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RESUMO

O cancer de colo uterino representa o segundod@gpaancer mais
comum entre as mulheres. As estimativas mundidisesocidéncia e
mortalidade por este céncer sdo de 493.000 caso®a288.000
Obitos/ano, sendo a incidéncia maior em paisesesendolvimento. No
Brasil, para o ano de 2010, segundo dados do uttstiiacional do
Cancer (INCA) estimou-se 18.430 novos casos. Oreasento do
cancer cervical é baseado na citologia oncoticagtamto este € um
método subjetivo, com um grau variavel de resultddtso-negativos e
falso-positivos. Estudos epidemiologicos e expemiaie demonstram
importante associacdo entre o Papiloma Virus Hun@&fVv) e o
cancer de colo uterino, observando que este agstdepresente em
99,7% dos casos. Este estudo detectou o DNA do ptfa/PCR (PCR-
HPV) utilizando os iniciadores consenso MY09/MY1hestedPCR
com os iniciadore&P5+/GP6+, a expressédo de E6/E7 RNAm dos tipos
de HPVs de alto risco 16, 18, 31, 33 e 45 pela dodbgia NASBA
(NucliSens ® HPV EasyQ 1.0-BioMérieux, France) eniificou os
principais tipos virais: 6, 11, 16, 18, 31, 33 epéla PCR-HPVte. Os
resultados foram comparados com a citologia oreqigra estimar o
rendimento da PCR e a contribuicdo da express&b6d4e/ RNAmM ao
diagnostico precoce do cancer cervical na populdgdestudo. Foram
estudadas 162 amostras cervicais de mulheres désndem
Floriandpolis. A sensibilidade encontrada parataa@o do DNA-HPV
pela PCR foi de 90,6%, especificidade de 74,6%, ¥®R6,8% e VPN
de 97%. O DNA do HPV pela PCR foi detectado em %8(82/162)
das amostras, em 90,6% (29/32) das citologias ifitasas como
positivas (ASC-US +) e em 25,4% (33/130) das offiale classificadas
como negativas. A expressdo de E6/E7 RNAm foi dadacem 13,6%
(22/162) das amostras, dessas 6,9% (9/130) forassifitadas como
citologia negativa. A PCR-HPVte identificou o tipiral em 37,1%
(23/62) das amostras. Os tipos de HPVs mais fregsetio estudo
considerando-se a expressao de E6/E7 RNAmM e a HOReHoram:
HPVs: 16 (12,5%), 33 (10,9%), 18 (7,8%), 6 (6,3%, (4,7%), 45
(4,7%) e 11 (1,6%). Das 22 amostras que expresdaBarY RNAm 15
eram de pacientes com idade inferior a 30 anos.cbelo com os dados
encontrados neste estudo, consideramos importardeBrasil, a
mudanca das estratégias de rastreamento com d&gésoda PCR-HPV
a citologia oncoética, pois esta parece ser uma rnaliga
economicamente viavel. A identificacdo das pacgeotan DNA HPV
positivas seguidas da determinagéo do tipo virld pettodo da PCR-



HPVte, ou realizacdo da expressédo de E6/E7 RNAnergocontribuir

com o diagnostico precoce do cancer cervical, assomo na

elaboragéo e no desenvolvimento de vacinas anti-:HAPNossibilidade

de intervencéo precoce, além de salvar vidas pedersa medida de
economia para o SUS.

Palavras-chave HPV, Cancer cervical, PCR, E6/E7 RNAm, tipagem.



ABSTRACT

MOLECULAR DETECTION OF HPV DNA AND THE mRNA:
APPLICABILITY IN CERVICAL CANCER SCREENING

The Cervical cancer is the second more frequeng typ cancer in
women worldwide. The majority of cases occur in degeloping world
and it is the leading cause of cancer mortalitwomen. In Brazil, was
estimated the occurrence of 18.430 new cases fbd.Z0he cervical
screening is based on cytology; however it is suibjg a substantial
degree of false-negative and false-positive reskjpédemiological and
experimental studies have demonstrated an import@sociation
between Human Papilloma Virus (HPV) and cervicaloes, noting that
this agent is present in 99.7% of cases. This stisdgcted HPV DNA
by PCR (PCR-HPV), the expression of mRNA E6/E7 ly NASBA
method (NucliSens ® HPV EasyQ 1.0-BioMérieux, Fegnand
identified major viral types 6, 11, 16, 18 31,88 45 by PCR-HPVte.
The results were compared with cytology to estinthéeyield of PCR
and mRNA E6/E7 expression contribution to earlygdiasis of cervical
cancer in the study population. We studied 162 icarvsamples of
women from Florianopolis city, Brazil using the sensus primers
MY09/MY11l and nested PCR with the primers GP5+/GR&-tetect
generic HPV, the oncogene expression of proteinfE EGNRNA to
high-risk 16, 18, 31, 33 and 45 HPV types by NASBWucliSens ®
HPV EasyQ 1.0-bioMérieux, France) and identifiedanairal types 6,
11, 16, 18, 31, 33 and 45 by PCR-HPVte. Our stodyd to PCR-HPV
a sensitivity of 90.6%, a specificity of 74.6%, R\P of 46.8% and a
NPV of 97%. HPV DNA was detected in 38.3% (62/162samples,
corresponding to 90.6% (29/32) of cytology positiesC-US +) and
25.4% (33/130) of cytology negative. The mRNA E64Xpression was
detected in 13.6% (22/162), 6.9% (9/130) of thedéh wmegative
cytology. The PCR-HPVte identified viral type in.3% (23/62) of
samples. The most frequent HPV types found, corsglethe
expression of mMRNA E6/E7 and PCR-HPVte were: 1652, 33
(10.9%), 18 (7.8%), 6 (6.3%), 31 (4.7%), 45 (4. BA)1 (1.6%). Of the
22 samples that expressed mRNA E6/E7 15 were fiarerds younger
than 30 years. According to the data found in ghigly, we consider
important in Brazil, change the screening strategieith the
combination of PCR-HPV with the cytological anatysas this seems to
be an economically viable alternative. The idecdifion of patients with
positive HPV DNA followed by the determination afal type by the



PCR-HPVte or detection of the E6/E7 oncogene esmBsmay
contribute to the early diagnosis of cervical canas well as in
formulating and developing strategies for vaccine¥HThe possibility
of early intervention, save lives and can be a-sasing measure for the
Brazilian Unified Health System.

Keywords: HPV, Cervical cancer, PCR, mRNA E6/E7, typing.
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1. INTRODUCAO

O cancer de colo uterino representa o segundodipoancer
mais comum entre as mulheres. As estimativas misndabre
incidéncia e mortalidade por este cancer sdo deD@93asos/ano e
288.000 oObitos/ano, sendo a incidéncia maior emsepaiem
desenvolvimento (PARKIN & BRAY, 2006; THOMISSON, TH/AS,
SHROYER, 2008; MONSONEGO et al., 2010). No Brgsdra o ano
de 2010, segundo dados do Instituto Nacional doc&@agiNCA)
estimou-se 18.430 novos casos, com um risco apaakirde 18 casos a
cada 100 mil mulheres. Contudo, o cancer de celonat € uma doenca
que pode ser prevenida, se as lesdes pré-cancymasdetectadas em
estagios precoces (INCA, 2010).

Estudos epidemioldgicos e experimentais demonstrara
importante associacdo entre o Papiloma Virus Hun@fVv) e o
cancer de colo uterino, observando que este agstdepresente em
99,7% dos casos (BURD, 2003; FREITAS et, aR007;
CASTELLSAGUE, 2008; zur HAUSEN, 2009; INCA, 2010,Q0dDY
& LAIMINS, 2010).

O HPV é o virus sexualmente transmissivel mais como
mundo, frequente na populacdo sexualmente ativaa wez que a
maioria das pessoas se expde ao virus em algummtmuade suas vidas.
Apresenta elevada prevaléncia em ambos os sexosde gausar
verrugas e cancer anogenital (NADAL & MANZIONE, #)0
ROSENBLATT et al., 2005; WOODMAN et al., 2007). iBs-se que
pelo menos 50% dos individuos adultos sexualméiviesarao adquirir
algum tipo de HPV durante a vida e que 80% das enethentrardo em
contato com algum HPV até os 50 anos de idade (EABSAGUE et
al., 2002).

As lesdes intraepiteliais cervicais de alto ou dxdgrau que
poderdo evoluir para o carcinoma estdo associagadiferentes tipos
de HPV de alto risco (oncogénicos), sendo a pérsigt da infec¢édo
destes virus o principal fator responsavel pelemlasvimento, pela
manutencdo de uma neoplasia cervical e progresséd @ cancer
invasor (KJAER et al., 2002; MOLDEN et al., 2005@).diagndstico
morfologico da infeccdo pelo HPV, por meio de agligws cervicais
(citologia oncética), conhecidos popularmente carame preventivo
de Papanicolaou, é amplamente utilizado para aessento de
populacdes com a finalidade de detectar as lesfeaegoplasicas e
neoplasicas do colo uterino. O exame de Papanicotamsiste no
estudo das células descamadas, esfoliadas deeptetaa (ectocérvice)
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e interna (endocérvice) do colo do Utero. Atualmeé@ita estratégia
preventiva (rastreamento) mais utilizada na redeatdecdo basica a
saulde por ser indolor, de baixo custo e eficazolata da amostra pode
ser realizada por diferentes profissionais de satmleados (INCA,
2010). Entretanto, € um método que apresenta graadacdo de
resultados intra e inter-observadores, baixa sédaitbe,
aproximadamente 15% a 50% de resultados falsoimegat
(FARTHING et al., 1994; ALTIOK, 2003; CARESTIATO edl.,
2006a).

