdes positivas em gel de agarose € mais algumas possiveis falso-

negativos neste gel. O acordo de 78% de positividade em ambos 0s géis de

leitura indica que as duas reagoes tém substancial concordéncia, porém com

melhor sensibilidade de leitura no gel de poliacrilamida.

Com os dados obtidos com O primer GP5+/GP6+, fica mais evidente

a importancia do gel de poliacrilamida na leitura dos resultados. Este primer €

mais comumente utilizado nos estudos europeus (QU et al, 1997). A

prevaléncia com gel de agarose foi de 17,44%, enquanto que com O de

poliacrilamida foi de 44,18%. lIsto representou um aumento no diagnostico

relevante (p<0,001) do gel de poliacrilamida para 0 de agarose. Todas as

reacdes positivas em gel de agarose foram visualizadas no de poliacrilamida;

o entre elas de moderada concordancia (42%) devido ao

porém, com um acord

grande aumento na positividade, usando a leitura em poliacrilamida. Como o

primer GP5+/GP6+ amplifica 150 pares de base, o resultado final da reagao é

éncia das bandas neste

melhor visualizado no gel de poliacrilamida cuja evid

sistema de eletroforese & muito mais sensivel que 0 de agarose (SAMBROOK,

FRITSCH & MANIATIST, 1989).

A infeccdo do HPV no aparelho genital inferior é a mais comum das

doencgas sexualmente transmissiveis (SEDLACEK, 1999). Apos infectar as

células cervicais, 0 seu genoma & mantido como episoma no nGcleo celular.
Nas lesoes de neoplasia intra-epitelial cervical e cancer, ele é integrado ao
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cromossoma das células hospedeiras (VILLA, 1997). A prevaléncia da infeccao

pelo HPV em nossa amostra foi 55,81%, sendo superior ao encontrado por

outros autores, uma vez que neste estudo estdo envolvidas as reagbes com o

uso de dois primers e dois géis para a detec¢ao do virus.
Comparando isoladamente as reagdes, observar-se-a que a

prevaléncia neste trabalho & compativel com outros estudos realizados. O

primer MY09/MY11 em gel de agarose (16,27%) e em poliacrilamida (23,25%)

e o primer GP5+/GP6+ com gel de agarose (17,44%) s@o compativeis com os

dos trabalhos publicados na literatura, mostrando uma prevaléncia que varia de

15% a 25%. A maioria destes estudos foram realizados usando-se somente um

primer, sendo 0 gel de agarose O mais utilizado na eletroforese de leitura da

PCR. O aumento da prevaléncia foi relevante com a associagdo de

poliacrilamida e 0 primer GP5+/GP6+ (44,18%); porém, mesmo assim estaria
proporcional aos 43% encontrados em outro estudo realizado com mulheres

jovens (HO et al., 1998), e proximo & positividade da casuistica de Séo Paulo

que foi de 38% de positividade (FRANCO et al, 1999). E importante

caracterizar que a casuistica do presente estudo foi realizada sem a selecéo

prévia de pacientes quanto a presenga ou auséncia de sintomatologia para

infeccao do HPV, bem como ndo tendo a interferéncia do fator da idade da

paciente ou triagem de lesdes prévias.

Este estudo mostrou de forma bem definida a diferenca na

prevaléncia do HPV usando as quatros reagoes, tanto observando o tipo do

primer utilizado, como analisando a leitura dos géis em eletroforese. O par de

primer GP5+/GP6+ foi mais eficiente da deteccao do HPV, principalmente
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utilizando o gel de poliacrilamida na leitura das reagoes. Isto & contrario aos

resultados da literatura que nao observou diferenca significativa entre os

marcadores GP5+/GP6+ € MY09/MY11 no diagnostico do HPV, somente na

determinagao de infecgoes maltiplas em que O primer GP+-PCR falhou em

aproximadamente metade das amostras, porém, mais de um tipo de HPV foi

detectado pelo primer MY-PCR (QU et al., 1997). Outro estudo que analisou 0s

dois primers em uma reacao de PCR-nested em biopsia de colo de dtero,

também ndo apresentou diferenca significativa na sensibilidade dos dois

marcadores na determinacao da infeccao pelo HPV (ZEHBE & WILANDER,

1996). Ambos os estudos foram realizados com os dois primers em gel de

agarose, tornando-se compativel com 0s dados desta amostra que neste

mesmo gel de leitura ndo se observou diferenca significativa comparando os

dois primers (p>0,05); todavia, também n&o se encontrou nenhum acordo

quando se comparou as duas reacgoes.

O uso de varios primers associados aumenta a chance de

diagnostico das pacientes falso-negativas atribuida ao uso de um primer

isoladamente como demonstrado em bidpsia de pacientes com carcinoma

invasor de colo de utero (KARLSEN et al., 1996; QU et al., 1997). Na amostra

estudada, quando se usou a associagao dos primers, somente ocorreram dois

e detectado no gel de agarose (2,33%). Com o uso associado

iagnosticada de HPV pelo gel de

casos comument

dos dois primers aumentou a prevaléncia d

9%, sendo melhor que 0S resultados obtido com um primer

agarose em 31 3

isoladamente. Isto & proximo dos achados da literatura em que a associagao

a 25% de positividade

dos primers MY01 1/MY09 e GP5/GP6 adicionou de 15%
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encontrada do HPV em colo uterino com NIC (FEOLI-FONSECA et al., 1998).

No gel de poliacrilamida, 10 amostras foram comumente diagnosticadas pelos

dois primers (11,63%), com nenhuma concordancia entre as reacdes. Com os

dois primers juntos, a prevaléncia foi de 55,81% neste gel, refletindo uma maior

efetividade na determinagdo da presenca do HPV no colo uterino que o gel de

agarose, bem como maior sensibilidade no diagnostico que comparado com o

uso isolado de um primer.

Os primers amplificam fragmentos de DNA de varias regides do

genoma do HPV. Tém-se desenvolvido e utilizado diferentes combinagbes

destes primers no diagndstico da infec¢ao pelo papilomavirus humano. Porém,

os primers que amplificam fragmentos de DNA na regido conservadora de L1

tém-se tornado os mais utilizados nos estudos epidemiologicos € na pratica

clinica (QU et al, 1997). Fatores ligados aos primers podem interferir na

a de infecgdo da

positividade da PCR e como consequiéncia na prevalénci

populacéo analisada. A alta sensibilidade da PCR com primer tipo-especifico

explicaria porque algumas amostras ddo resultados positivos nesta reacdo e

negativos em PCR com primer de consenso.

O primer MY-PCR tem dificuldade em amplificar longos produtos de

amostras contendo baixa quantidade de DNA. O primer GP+-PCR amplifica

curtos produtos em PCR com maior sensibilidade em amostras de cancer de
colo uterino e poderia ser mais usado na detecgdo de HPV neste caso. A

associagdo oportuna destes aumenta a positividade da reacdo, diminuindo os

estar correlacionados com uma deleicado ou

icio da PCR

falso-negativos que poderiam

mutacdo na regiao de L1 em que ocorre o anelamento no in
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(KARLSEN et al., 1996). Os primers de consenso como MY e GP+ tém

espectro de detecgéo viral diferente, sendo mais seletivos para determinados
tipos de HPV. A associagéo dos dois em uma reacéo de PCR-nested com 20
ciclos para o MY e 30 ciclos para o GP+ aumenta a sensibilidade em 10a 100
vezes, comparando-se ao MY isoladamente (ZEHBE & WILANDER, 1996).
Isto indica que a associagao dos primers devera fornar-se uma opgdo para o

diagnéstico do HPV em colo uterino, aumentando a sensibilidade da PCR como

encontrado neste estudo.

As pacientes negativas com O MY e positivas com o GP+ sao
e devido a amostras com baixa carga viral onde o MY nao faz o

provavelment
ongos com 450pb, porém o GP+ que

diagnostico por amplificar produtos |
curtos com 150pb faz a detecgdo. As amostras de pacientes

amplifica produtos
negativas em GP+ e positivas em MY refletem provavelmente o potencial

e destes primers em amplificar tipos virais mais sensiveis

diferente de habilidad

a cada um deles. Porém, como neste estudo nao se fez a tipagem do HPV,

esta hipotese fica correlacionada com relatos de trabalhos prévios da literatura

(QU et al., 1997).