Para minimizar a baixa sensibilidade da citologiedtica, tem-
se empregado métodos alternativos com o intuiidetgificar mulheres
com risco aumentado para o desenvolvimento do cérmwical e
infeccBes em estagio de laténcia nas citologiasaisrou inflamatérias.
Os testes moleculares para detectar o DNA do HRVp ®&NAmM (a
expresdo génica das proteinas oncogénicas E6/E¥)ru tém sido
propostos. Esses testes se apresentam como ntredgeas de triagem
e uma alternativa na prevencdo do carcinoma céreicguas lesdes
precursoras (GRCE et al., 1997, SILVA FILHO & LONGFO
FILHO, 2000; ARBYN et al., 2004; MOLIJN et al., ZRQIEANTET et
al., 2009). No presente trabalho foram estudadastas cervicais de
pacientes atendidas em Floriandpolis, para deteci2aNA de HPV, o
RNA mensageiro das proteinas oncogénicas virais €EE7), o0s
principais tipos virais e comparar os resultadas eccitologia oncética
para estimar a contribuicdo dos testes moleculamesdiagnéstico
precoce do cancer cervical na populacdo do estudo.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. PAPILOMA VIRUS HUMANO

2.1.1. Historico

Até o final da década de 1970 os Papilomavirus YRvam
conhecidos apenas como agentes causais de “vérragdesdes
benignas cutaneas em alguns mamiferos e seres dsIfBBERNARD
et al., 2005), contudo em 1976 zur Hausen sugeassaciacdo entre o
virus e o céncer cervical ampliando o interesse @gePV (zur
HAUSEN, 1976).

As verrugas genitais, também conhecidas como aomes, sao
descritas desde a antiguidade (CLARCK et al., 196%)istros da
Grécia antiga ja faziam referéncia as les6es vesagjou papilomatosas
em algumas regifes corporais, como as areas g@engalmares e
plantares, sendo denominadas decus, Thymus, Thimion ou
Condyloma acuminatunOs relatos sugeriam a conotagdo de doenca
sexualmente transmissivel por estar associada@aesgxe individuos
homossexuais masculinos (BAFVERSTEDT, 1967).

No final do século XV no continente Europeu cresoia
interesse pela investigacdo das doencas genitdtodi alta incidéncia
da sifilis e da gonorréia. De maneira equivocadavemsugas foram
associadas a manifestagbes destas doencas, ourtambBtacbes da
epiderme provocadas pelos agentes de sujeira, gesgrio do
esmegma e secrecdes genitais (ORIEL, 1971).

Mesmo sem o conhecimento do agente etiolégico,mepa
descricdo de alteracdes morfoldgicas celularesiogladas aos HPVs,
no epitélio vaginal, foi realizada na década de0l@%avés do exame
Papanicolaou. Nesta década surgiram suspeitasadsmissao sexual
quando se observou verrugas vulvares em mulheresottiados
americanos que retornavam da guerra na Coréiaphanti verrugas
penianas (BARRET et al., 19534%udROSENBLATT et al., 2005).

Teokharov em 1969 relatou a possibilidade de corgakual
como via de transmisséo do virus, quando obsemeuriis da metade
de suas pacientes que tiveram relacdo sexual caadpees de verrugas
genitais apresentaram as mesmas formacoes (TEOKNARES9).

A associacdo da progressao da infeccdo pelo papidims ao
cancer foi demonstrada em experimentos com coeéttiestados, nos
guais as lesbes benignas induzidas por papilonsapimgrediam para
um carcinoma invasivo em células escamosas. Ghsse/também a
participacdo de cofatores nado virais na aceleralfi@oprocesso de
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malignizacdo (SHOPE & HURST, 1938pud CAVALCANTI &
CARESTIATO, 2006).

Contudo, o interesse no estudo do HPV aumentowuasaf
realmente expressiva a partir da década de 19#@iqdaram descritas,
nos exames Papanicolau e em bidpsias cervicasagldes celulares e
morfologicas displasicas extremamente relacionad@sesenca deste
virus na cérvice uterina (MEISELS, 1976). Naquelesmo periodo
pesquisas com técnicas de hibridizacdo moleculasilpiitaram a
deteccdo e a identificacdo do DNA dos papilomayipegmitindo a
distincdo de varios tipos de HPVs e sugerindo @sts como 0os mais
importantes agentes na etiologia do cancer cenfmal HAUSEN,
1977).

Com o uso das técnicas de biologia molecular noleétX, a
pesquisa da presenca do material genético dosoRepiirus humanos
(HPVs) em amostras de céancer cervical foi sendo liadap e
possibilitou uma classificacdo dos tipos de HPVs leades. Este fato
contribuiu para a elaboragdo das politicas e dosogrlos para a
prevencdo do cancer cervical, uma vez que foi pelssiacar o risco
real de oncogénese numa dada populacdo (DEPUYDAI, €2007;
CAVALCANTI & CARESTIATO, 2006).

2.1.2. Classificagdo do HPV

Os Papilomavirus (PVs) pertencem a um grupo desviru
encontrados em mais de 20 espécies de mamifekon, @g¢ aves e
répteis, sendo os Papilomavirus Humanos (HPVs)ais estudados (de
VILLIERS et al., 2004; DOORBAR, 2005).

De acordo com tnternational Committee on the Taxonomy of
Viruses(ICTV), o HPV é membro da familRapillomaviridae,géneros
papilomavirus Alfa, Beta, Gama, Delta, Kappa, Lamidm, Nu e Zeta
entre outros. E capaz de infectar células epielipele ou mucosa)
podendo causar lesdes (Figura 1). O génslfapapillomavirus é
clinicamente mais importante, pois compreende ns\associados as
lesBes da mucosa anogenital (de VILLIERS et aD42BERNARD et
al,, 2005; DOORBAR, 2005).

A classificacdo dos tipos de HPV é realizada poionua
andlise da heterogeneidade de suas sequénciadfieapede DNA
juntamente com a associacao as lesfes clinicasngoder agrupados
em tipos cutdneos e mucosos. Os tipos cutaneaddnfea pele e os
mucosotropicos infectam as mucosas urogenitais, is ana
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ororespiratérias (SCHEURER et al., 2005; CASTELLSAE 2008).
Os tipos mucosotropicos sao classificados em altmigo risco de
acordo com sua relacdo com as lesdes proliferatbersgnas ou

malignas (MACMURRAY et al.,

Genus
Alpha-papillomavirus

2001; PASSOS et al.02p

10
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Figura 1. Arvore filogenética dos tipos de PV identificadoe VILLIERS et
al., 2004).
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Mais de 100 tipos de HPV ja foram descritos e &inerseus
genomas completamente sequenciados e
Aproximadamente 40 tipos podem infectar a regidoganital, no
entanto a variacéo da prevaléncia nas diferenteslqgpgdes é de 1,4% a
25,6% e se observa grande variacdo na freqiénsiditiyentes tipos
virais (MUNOZ et al., 2006; RAMA et al., 2008a).

Os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 5658368, 73 e
82 de HPV séo considerados oncogénicos ou deisdim, por estarem
associados em aproximadamente 95% dos casos ds lati@epiteliais
escamosas de alto grau (HSIL) ou cancer uterino B@OMERS et
al., 1999; CLIFFORD et al., 2003; HAWS et al., 200AOODMAN et
al., 2007; CASTELLSAGUE, 2008; CHERYL et al., 2008)

Os tipos 26, 53 e 66 sdo, provavelmente, carcinog&n
enquanto os tipos 6,11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 7@, 81 e
candHPV89/Cp6108 estédo associados ao baixo risco dedes estdo

caracterizados
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comumente relacionados aos condilomas acuminadosdilemas
planos ou lesdes intraepiteliais de baixo grau,heoidas como
neoplasias intraepiteliais cervicais grau | (MUNEXZal., 2003, VILLA
e DENNY, 2006; MUNOZ et al., 2006). A Tabela 1 dersira a
classificacao filogenética e epidemiologica dos HRXogenitais

Tabela 1. Classificacéo filogenética e risco dos HPVs anitgisnda espécie
Alfa (Mundz et al., 2006).

Localizagéo na

arvore Gendtipo Risco
filogenética
HPV 52 Alto
HPV 67 Indeterminado
HPV 33 Alto
9 HPV 58 Alto

HPV 16 Alto

HPV 31 Alto

HPV 35 Alto

HPV 34 Indeterminado
HPV 73 Provavel Alto

HPV 59 Alto
HPV 18 Alto
HPV 45 Alto
7 HPV 70 Baixo
HPV 39 Alto
HPV 68 Provavel Alto

11

HPV 85 Indeterminado
HPV 26 Provavel Alto
5 HPV 69 Indeterminado
HPV 51 Alto
HPV 82 Provavel Alto
HPV 30 Indeterminado
6 HPV 53 Provavel Alto
HPV 56 Alto
HPV 66 Provavel Alto
HPV 6 Baixo
HPV 11 Baixo
10 HPV 13 Baixo
HPV 74 Indeterminado

HPV 44 Baixo
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HPV 55 Indeterminado
HPV 91 Indeterminado
8 HPV 7 Indeterminado
HPV 40 Baixo
HPV 43 Baixo
1 HPV 32 Indeterminado
HPV 42 Baixo
13 HPV 54 Baixo
HPV 57 Indeterminado
4 HPV 2a Indeterminado
HPV 27 Indeterminado
15 HPV 71 Indeterm!nado
HPV 90 Indeterminado
HPV 61 Baixo
HPV 72 Baixo
HPV 62 Indeterminado
HPV 81 Baixo
3 HPV 83 Indeterminado
HPV 89 Baixo
HPV 84 Indeterminado
HPV 86 Indeterminado
HPV 87 Indeterminado
HPV 28 Indeterminado
HPV 3 Indeterminado
2 HPV 10 Indeterminado
HPV 29 Indeterminado
HPV 77 Indeterminado

A classificacdo estd baseada na analise das séapéte
nucleotideos do gene L1, altamente conservadoras.Wm novo tipo
€ descrito quando as variagcdes de nucleotideosgiiores a 10%,
variacbes entre 2 e 10% determinam subtipos de HPY.
papilomavirus humano sao nomeados pela abreviaBab eHrecebem
um namero sequencial a medida que diferentes sfi@slescobertos (de
VILLIERS et al., 2004; BERNARD et al., 2005; WHEERE2008).
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2.1.3. Biologia do virus

Os Papilomavirus sao pequenos, de formato icosaédéo
envelopado com didmetro de 52 a 55nm. O genomaRibdHcomposto
por uma molécula de DNA de dupla fita circular capnoximadamente
8 mil pares de bases (pb), sendo o conteldo deinguaitosina
correspondente a 41 Mol% do DNA (ROSENBLATT et &Q05;
PASSOS et al2008).

Estes virus apresentam trés regides principaisppee“E” (do
inglésearly) que codifica as proteinas nédo estruturais (E1,B82 E5,

E6 e E7) envolvidas na replicacdo viral e transéa@o; a regido tardia
“L” (do inglés late) responséavel pela sintese das proteinas do capside
L1 e L2 e uma regido regulatéria “LCR” (do inglésng Control
Region que contém uma variedade de elemeniesreguladores da
replicacéo viral e da expresséo génica (Figural2jn das regidespen
reading frames(ORFs) ou fases abertas de leituras que codificam
proteinas, geralmente sdo 8 ORFs que expressam mR&isageiros
policistrbnicos transcritos por uma unica fita d8A (BURD, 2003;
LONGWORTH & LAIMINS, 2004; MUNGER et al., 2004;
SCHEURER et al., 2005; MUNOZ et al., 2006; VILLATS).

- 5 proliferagao celular
regiao regulatoria transformagao

\ ET

LCR E6

E1

L1

regiao da sintese
das proteinas do
capsidec

2

E5 2 L

4 replicagao
transformagaoc
Figura 2. Representagdo esquematica do genoma do HPV (VIRDBS).




REVISAO DA LITERATURA 35

2.1.4. Ciclo da infecgéo

O ciclo de vida dos HPVs estd diretamente reladiona
diferenciacdo celular epitelial, a infeccdo inis@-quando o virus
penetra nas células da camada basal do epitédieéatide microlesdes
(THOMISSON, THOMAS, SHROYER, 2008; MOODY & LAIMINS,
2010). O receptor para a entrada do virus na céhitela é
desconhecido, mas estudos sugerem que o sulfatchegarina
proporciona a fixacdo inicial (LONGWORTH & LAIMINS2004;
KANODIA et al., 2007).

Seguido da entrada do virus nas células da camashl, o
ndcleo é desnudado e o genoma viral é mantidomaafepissomal em
baixo ndmero, de aproximadamente 50 a 100 copias cptula
(MUNOZ et al., 2006; ROSENBLATT et al., 2005). Ongena do HPV
ndo codifica polimerases ou outras enzimas nedassgrara a
replicacao viral, portanto, o virus se replica @mrenia com o DNA do
hospedeiro eacompanha o processo de maturacdo celular queeocorr
com a diferenciacdo e migracdo das células em &direc superficie
(DOORBAR, 2005; MOODY & LAIMINS, 2010).

As proteinas estruturais L1 e L2 sdo expressascarmdas
superiores do epitélio, onde ocorre o empacotameotovirus em
capsideos e a liberacdo da progénie viral paraoqoelo possa ser
reiniciado (zur HAUSEN 2002; MUNOZ et al., 2006).u&hdo se
dividem, as células infectadas pelo HPV distribue@NA viral entre
as duas células filhas, enquanto o processo dedfiecido e maturacéo
€ iniciado por uma delas, a outra serve como uervario do DNA
viral permanecendo indiferenciada na camada bBS2DORBAR, 2005;
SCHEURER et al., 2005). As primeiras proteinasransexpressas s&o
El e E2; E1 codifica uma ou mais proteinas nedasspara regular a
replicacdo do DNA episomal e E2 codifica duas oisrpeoteinas que
regulam positiva ou negativamente a transcricd@al ROSSETI,
SILVA, RODRIGUES, 2006).

A funcéo da proteina E4 ainda ndo foi bem deterdginaas
ela esté presente tanto na fase precoce quantsaadairdia da infeccdo
viral produtiva e, provavelmente por interagir carmitoqueratina, pode
estar relacionada as alteragdes estruturais nplasioa das células
infectadas o que leva a formacgéo dos coildcitodlulas atipicas com
uma cavitacdo perinuclear no citoplasma que indid#eracoes
citopaticas devidas a infeccdo pelo HPV (BRENTJENSI., 2002;
STOLER, 2003, IARC, 2010). A proteina E5 é exprasss estagios
iniciais da infeccédo viral, tem baixa atividade agénica, e aumenta as
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propriedades oncogénicas da E7, pois sua expresgdtfica a
transducéo de sinal para o receptor do fator decionento epidérmico
(EGF) e bloqueia a expressao de moléculas do Camtencipal de
Histocompatibilidade classe | (MHC |) na membratasmatica (zur
HAUSEN, 2002; LEYKAUF et al, 2004; ROSSETI, SILVA,
RODRIGUES, 2006). A proteina E6 interage com asefmas p53 do
ciclo celular e a E7 com a proteina do retinoblastopRb) estas
interagbes sdo fundamentais para o processo deagdu viral, pois
induzem a proliferagdo, a eventual imortalizacda éansformacao
maligna das células (MOODY & LAIMINS, 2010).

Estudos sugerem gque um importante passo na caéciesg do
HPV pode ser a coexisténcia de epissomos viraisaigias integradas.
A expressao das proteinas de replicacao viral ER €los epissomos
podem iniciar a replicacdo do DNA viral de origemtegrado,
resultando na sua amplificacdo e na inducdo de neliciades
cromossdmicas (MOODY & LAIMINS, 2010). A Figura 8ustra o
ciclo celular do HPV demonstrando a arquiteturaaiislas escamosas
do epitélio cervical e a expressdo das proteinas esdruturais do
papilomavirus humano (HPV) apés a infeccdo. As lagldilhas
dividem-se ao longo da camada basal e seu prodessoaturacédo é
acompanhado da migracdo em direcdo a superficiprateinas virais
sdo expressas em sequéncia diferenciando-se ei@mssvinaduros sao
produzidos somente nas células da camada supkerficiaepitélio
escamoso (FRAZER, 2004).
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Figura 3. llustragcdo do ciclo celular da infec¢éo e prindpetapas do ciclo do
HPV (adaptado de FRAZER, 2004).

2.1.5. Mecanismos da carcinogénese do HPV

Até o0 momento ndo esta claramente definido poragnéecgéo
pelo HPV evolui com resolu¢cdo em alguns individeosesulta em
lesbes mais graves em outros. Estudos indicam quanaformacéo
maligna envolve os produtos dos genes virais EB,e& quais podem
exercer seus efeitos interferindo nas proteinas cqegulam o
crescimento celular (RIVOIRE et al., 2001; BRENTXBt al., 2002;
HOORY et al, 2008; LIE & KRISTENSEN, 2008; MOODY &
LAIMINS, 2010; PIM & BANKS, 2010). Nos casos de éaf;0es
persistentes, distirbios no controle da replicat#oHPVs de alto risco
podem levar a integracdo do DNA viral ao DNA dauzhospedeira, 0
que causa transformacdo celular e sugere que gragé® possa
contribuir para a progressdo a malignidade. O nmigegende inducdo a
carcinogénese mediada pela infeccdo persistentéposr oncogénicos
do HPV é o resultado da agdo conjunta das proteires E6, E7 e E5
(oncoproteinas). As proteinas E6 e E7, dos priiifypos de HPVs
oncogénicos, formam complexos com proteinas celllsupressoras de
tumor, a p53 e a pRb inativando as suas fun¢des comiroladoras do
ciclo celular (ROSENBLATT et al 2005; MOODY & LAINNS, 2010).

Nas lesbGes contendo o HPV na forma epissomal aipeoE2
funciona como reguladora positiva ou repressora sttdese das
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proteinas da fase precoce do ciclo viral, incluind@ncoproteinas E6 e
E7. A perda da E2 leva a expressdo desreguladpegespressdo dos
genes E6 e E7, acelerando o processo de trans@woneaignortalizacao
celular, o que resulta em danos ao DNA (FERHMAN A&IMINS,
2003; MUNGER et al., 2004; ROSSETI, SILVA, RODRIGEE2006;
KANODIA et al., 2007).

Para exercer a atividade transformadora, a onaipetE6
depende da ligagdo com a p53, degradando-a pelaibiuitina-
dependente, esta associacdo € mediada pela prassorada a E6 (E6-
AP) formando um complexo EG6-E6AP-p53 que proporioa
inativacdo da funcdo supressora da p53. Este crmm@resenta
atividade anti-apoptotica e interfere nas func@iladoras do ciclo
celular da p53 como ilustra a Figura 4 (JO & KIMPO3;
ROSENBLATT et al, 2005).

Dano no DNA

Parada do ciclo celular
Apoptose

Ubiquitinagio

|

?‘% Degradacio de p53
Figura 4. Esquema dalegradagéo da p53 mediada pela E6. Danos no DNA
induzem a ativagcdo de p53 o que leva tanto a patadaclo celular quanto a
apoptose. E6 se liga a E6-AP e o complexo formaddiga a p53. E6-AP
ubiquitina a p53, que é rapidamente degradada geleossomo (Mofificado

de JO&KIM, 2005).
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A proteina E7 liga-se a pRb e induz a sua degragaca
facilitando a liberacdo do fator E2F, o que permite a célula entre na
fase S do ciclo celular. Como consequéncia a sinties DNA e a
proliferacdo celular sé&o estimuladas. Este fatora atas fases de
crescimento 1 e de sintese (G1 e S) do ciclo celptalonga a fase S,
induz a instabilidade do DNA que leva a transforfaglas células,
promove a proliferagdo de células epiteliais e risequente replicacéo
ativa de genes do HPV. Este processo pode favoracer
desenvolvimento do cancer (FERHMAN & LAIMINS, 20030 &
KIM, 2005).