Mudancas realizadas nos primers melhoram a sensibilidade da PCR.

cao do . primer GP5/GP6 para GP5+/GP
e, aumentando concomitantemente a sua

Na modifica 6+, ocorreu um acréscimo

de 20% na sua sensibilidad
m relagdo & temperatura da reacéo, a PCR hot-start aumentou

especificidade. E
ada a cold-start (ZEHBE & WILANDER,

a sensibilidade em 7% quando compar
e modificou o primer MY09/11 para PGMY09
positivos com MY09/11. Esta

1996). O estudo qu /11 aumentou

a prevaléncia de 62,8% positivos contra 55,1%
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reacao utilizou a PCR com primers biotinilados e os produtos foram revelados

por reacdo colorimétrica que é superior ao gel de agarose e semelhante ao de

poliacrilamida, tendo mdltiplas infeccoes detectadas com maior sensibilidade

pelo primer PGMY09/11 (40% contra 33.8% dos positivos) (GRAVITT et al.,

2000).

tém mostrado que técnicas de deteccdo do HPV podem

Estudos

subestimar a sua verdadeira prevaléncia em amostras de material cervical. Isto

estaria relacionado com 0 Uso de somente um tipo especifico de primer ou com

géis de leitura da reagdo COMO deste trabalho. A variagdo da concentracao
viral, indicada pela intensidade diferencial das bandas observadas nos geéis,
sugere que muitos fatores podem inﬂuénciar a amplificagdo: tipo viral,
qualidade dos reagentes, condi¢oes de amplificagéo, concentragdao de Taq

DNA polimerase, DNA molde e MgCl,, além da qualidade do DNA e do tipo de

eletroforese (INNIS et al., 1990). Procurou-sé padronizar todas as condigoes,

inclusive a concentragéo do DNA molde; permitindo, assim, apenas a variagao
de que certos tipos

da concentragdo de virus em cada amostra. A indicacao

virais tém maior ou menor replicagdo no hospedeiro associada a baixa
resolugao do gel de agarose e infecgbes precoces, explica naturalmente a

grande variabilidade na detec¢ao do HPV, conseqlientemente influindo na
obtengao de resultados falso-negativos € na prevaléncia das amostras.

Todos os aspectos da variabilidade do HPV evidenciam que este

virus esta evoluindo com 0 hospedeiro e que S€ pode encontrar um de baixo

risco associado a uma lesdo de maior grau, demonstrando que O

ancia imunolégica da mulher

desenvolvimento do cancer depende da resist
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(ODUNSI et al., 1996). Um teste de diagnostico de HPV associado a citologia

ou isolado, usado em sistemas de triagem primaria, poderia melhorar a

sensibilidade dos programas de prevengéo do cancer de colo uterino. Assim,

ade de repetir o exame citoldgico

selecionam-se pacientes com maior necessid

e colposcopico em menores intervalos de tempo, de acordo com a presenga ou

auséncia de tipos virais de alto risco. A utilizaggo da PCR pode colaborar no
estudo da historia natural evolutiva da infeccao pelo HPV que se mistura com a

histéria evolutiva do cancer de colo uterino (COUTLEE et al., 1997).

Como varios outros virus, o HPV é um fascinante organismo. Apos o

contato e a infecgdo, € extremamente dificil ou impossivel a sua erradicacao do

organismo. E um virus associado a varias doencas; porém, com alto indice de
regressao espontanea mesmo na auséncia de tratamento. Naturalmente, um
eito ainda permanece sem

grande numero de questionamentos a seu resp

resposta. Assim, a importancia do estudo da infeccdo pelo HPV vem

géncia da sua alta prevaléncia € de estudos

aumentando em conseq

epidemiologicos qué confirmam a sua relagdo com cancer cervical, bem como

causa direta das neoplasias intra-epiteliais cervicais, independente de outros

fatores de risco. Com 0S avangos da biologia molecular, a padronizagéo de

cdo do HPV estreitou ainda

testes precisos € altamente sensiveis para detec

mais a relagdo HPV e carcinoma cervical. As técnicas de biologia molecular

tém-se mostrado eficientes, visto que a sensibilidade desses exames possibilita
a descoberta do virus, sua tipagem e carga viral mesmo na auséncia de

o de

doenca instalada, contribuindo de forma decisiva com a determinacé

prognostico da paciente contaminada.
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Dessa forma, uma otimizagao adequada da reacao de PCR com

e tem-se tornado imprescindivel para a melhoria

aumento de sua sensibilidad

reacoes falso-positivas quanto as falso-

diagnostica, diminuindo tanto as
do da prevaléncia real da infeccéo do

negativas que poderiam interferir no estu

HPV na populagao.
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VI. CONCLUSOES
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| de poliacrilamida foi superior ao de agarose no diagnostico do

O ge
HPV, tanto para o primer GP+-PCR quanto para o MY-PCR.
A associagdo dos primers GP+-PCR e MY-PCR aumentou a

HPV pela PCR nos dois géis de leitura

positividade do diagnéstico do

utilizados.
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