A pRb é uma proteina controladora negativa do @elalar na
etapa de transicdo da fase G1 para S e seu estaffisfdrilacdo é
regulado durante o ciclo celular. Na forma ativegdo hipofosforilado)
a pRb se liga ao fator transcricional E2F duranfase G1. Com a
fosforilacdo da pRb por quinases dependentes di@aciCDK), em
resposta a sinais de proliferacdo celular, o coxoplpRb/E2F se
dissocia e E2F é liberado para agir como um ativadoscricional de
genes envolvidos na progressao do ciclo celulaasgociacdo de E7 a
pRb impede a ligagdo pRb-E2F, e promove a progrepsématura
continua para a fase S do ciclo celular e sinteseDNA, como
demonstrado na Figura 5 (JO & KIM, 2005; HEBNER &IMINS,
2006).

Entrada na fase S

Figura 5. Associacdo de E7 a proteina do retinoblastoma )(pRb
fosfoforilagdo sequencial da proteina pRb por cdrgseciclina/CDK inibe a
atividade repressora de pRb. E7 se liga a pRb erfama hipofosforilada.
Esta ligacdo desfaz o complexo entre pRb e o tldranscri¢cdo celular E2F,
resultado na liberacdo deste fator, o que permigeagcélula entre na fase S do
ciclo celular (JO & KIM, 2005).
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A E7 pode também estar associada a outras proteinas
envolvidas na proliferacdo celular, como as histomtacetilases
(HDACSs), componentes do complexo de transcricadLA®s inibidores
de ciclina dependente de quinase, e as proteirfag p27 (JONES et
al., 1997; ROSENBLATT et al., 2005, MOODY & LAIMINR010).

Nos tipos de HPV de baixo risco a proteina E7 digax pRb
com baixa afinidade e, por isso, a degradacéo danaie é eficiente;
enquanto que nos HPV de alto risco a afinidaderedafle é alta e a
degradacdo é eficiente (LEE et al., 1998; SANCLEMENS. GILL,
2002; ROSENBLATT et al., 2005; LIE & KRISTENSEN, G&).

A participacdo da proteina E5 nos processos dénig#nese é
controversa. Esta proteina € importante na faseopeeda infeccéo,
insere-se na membrana da célula infectada e selexargos receptores
do fator de crescimento epitelial (EGF), mimetiza¢@io deste fator,
com consequente estimulo da proliferacdo celul@SEETI, SILVA,
RODRIGUES, 2006). Também tem sido demonstrado quetaina E5
pode prevenir o dano ao DNA. No entanto, em célinfectadas pelo
HPV e que progridem para o cancer cervical o DNAssgmnal
frequentemente torna-se integrado ao DNA da célotpedeira. Neste
caso, uma parte substancial do genoma, incluirgbmaéncia da regido
E5 é deletada. Assim, a proteina E5 ndo é obrigat@s eventos da
carcinogénese mediada pelo HPV (zur HAUSEN, 2002).

Os oncogenes E6 e E7 dos HPVs de alto risco quando
coexpressos influenciam fatores que controlam lo @ca proliferacédo
celular, podem causar transtornos no crescimerttaces impedir 0s
processos de reparacdo do DNA, além de promovdabitidade
genética, modificagbes no rearranjo dos cromossomoémulo de
mutagdes e o desenvolvimento de neoplasias (MUNGER., 2004),
como pode ser observado na Figura 6 (WOODMAN, 2007)

As alteracdes fenotipicas nas células sao frequente
observadas nos tumores epiteliais, incluindo o@écervical, nos quais
mais da metade dos casos séo positivos para asHipd 16 e HPV 18.
Entretanto, o0 comportamento biolégico das lesteszidas pelo HPV é
pleomérfico, mostrando indices de remissdo depeeslenda
competéncia imunoldgica individual, além do tipo pmtencial
oncogénico viral (VILLA, 2006; KANODIA et al., 200MOODY &
LAIMINS, 2010).
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Figura 6. Progressdo ao cancer cervical mediada pelo HP\téRgas basais
do epitélio do colo uterino estdo apoiadas na deamdPV entra em contato
com essas células e apos a infecgao, os genes2EE4EE5, E6 e E7 séo
expressos pelo DNA viral. Nas camadas superiorepiélio o genoma viral é
replicado, os genes tardios L1 e L2, e 0 gene pee&d} sdo expressos. A
progressao das lesGes ndo tratadas, ao cancemsss@ada a integracdo do
genoma do HPV ao do hospedeiro, representados maa fale nicleos
vermelhos (WOODMAN, 2007).

2.1.6. Histéria natural do cancer cervical

O cancer cervical é precedido por um longo perideldesdes
pré-malignas (MOYSES, et al., 2008). Estudos d#tiés natural do
cancer cervical demonstram que a infeccdo pelos timcogénicos do
HPV podem ocasionar lesdes intraepiteliais de baixae alto grau, e
as lesdes de alto grau quando nao tratadas podegnegir para o
carcinoma cervical. Entre os HPVs de alto riscdipo 16 € o mais
frequente, presente em 50 a 60% dos carcinomasldies escamosas
no mundo, o segundo mais frequente € o HPV doltpresente em
10 a 15% dos casos de cancer e em 40% a 30% dogcadsnomas
(SASLOW et al.,, 2007). Embora tenha sido demonatrad forte
associacao entre a progresséo neoplasica relaaiaoadPV e o estado
imunolégico do individuo, os mecanismos que desiiae a resposta
imunoldgica eficiente, contra as lesdes provocaess HPV, ainda ndo
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sdo totalmente conhecidos (RAMA et al, 2008a; MQOB
LAIMINS, 2010).

Os HPVs oncogénicos tém tropismo por células ddéélapi
metaplasico na Juncdo Escamo Colunar (JEC), astanfee podem
induzir sua transformacéo a células neoplasicasnAla cérvix uterina,
os HPVs de alto risco também estdo associados éogerc de pénis,
vulvar, anal e contribuem em mais de 40% para emiedvimento do
cancer oral (MOODY & LAIMINS, 2010).

As principais etapas para o desenvolvimento doerérervical
incluem infeccéo do epitélio metaplasico na JE@dtaice uterina, por
um ou mais tipos oncogénicos do HPV, persisténical, \progressao
para lesdes pré-neoplasicas e carcinomstu ou invasor. No entanto,
pode ocorrer uma reversdo destas etapas, com a&figunda infeccéo
pelo HPV e regresséo das lesdes pré-neoplasicsc8HRBLATT et al.,
2005; STEBEN & FRANCO, 2007).

2.1.7. Histéria natural da infec¢éo pelo HPV

A infeccdo pelo HPV é uma doenca sexualmente trissfral
(DST) que acomete homens e mulheres. Apresental@neia em torno
de 5% a 20% na populacdo geral e de 20% a 40% antraulheres
jovens (SANTOS et al, 2003, THOMISSON, THOMAS, SHRER,
2008; WHO, 2009). Na maioria dos individuos é rdesnatica e a
infeccao transitéria; 70% dos casos novos regrielenaté um ano, e do
restante, cerca de 90% em dois anos (STEBEN & FRANKDO7).

A infeccdo pelo HPV pode evoluir para uma das segsi
formas: infeccdo latente (sem crescimento ou ecidénicroscopica da
presenca do virus), infeccdo subclinica (maniféstaginica discreta e
sua visualizagdo requer equipamento para melheonieza a regido) ou
leséo clinica. A regressao espontanea pode oanreyualquer fase da
evolugdo (PASSOS et al., 2008).

Esta infeccdo é mais freqlente em mulheres jovens,
sexualmente ativas, com idade entre 18 e 30 anpsrtk dos 30 anos
ocorre uma acentuada diminuicdo na incidéncia figcgdo. O cancer
cervical € mais comum em mulheres acima dos 35 atinge o pico de
incidéncia na faixa etaria de 45 a 49 anos, pralaipnte porque o
tempo médio entre a infeccéo inicial e a maniféstaitp cancer cervical
é de pelo menos 15 anos (MOSCICKI, 2005; CAVALCANZI
CARESTIATO, 2006, NADAL & MANZIONE, 20086,).
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As mulheres adolescentes e jovens com idade inf@i3@ anos
sdo mais propensas a infeccdo pelo HPV por razimddgizas. Os
estudos histolégicos e colposcopicos mostram qumadoria das
transformacoes epiteliais iniciais do colo deserexsle na zona de
juncdo dos epitélios escamoso e cilindrico, denaddnzona de
transformacdo. Na puberdade, o epitélio colunamsfeama-se
gradualmente em epitélio escamoso, processo deadminde
metaplasia escamosa. Durante este processo, graredesescamosas,
glandulares e metaplasicas de transicdo séo foemadavorecem a
infeccdo pelo HPV. Nesse periodo, ndo somente latagédo colo
uterino estdo em proliferacdo, como favorecem iceggdo do HPV e
tornam-se susceptiveis ao desenvolvimento de geftesanduzidas pelo
virus e, se a infeccdo persistir, podem levar asemelvimento de
lesBes intraepteliais escamosas de alto grau - KBOMPEL & KOSS,
1997; MOSCICKI, 2005).

A Figura 7 mostra, na forma esquematica, as paiptapas
da transicéo da infec¢do do HPV para o canceraarvi
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Alta quantldade
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Figura 7. Principais etapas da infeccédo pelo HPV, evolucdia gancer ou
resolucdo da infeccdo (Modificado de BOSCH et 2002). HSIL, LSIL

referem-se a nomenclatura para laudos de citologiedtica, segundo a
codificagdo do Sistema de Bethesda para citopatolagrvico-vaginal,

apresentada no item 2.3.1.1 desta dissertacédo (BIODND& NAYAR, 2004)
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A infeccao pelo HPV tipo oncogénico é uma causa, md@ um
determinante exclusivo para o cancer cervical, ppiadmite que outros
fatores conjuntamente com o virus modulem o risedardnsicdo da
infeccdo cervical para a malignidade (CASTELLSAGEEal., 2002;
SCHIFFMAN & CASTLE, 2003). Estes fatores envolveminicio
precoce da atividade sexual, o tabagismo, a bagesta de vitaminas, o
descaso no reconhecimento de sinais e sintomasetgal a inflamacéo
cronica da cérvix, a promiscuidade, o uso de coeptivos orais e de
DIU, em detrimento do condom, coinfeccdo por ageléecciosos
como o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), od@&o por
Chlamydia trachomatig Herpes Virus simples tipo 2 (SILVA FILHO
& LONGATTO FILHO, 2000; NONNENMACHER et al.,, 2002;
SCHIFFMAN & CASTLE, 2003; STEBEN E FRANCO, 2007;
THOMISSON, THOMAS, SHROYER, 2008; INCA, 2010).

Mulheres com infeccdo pelo HIV possuem trés vezeis m
probabilidade de ter uma infec¢éo pelo HPV, qua#izes e meia mais
chances de desenvolver neoplasia intraepitelisla@r(NIC) e de trés a
cinco vezes mais chances de desenvolver carcinemical invasivo
quando comparadas as mulheres HIV soronegativas
(VIJAYARAGHAVAN et al., 2009).

O aumento do risco de desenvolvimento de lesdeglawoas
nas infeccdes persistentes causadas pelos HPVgémicos tém sido
objeto de grande preocupacao, pois constituem ton de risco para a
progressado da doencga principalmente no periodmdeadsupresséao. A
imunosupresséo pode resultar na reativacdo dacldelatente, ou na
progressao e resisténcia quando o0s pacientes dfmetidos ao
tratamento de infeccdo ativa, como vem sendo denasios em
pacientes infectados com o HIV ou naqueles com @aswpressao
crénica (THOMISON, THOMAS & SHROYER, 2008). No Biiagm
estudos realizados com mulheres infectadas pelq #lifvequéncia de
casos de coinfec¢do por multiplos genétipos de tiPde 45% (LEVI
et al., 2004).

2.1.8. HPV e o cancer cervical

Nas mulheres com infeccdo persistente por HPVdtdeisco,
cerca de 10% a 20% progride para lesdo intraegitéé alto grau e
cerca de 1% evolui para cancer invasor (CASTELLSEGHal., 2002;
SANTOS et al., 2003; STEBEN & FRANCO, 2007; RAMA alt,
2008a).
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O DNA viral é detectado na maioria dos casos (70%)9das
lesBes precursoras ou das lesfes intraepitelicésresas de alto grau —
HSIL (NIC Il e 11l), 20% a 50% das lesbes intraepdis escamosas de
baixo grau — LSIL (NIC I) e 50% nas atipias celakrescamosas e
glandulares de significado indeterminado — ASCUS A&US
(CASTELLSAGUE, 2008).

A deteccdo do DNA dos HPVs oncogénicos ocorre em
praticamente 100% dos casos de cancer cervicabfamp claramente
o0 HPV como principal causa do céncer cervical iiwas
(CASTELLSAGUE, 2008).

2.1.8.1 Tipos de HPV e o cancer cervical

A frequéncia dos tipos de HPVs oncogénicos variaat@do
com a localizacdo geogréfica, os tipos 16 e 18méis comuns no
carcinoma cervical, sendo que os dois juntos sgmorsaveis por 70%
dos casos de cancer no mundo, seguidos dos tipc@&3345, 52 e 58.
Destes, os tipos 18 e 45 possuem larga contribuigdm os
adenocarcinomas quando comparados aos carcinomaséldéas
escamosas (DE CARVALHO et al., 2010). Nas leséesyrsoras do
epitélio glandular e nas lesdes glandulares maign®NA do HPV
tipo 18 é mais frequente, o que indica uma pretémédeste tipo viral
pelas linhagens celulares glandulares (MEIJER et &006;
WOODMAN, 2007; THOMISSON, THOMAS, SHROYER, 2008).

O HPV tipo 16 €é mais prevalente nos carcinomas e
adenocarcinomas cervicais. Estudos demonstraram mutheres
infectadas por este tipo viral apresentaram maiscor para 0
desenvolvimento de HSIL (NIC 3+) quando comparaaas mulheres
infectadas por outros tipos oncogénicos (MEIJER akt 2006;
WOODMAN, 2007; THOMISON, THOMAS, SHROYER, 2008).

A cérvix uterina é infectada pelos virus HPVs de Ekco tipo
16 (53%), 18 (15%), 45 (9%), 31 (6%) e 33 (3%) auaior freqUiéncia
em comparacgéo com os demais tipos (MUNOZ et aDp2BREITAS
et al, 2007), sendo estes os tipos mais freqleaksméricas do Sul e
Central (BOSCH et al., 1995; SILVA et al., 2006).

No Brasil o HPV tipo 18 é 0 segundo com maior pléwea na
regido Norte, Sul e Sudeste. Na regido NordesteP¥ Hpo 31 € o
segundo mais prevalente e na regido Central o H&/ 33 (ELUF-
NETO et al., 1994; NORONHA et al., 1999; RABELO-SAQIS, et al.,
2003; FREITAS et al., 2007; SILVA et al., 2006). rAgimadamente
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70,7% dos casos de carcinoma invasivo séo atribwds tipos 16 e 18
(WHO- BRAZIL, 2009).

A Figura 8 mostra o percentual de casos de caramical
atribuidos aos 15 tipos de HPVs mais frequentesaeio o mundo.
Dentre eles, os cinco gendtipos mais prevalentesnfd 6, 18, 31, 33 e
45 encontrados em mais de 80% dos casos de came@at (MUNOZ
et al., 2004; SMITH et al., 2007).

A B
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Figura 8. Percentual estimado de casos de cancer cervidalidbs aos tipos
de HPV mais frequentes em todas as regides do m@apanalise combinada
da IARC (International Agency for Research on Canceom 3.085 casos
(MUNOZ et al., 2004) e (B) meta-andlise incluindaisnde 14.000 casos
(SMITH et al., 2007, revisado por CASTELLSAGUE, 800

2.1.9. Epidemiologia do Cancer Cervical

O céncer do colo uterino é considerado um probléenaatde
publica devido a sua elevada incidéncia e alta texanortalidade. As
estimativas mundiais para incidéncia e mortalidaaleeste cancer sao,
respectivamente, de 493.000 casos/ano e 288.000sfimo, com
2.274.000 mulheres infectadas. (PARKIN & BRAY, 2006
THOMISSON, THOMAS, SHROYER, 2008; MONSONEGO et al.,
2010). Aproximadamente 83% dos casos ocorrem ndsepaem
desenvolvimenteo, sendo o cancer de colo utersmoresavel por 15%
das neoplasias femininas, enquanto que nos paésEnblvidos é
responsavel por 3,6% dos novos canceres (PARKINR&B, 2006).
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Na maioria dos casos, apresenta evolucdo lenta dagorece
sua prevencdo que consiste na identificacdo pretasdesdes atipicas
no epitélio cervical, e no tratamento eficaz am@snvaséao local e da
disseminacdo da doenca (BEZERRA et al., 2005). Aegg e 0
desenvolvimento do céncer cervical sdo processessguealizam em
multiplas etapas, sendo o HPV o agente etiolégieds nmmportante
(MUNOZ et al, 2003).

Em paises desenvolvidos a sobrevida média, estisradzanco
anos, varia de 51% a 66%. Nos paises em desenenitors casos sao
identificados em estagios relativamente avancadosobrevida média é
de 41% apds cinco anos (INCA 2010).

Aproximadamente 27% dos casos de cancer cervicalutmo
s&o registrados na india, o segundo pais mais espuio mundo
(Garcia et al.,, 2007), entretanto as maiores tadasncidéncia séo
observadas na Africa sub-Saara (31/100.000 hab)ntr&8sul
(26,5/100.000 hab) e Sudeste da Asia (18,3/100G(f), América
Latina (33,5/100.000 hab) e Caribe (33,5/100.008);has mais baixas
(menor de 15 por 100.000 hab) ocorrem na Europeetexem alguns
paises do leste europeu), América do Norte, JapBima e na Asia
Ocidental. O menor indice, 0,4/100.000 hab, foistegdo em Ardabil,
noroeste do Ird (PARKIN & BRAY, 2006). Nos proxim@8 anos esta
previsto um aumento de mais de 75% no numero des aescancer do
colo do Utero na Ameérica Latina e no Caribe, ca&o forem tomadas
medidas mais eficazes para ampliar a coberturdestss de rastreio e
do tratamento (DE CARVALHO et al., 2010).

Na Europa é apenas a décima causa de morte par aimtoe
as mulheres, resultado de programas de rastrean@gtmizados
(DEPUYDT et al., 2007). Nos Estados Unidos, a i@e@la do cancer
cervical apresentou um decréscimo de 75% e a tevraatalidade de
74% ap6s a introducdo dos programas coletivos eleepcao em 1949
(SASLOW et al., 2007), passando da primeira pad®a@ma terceira
causa de morte em mulheres (SASLOW et al., 2002R@7, estimou-
se 11.150 novos casos e 3.670 mortes por estaogiataios Estados
Unidos (THOMISSON, THOMAS, SHROYER, 2008).

No Brasil, o cancer de colo uterino é o terceirasnc@mum,
precedido apenas pelo cancer de pele do tipo némoma e pelo
cancer de mama (INCA, 2010). Entre os anos de @200, houve um
aumento de 33,1% na mortalidade por cancer cerfRREEMBLATT
et al., 2005) e as estimativas de incidéncia eatidaide para o cancer
do colo uterino em 2010 previram 18.430 novos Gasos risco
estimado de 18 casos a cada 100 mil mulheres. €ecérterino é o
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mais incidente na regido Norte (23/100.000 hab}atesderando-se os
tumores de pele ndo melanoma, nas regies Censie-(#0/100.000
hab) e Nordeste (18/100.000 hab) ocupa a segunsigdpp e nas
regides Sul (21/100.000 hab) e Sudeste (16/100t30f) ocupa a
terceira posicdo. No estado de Santa Catarinavis@oepara o ano de
2010 foi de 610 novos casos (19/100.000), e emarRi@polis 40 casos
novos (17,97/100.000) (INCA, 2010). Contudo, estenétipo de cancer
que pode ser evitado com o auxilio do diagnésticecqre e do
desenvolvimento de a¢bes basicas organizadas dengé® e politicas
de protecao a saude da mulher (SASLOW et al., 2002)

2.2. VACINAS ANTI-HPV

A prevencédo da infeccdo é uma alternativa parantrae da
incidéncia da doenca. Na década de 90 foram irisiad testes clinicos
com vérias vacinas potenciais que tinham como alvaipos mais
comuns do HPV. Atualmente, estudos sobre vacinafiljticas e
terapéuticas contra o HPV estdo sendo realizadas. vAcinas
terapéuticas estdo baseadas na indugdo da imunadglar contra
células que expressam antigenos virais, visandgrssao das lesdes
associadas ao HPV. As proteinas E6 e E7 sdo alvosaibria destas
vacinas, uma vez que sSao expressas constantemasiteéfulas de
tumores associados ao HPV (MANTOVANI & BANKS, 2001;
MUNGER, 2001; NADAL & MANZIONE, 2006).

A pesquisa das vacinas profilaticas iniciou-se lgaires anos
nos Estados Unidos (EUA), com a participacdo dallpgho feminina
de vaérios paises e no ano de 2006 a agéncia deamemiacao de
medicamento§ood and Drug Administratio(FDA-EUA) e a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA/MS) do Brf aprovaram
para comercializacdo, uma vacina desenvolvida papgevencdo do
cancer do colo de Gtero e de verrugas genitais PAEBINIOR, 2006).

As vacinas profilaticas tém como base a inducaandieorpos
neutralizantes capazes de prevenir a infeccéo IgEM, para isso os
antigenos utilizados baseiam-se na proteina estta capsideo viral
L1, gerando uma estrutura semelhante aquela eadantros virions.
Estas estruturas, morfologicamente assemelhadaviras, porém
vazias, foram denominadas deus-like particlegVLPs). As VLPs sdo
destituidas de DNA ou produtos bioldgicos e comaidies seguras, pois
induzem forte resposta imune sem o risco de infecgide produzir
uma neoplasia. Outra grande vantagem das VLPs atoode serem
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produzidas utilizando-se células de insetos, déékias recombinantes
ou até mesmo de fungos, como as culturas da lew&hacharomyces
cerevisiaee a tecnologia do DNA recombinante (VILLA et &Q05;
LOWY & SCHILLER, 2006; DERCHAIN, 2007).

A vacina quadrivalente, produzida pelo Laboratdkierck
Sharp & Dohme (Garda8}, é indicada para mulheres com idade entre
9 e 26 anos em um regime de trés doses durantdanipele 6 meses
(1° dia, 2° més e 6° més), tem o objetivo de psstegntra HPVs tipos
6,11, 16 e 18. Os HPVs 6 e 11 sdo responsavemgpoximadamente
90% das verrugas genitais, e os HPVs 16 e 18 pdr d@s casos de
cancer cervical (VILLA et al., 2005).

Estudos demonstraram a eficacia da vacina quaenitealna
prevencdo da doenca associada com os tipos wraigstudo de meta-
analise comprovou sua eficdcia em aproximadameBf fuando
utilizada para prevencéo dos tipos 16 €18 reladimhaom NIC Il/lll e
100% de eficacia na prevencdo dos adenocarcinomassitu
(THOMISSON, THOMAS, SHROYER, 2008); outro estudo stnou
notavel reducdo de 90% na incidéncia da infeccdm IHBV para os
tipos 16 e 18, sugerindo que a vacinagdo em massaudtda o onus
provocado pelas doengas associadas ao HPV (NADMA&IZIONE,
2006).

No ano de 2008 a ANVISA aprovou a comercializagéi@atra
vacina contra o HPV: a vacina bivalente (Cervari@axoSmithKline
Biologicals) que confere protecéo contra os tipp$®Vs oncogénicos
16 e 18, também sendo administrada em trés do%eka(11° més e 6°
més) (PASSOS et al., 2008). Esta vacina é indipada mulheres entre
10 e 25 anos de idade e é composta por VLPs fosy@zelas proteinas
L1 dos HPVs 16 e 18 obtidas por sistemas de exjwess células de
insetoSpodoptera frugiperd&f-9 e do substrato celul@richoplusia ni
Hi-5 (HARPER et al., 2004).

A vacina bivalente mostrou eficacia de 91,6% comtfaccao
incidental e 100% contra as persistentes pelos HEB/g 18. Além
disso, a analise da imunidade provocada por estmavacontra a
infeccao incidental por outros tipos oncogénicaticiou alto grau de
protecdo contra o HPV 45 e contra o HPV 31, quetgiis virais
também comumente associados ao cancer cervical MUAR
MANZIONE, 2006).

Até o presente momento essas vacinas tém se nosggdras,
altamente imunogénicas e com grande eficacia costitipos de HPV
gue causam as verrugas genitais e em 70% dos adasdscer de Utero
(LINHARES & VILLA, 2006), tendo sido recentementpravadas para
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0 uso em homens objetivando prevenir o desenvohtionge cancer de
pénis associado ao HPV. Podem também mostrar iefinagprevencgéo
de canceres orais associados aos HPVs de alto @stesenvolvimento
das vacinas é um avanco substancial para a prevdong&@ncer cervical
e da infeccdo pelo HPV em todo o mundo e futuroanges
contribuirdo para torna-las ainda mais efetivas QY & LAIMINS,
2010).

2.3. METODOS DE DETECGAO E TIPAGEM DO HPV

A necessidade de se fazer a deteccdo e o tratampetoces
em lesbGes pré-cancerosas causadas pelo HPV poddeitapeente
prevenir a progressdo ao cancer, uma vez que oaoelevacio das
taxas de progressdo das lesBes conforme o aumententhbo das
infeccdes: num prazo de um ano o risco de progvedaddisplasia
moderada para displasia severa é de 1%; em dasoansco sobe para
16% e num prazo de cinco anos eleva-se para 25%ACBANTI &
CARESTIATO, 2006).

Muitos métodos para a triagem do cancer cervica mfecgéo
pelo HPV séo utilizados, sendo empregados prinuipaie os exames
citoldgicos, a colposcopia (infeccdo subclinicap éidpsia cervical.
Contudo, estes métodos apenas sugerem a existinddeccao pelo
HPV, indicadas pelas alteracbes celulares morfcésgi (efeito
citopatico) (NAMKOONG, 1995). Neste contexto, ostés moleculares
passaram a ser uma importante ferramenta paramagfio da infeccdo
pelo HPV.

2.3.1. Diagnéstico Morfoldgico do HPV

O diagnéstico morfolégico das infecgcbes pelo HPV é
amplamente utilizado tanto em esfregagos celutpraato em cortes de
tecido. A presenca inequivoca de coil6citos ou ulisatocitos indica
uma infeccdo produtiva por estes virus. Entretantom o
desenvolvimento de técnicas de deteccdo do DNAI vomou-se
evidente a baixa sensibilidade do diagndstico nhagfco, que
geralmente resulta em um grande nimero de resalfatkm-negativos
(FARTHING et al., 1994; ROSEMBLATT et al., 2005).
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2.3.1.1. Citologia Oncdtica ou Citopatologia

E o principal método de rastreio do cancer ceryiealbora o
tecido necrético, o sangramento e as células iafiénas possam
prejudicar a visualizacdo de células neoplasichkCA, 2010). A
primeira forma de deteccdo de alteracdes compatb@n a infecgao
pelo HPV foi a coloragéo pelo método de Papanicpladroduzida no
ano de 1949, antes mesmo da causa do cancer temsticeonhecida
(GOMPEL & KOSS, 1997; CAVALCANTI & CARESTIATO, 2006

O método utiliza esfregagos celulares que séo dixaem
lamina e posteriormente corados. A observacéotdeagbes celulares
tipicas como presenca de coilocitos, disceratosemalias celulares
compativeis com a infecgcdo pelo HPV é definida eaug variados. A
classificacdo dos resultados do Papanicolaou sofedgumas
modificagcbes desde a introdu¢cdo do método. Atuakmeanclassificacéo
seguida é a do sistema Bethesda (2001), que sepanormalidades
das células escamosas em: ASC (células escamosas atipicas)
subdividida emASC-US (células escamosas atipicas de significado
indeterminado) eASC-H (células escamosas atipicas de significado
indeterminado em que néo é possivel excluir uné@lesraepitelial de
alto grau);LSIL (lesdo intraepitelial escamosa de baixo gr&ig)L
(leséo intraepitelial escamosa de alto graBC€(carcinoma de células
escamosas). Entre as atipias glandulares sdo ecedad aquelas de
significado indeterminado, o adenocarcinonma situ e invasor
(SOLOMON & NAYAR, 2004).

No Brasil, 0o Ministério da Salde, em 1998 implantou
Programa Nacional de Controle do Cancer do Colotdeo e de Mama
denominado “Viva Mulher” que amplia a oferta do meaconvencional
de Papanicolaou, com o objetivo de reduzir as tad@smorbi-
mortalidade por esta neoplasia. O programa prionztaeres de 25 a 65
anos. No entanto, muito ainda € preciso avanca pkbancar uma
cobertura ampla das mulheres suscetiveis ao ddsgngnto do cancer
cervical, ou seja, todas as que ja iniciaram suadatle sexual
(NANDA et al, 2000; INCA 2010). A recomendacdo dustituto
Nacional do Cancer (INCA) é de que os dois prinegrames devam
ser feitos com um intervalo de um ano. Quansicesultados destes dois
exames sdo normais, o0 rastreamento pela citolagyard ser feita a
cada trés anos (INCA, 2010).

Entretanto, o teste apresenta um numero elevadestéados
falso-negativos que variam em torno de 15% a 508&reentuais de
resultados falso-positivos de 10% em média (CAVANIA &
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CARESTIATO, 2006). A citologia oncética ndo tem sbilidade
aceitavel para a deteccdo do adenocarcinoma cegvgaus precursores
(LIE & KRISTENSEN, 2008). Assim, um esfregaco négaem uma
paciente sintomatica nunca deve ser consideradoo coraultado
definitivo (INCA, 2010). Cerca de 40% dos casoscéacer cervical
ocorrem em mulheres que recentemente receberam egnitado
negativo de citologia oncética (ALTIOK, 2003).

Mesmo assim, nos Ultimos anos, os paises deséam®lgom
programas de prevencdo organizados e que empregasara medida
preventiva, a citologica oncética diminuiram mwtcasos de canceres
cervicais (SASLOW, 2002; NELSON et al., 2000; MONEEISO et
al., 2010). Entretanto, pela baixa sensibilidadeciti@logia oncética,
métodos complementares vém sendo estabelecidamgo tlos anos,
de forma a contribuir para o diagnostico precocdadmca cervical.

2.3.1.2. Histopatologia

O exame histopatoldgico do colo uterino é aceitan@o
procedimento definitivo (padréo-ouro) para o diagitd de lesdes pré-
neoplasicas e neoplasicas do colo uterino (IARC10R0E um
procedimento de grande importancia, e é nele qumseia a maioria
das decisdes terapéuticas até o momento. Além ddianuno
diagnéstico da infeccdo pelo HPV, o estudo histipgico é capaz de
graduar as lesfes de acordo com seu potenciafepativo (SOUZA,
MELO & CASTRO, 2001).

As lesBes neoplasicas invasivas do colo uterinoesdmeral
precedidas por uma longa fase de doenca pré-irmasiv
Microscopicamente, isto se observa como uma gamaveetos que
progridem da atipia celular a graus variados dplaksg| ou neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) antes da progressaacarcinoma invasivo
(IARC, 2010). A classificacdo histopatolégica vigené a da
Organizagcdo Mundial da Saude na qual as lesGeaepiteliais séo
divididas em trés graus, com gravidade crescerite:INNIC Il e NIC
[l (TRAVASSOLI & DEVILLE, 2003).

O parecer sobre a presenga de NIC em uma amosidaak
cervical e 0 seu grau depende das caracterisist@adgicas relativas a
diferenciacdo, maturacdo e estratificacdo das ald anomalias
nucleares. A proporcao da espessura das célulagitdiio com células
maduras e diferenciadas € empregada na classdicagadNIC. Graus
mais graves de NIC tém maior probabilidade de aptas uma maior
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proporcao da espessura do epitélio composto déaséhdiferenciadas
com apenas uma fina camada de células madurasrerdiladas na
superficie (IARC, 2010).

2.3.1.3 Biomarcadores

Determinar o risco de desenvolvimento e o progodstiem
como o0 sucesso do tratamento em resposta a umamihetea
medicacdo e/ou procedimento, constituem a principabo para a
identificacdo de marcadores biolégicos ou biomaeal Os
biomarcadores tumorais sdo indicadores do estaioléfjico e de
alteracdes que ocorrem durante o processo neapl@BERMINI &
VILLA, 2008).

A infeccdo pelo HPV promove a replicacdo desreguldd
genoma hospedeiro e, desta forma, variadas preteineolvidas no
controle do ciclo celular tém seus niveis aumerganlo diminuidos.
Assim, diversos estudos analisam os quantitatives paoteinas
relacionadas com este evento, entre elas, os paisciexemplos
descritos na literatura sdo p53, p16INK4a, MCMEGBFR, ciclina D,
ciclina E, p21WAF1, p27KIP1 (von KNEBEL DOEBERITZ002; von
KNEBEL-DOEBERITZ & SYRJANEN, 2006; TERMINI & VILLA,
2008).

Um biomarcador tumoral ideal possui relacdo diretan o
processo maligno, correlaciona- se com a massaralmeermite a
caracterizacdo do tipo de tumor, a localizacastadeamento do tumor,
bem como fornece uma avaliacdo prognostica (SRINEVA
KRAMER, 2001). A utilizacdo destes marcadores dempntara o
resultado de outros exames de triagem na idemgficale lesbes com
maior risco de progressdo maligna (von KNEBEL-DORBEZ &
SYRJANEN, 2006).

2.3.2. Colposcopia

A colposcopia € um exame visual especializado timderino,
da vagina, e da vulva (parte externa da vaginaiseftinann (1925) foi o
primeiro a descrever o equipamento colposcopicadés estabeleceu
os fundamentos para a préatica da colposcopia. Uposmopio é um
microscopio de campo estereoscoépico, binocularpalga poténcia,
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com uma fonte de iluminagéo de intensidade variduelilumina a area
sob exame (IARC, 2010).

O colposcopio tem uma lente que amplia de 4 a 48sve epitélio,
no qual se aplica uma solucdo de acido acéticoammentracao entre
3% e 5%, e onde houver anormalidades histoldgicggitélio torna-se
esbranquicado (acetobranco) devido a precipitagiioprdbteinas. A
vascularizacdo também pode ser observada com boade&iuma luz
com filtro verde. Durante o exame amostras da$esgiuspeitas podem
ser coletadas e biopsiadas. E um exame de extrerlww para a
deteccdo das lesdes causadas pelos HPV, entretamtas situacdes
como, por exemplo, inflamacgBes intensas, mosaigistambém
expressam um epitélio branco. Logo, existe um riEce tratar uma
alteracdo epitelial que ndo é causada pelo HPV @ASANTI &
CARESTIATO, 2006).

2.3.3. Diagnéstico Molecular do HPV

A deteccédo do acido nucleico viral por métodos ouwbres
tem se mostrado uma ferramenta com grande acudiiméstica,;
(HUBBARD, 2003; MOLIJN et al., 2005). A forte assagio entre
HPV e céncer cervical levou ao desenvolvimento wermas de
deteccdo moleculares, que tém grande potencialtiieagfio neste
campo (MOLIJN et al.,, 2005; GASPEROV et al, 20085 testes
podem apresentar um papel importante na triagecadoer cervical e
muitas aplicagbes tém sido propostas, como a dateda infeccéo
latente, a triagem de mulheres com resultadosdgitms duvidosos, o
seguimento para avaliacdo do tratamento de neaplasiaepitelial
cervical (NIC) e a triagem para 0s tipos oncogénjootamente com o
exame citologico (DEPUYDT et al, 2007; LEE et aRQO5;
CASTELLSAGUE, 2008).

O diagnéstico molecular do HPV comecou a ser atlliz na
década de 1980, quando as sondas de &cidos naclécam
disponibilizadas comercialmente (HUBBARD, 2003).ufilizacdo de
métodos mais acurados para a deteccdo do HPV eestigacoes
epidemiol6gicas permitiu a confirmacdo da impori@ndo virus,
principalmente dos tipos oncogénicos, como fatimrcipal de risco para
0 desenvolvimento das neoplasias intraepiteliado ecancer cervical
(SCHIFMAN et al. 1993; BOSCH et al., 1995; BOSCHikt2002).

A deteccédo direta do HPV nas células cervicaisoipise o foco
de interesse para triagem primaria do cancer @ydom isso, desde o
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ano de 2003 o FDARederal Drug Administration- EUA) aprova e
recomenda o uso dos testes moleculares para detdocBPV em: -
triagem de pacientes com resultados de ASC-US gear@minar a
necessidade de encaminhamento para a colposcapemulheres com
idade superior a 30 anos em combinacdo com a gitofmara avaliar a
presenca ou auséncia dos tipos de HPVs de alt, tisoa vez que a
infeccdo que acomete mulheres mais jovens tende u@r c
espontaneamente (CASTELLSAGUE, 2008; CASTLE et 2008;
MONSONEGO et al., 2010).

Entre os métodos utilizados para a deteccdo do rialate
genético do HPV encontram-se: a hibridizacdo méde@om sondas de
acidos nucleicos (Southern blot, dot blot, hib@gi@oin situ [ISH],
hibridizacao in situ com fluorescéncia [FISH]); mmificacdo de sinal
como a Captura Hibrida Il (CH2); a Reacdo em Cadai®olimerase
(PCR) e o RNAm viral das proteinas oncogénicas E® é(HUBBARD,
2003; HAWS et al., 2004; LIE et al., 2005; MOLIJN &., 2005;
VILLA & DENNY, 2006; GASPEROV et al., 2008; JEANTER®t al.,
2009).

2.3.3.1. Captura Hibrida

O teste de Captura Hibrida (CH2, Qialenaprovado e
reconhecido pela Agéncia Nacional de Vigilanciaitaaa (ANVISA) e
pelo FDA dos EUA, é muito utilizado em estudosictia no mundo,
demonstra boa reprodutibilidade nos ensaios dgetma(MOLIJN et al.,
2005; CASTLE et al.,, 2008). Este método € basealageacdo de
hibridizacdo, que utiliza sondas sintéticas de RN&A¢ radioativas,
complementares as sequéncias genémicas de 18d@d+PVs que
comumente infectam o trato anogenital, sendo I3 te HPVs de alto
risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,9%e 68) e cinco tipos de
baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44). Esses tipos sgptam 95% dos virus
que infectam o trato anogenital, sendo que os HR¥Valto risco estdo
presentes em 99% dos casos de cancer cervicals Eesalas s&o
utilizadas na preparacdo das misturas A e B, pémaeabaixo risco,
respectivamente, utilizadas em duas reagfes s@gamque permitem a
deteccao por grupos de risco e avaliacdo da cingJag @ASTLE et al.,
2002; CASTLE et al., 2008).

O DNA presente na amostra é hibridizado com cada das
misturas de sondas permitindo a formacdo de h#briggpecificos
DNA/RNA da sonda. Os hibridos DNA/RNA sdo captusadaa
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superficie da microplaca e sédo detectados poraspticmonoclonal
especifico e um substrato quimioluminescente, ot@ndo uma
medida semiquantitativa da carga viral. O limitedé¢éeccéo do teste é
de 1pg/mL de DNA-HPV, equivalente a 5.000 cépiasgdooma por
amostra, o que o faz ter uma sensibilidade menandm comparado a
PCR que pode detectar a partir de 10 copias porstamoA
possibilidade de apresentar reagfes cruzadasantteis coquetéis das
probes (A e B) pode reduzir a relevancia clinicaute resultado
positivo; e além de ndo especificar o tipo virdp rdetecta tipos que
possam estar presentes na amostra e que nao tAohatogia com as
sondas testadas (FARTHING et al., 1994; MOLIJN kt 2005;
CARESTIATO et al., 2006b).

2.3.3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica da PCR, utilizada a partir do final daatéa de 1980
(Saiki et al., 1988) tem sido comumente empregada a deteccédo do
DNA de HPV (NELSON et al., 2000). A reacgdo comsisa utilizacdo
de uma enzima responsavel pela replicagdo do DNADNA
polimerase, além de uma molécula de DNA fita sisyglemo molde
para a sintese de uma nova fita complementar pegigenos segmentos
de DNA, também fita simples, conhecidos como oligdeotideos
iniciadores ou primers (SAIKI et al., 1988; ROSSETI, SILVA,
RODRIGUES, 2006). A utilizacdo da PCR como métodgmbstico do
HPV tem se mostrado sensivel na identificacdo dé Dixal existente
nos diversos materiais clinicos, bem como na redolde infecgbes
duvidosas no diagnéstico citohistopatologico e astdpico, nao
apenas nas lesdes pré-neoplasicas, mas tambémfesgdes latentes
ou subclinicas, tanto na mulher com® homem (CHOW et al., 2000;
NELSON et al., 2000; ROSENBLATT et al., 2005).

O sistema que emprega os oligonucleotideos inimsdo
MY09/MY11 e GP5+/GP6+, que amplificam parte do gefie(Figura
9), € o mais frequentemente utilizado para a datecdp HPV em
estudos clinicos e epidemioldgicos. Tais iniciadosé8o eficazes em
amplificar um amplo espectro de gendtipos de HRW células obtidas
por raspado cervical (MANOS et al., 1989; VAN deRWAE et al.,
1990; de RODA HUSMAN et al.,1995; WALBOOMERS et, d999;
ROSENBLATT et al, 2005; PAYAN et al., 2007; PANNRE
STOCKMAN et al, 2008). O aumento significativo densibilidade e
especificidade da PCR para HPV é obtido quando nasadores
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MY09/MY11 séo utilizados em uma PCR inicial e o qutw desta
amplificacdo € utilizado como molde parsested PCR com os
iniciadores GP5+/GP6+, como ilustra a Figura 9 (B&H et al., 2004;
FREITAS et al., 2007; CARVALHO et al., 2010).

A sensibilidade e a especificidade dos métodosabasena
PCR podem variar dependendo do conjunto de inicgssdatilizados, do
tamanho do produto obtido, das condicBes da reafzéeficiéncia da
DNA polimerase empregada, e da habilidade pardexchio de varios
tipos virais.

- >
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UTR
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Figura 9. Representacao da forma linear do genoma do HP\pasim pelos
genes E, L e da regido ndo traduzida (UTR). Indicagdos dois conjuntos de
inciadores mais utilizados MY09/11 (HILDESHEIM elt,a1994), GP5+/6+
(JACOBS et al., 1997) (Modificado de MOLIJN et 8I05).

2.3.3.3. PCR em tempo real

A PCR em tempo real € uma técnica capaz de monitora
amplificacdo do material genético enquanto a reacaatece e tem sido
utilizada para detectar ou quantificar o DNA do HP¥ste método
utiliza o0 momento do ciclo da reac¢édo no qual a ditgtdo de um alvo
ultrapassa um limitec(itoff/theresholyj ao invés da quantidade de alvo
acumulado apés um numero fixo de ciclos. Existeriog&istemas para
deteccdo dos produtos de PCR, entre estes os mpiegados sdo o
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sistema TagMdhe o sistema do corante SYBRreen | (KUBISTA et
al., 2006). Os iniciadoretipo especificos podem ser combinados com
sondas fluorescentes complementares a mais de nétigge de HPV
em reacdes daultiplexPCR em tempo real (MOLIJN et al., 2005).

2.4. SISTEMAS DE GENOTIPAGEM DO HPV

A diversidade dos gendtipos e a incidéncia de ¢ifes
multiplas tornaram necessario o estabelecimentmétedos confiaveis
para identificacdo dos varios tipos virais, ndo o para estudos
epidemiol6égicos como também para o acompanhamentpadientes
(SOTLAR et al., 2004).

Devido a sua versatilidade e altissima sensibidadrios
sistemas baseados em PCR encontram-se disporfv@entificacéo
do tipo viral pode ser realizada pela PCR tipo eiiga, e a analise dos
produtos amplificados pode ser feita por diveréasitas, entre elas, a
hibridizacdo com sondas, hibridizac&o reversa,stigedo DNA viral
por enzimas de restricdo (RFLP), sequenciamentetodido DNA,
microarranjos de DNA (DNA microarray) e revelacdo por
microfluorometria, além do método de deteccdo dAARNviral das
proteinas E6/E7 (CASTLE et al., 2002; YAMAGUSHI &t 2002;
SOTLAR et al., 2004; MOLIJIN et al., 2005; LIE & KBTENSEN,
2008; NOBRE et al., 2008).

2.4.1. PCR tipo especifica

A PCR com iniciadores especificos para cada tipal & uma
estratégia para genotipagem do HPV. Trata-se dedméiltamente
sensivel, facil de interpretar e que permite aataraacao dos tipos nos
casos de infec¢cdo mdltipla (SOTLAR et al., 2004,SPEROV et al.,
2008; CARVALHO et al., 2010).

Este € um método laborioso, pois cada conjuntrifeers
tipo-especificos deve ser validado, e além do custa principal
limitagé@o é a incapacidade de identificar genotijcss na maioria das
amostras clinicas, uma vez que depende de pescgrisarada reacao,
cada um das dezenas de tipos infectantes. A setiggidipos virais
pesquisados deve estar baseada nos estudos epidgco® e de
prevaléncia, ja que existe grande variacao naluigtfo dos gendtipos
em diferentes regides do mundo (MOLIJN et al., 2005
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2.4.2. RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorphism)

A técnica de analise de polimorfismos baseada mpdmento
dos fragmentos de restricdo (RFLP) € um método aulzle bastante
utilizado para a tipagem do HPV em estudos epidégimns. O
método consiste na obtengcdo de produtos amplificado
preferencialmente com os iniciadores MY09/11, stgyyiela digestéo
do produto de 450pb com enzimas de restricdo. Unastaa deve ser
digerida com diversas enzimas. O perfil de resirgara cada tipo viral
€ obtido pela analise conjunta dos produtos geradoscada enzima.
Porém, em se tratando de amostras clinicas, qeseagam mdaltiplos
tipos de HPVs, a eficacia dessa técnica de tipagemiimitacdes, pois
as enzimas digerem todos os produtos de PCR pesseatamostra,
gerando um perfil de bandas misto em que, alguneassy ndo se
consegue diferenciar os tipos virais (MOLIJN et &005), sendo
portanto, um bom método para detecgéo de infeag@ieas pelo HPV
(GASPEROQV et al., 2008).

2.4.3. Método de deteccao da expresséo de E6/E7 RNA
NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification)

As proteinas E6 e E7 do genoma viral do HPV sdoggricas
e sua expressao precede e é essencial para o aeseaxto do cancer
de colo uterino (MOLDEN et al, 2005a; MOLDEN et, a2006,;
JEANTET et al, 2009, RATNAM et al, 2010).

O método NASBA utiliza a amplificacdo baseada rquéncia
de acidos nucléicos e esta disponivel comerciabnenos testes PreTect
HPV-Proofer (Norchip A%, Klokkarstua, Noruega) e NucliSENS
EasyQ HPV (bioMérieu}S.A., Marcy I'Etoile, Franca). E uma reacéo
de amplificacdo isotérmica (41°Qyultiplex com deteccdo em tempo
real, que utiliza as enzimas AMV-RT (Transcript&sversa do Virus
da Mieloblastose Aviaria), a Rnase-H e a T7 RNAimpetase. Tem
como alvo o RNAm de E6 e E7, capaz de detectar de forma
gualitativa através de oligonucleotideos sintéti¢beacon¥ cinco
gendtipos de HPVs: 16, 18, 31, 33 e 45, que sadipos mais
prevalentes em carcinomas cervicais (LIE et aD52010OLDEN et al.,
2005a; LIE & KRISTENSEN, 2008; JEANTET et al., 20G9ALFON
et al., 2010; RATNAM et al., 2010).



60

A metodologia NASBA é uma importante ferramentaapar
deteccdo e a identificacdo dos tipos virais dosimamas cervicais.
Quando comparada a PCR, tem mostrado igual sedad®l para lesGes
intraepiteliais de alto grau (HSIL), bem como urmaion especificidade
clinica, o que sugere que o ensaio baseado na;detdos transcritos de
RNAmM possa ser importante na triagem de mulheresresultados de
citologias duvidosas (ASC-US) e com lesdes inttabpis de baixo
grau (LSIL), nas quais o teste de DNA do HPV teimdaspecificidade
(KRAUS et al., 2004).

O risco de desenvolvimento de lesdes intraepisebacamosas
de alto grau (NIC 2+), para aquelas mulheres quessaptaram
expressao positiva para RNAm E6/E7 em um period® aeos, foi de
68,9 vezes. Em contrapartida, o risco foi de 57esgara as mulheres
com resultado positivo para o DNA do HPV amplifcadom
iniciadores consenso (MOLDEN et al., 2006). A expé® de E6 e E7
parece ser melhor indicadora da infeccéo pelo HR&hdo associada
com o aumento do risco de progressao para negpliasgue somente a
deteccdo do DNA do HPV, podendo ser um marcadoecutar Gtil no
screeningdo céncer cervical (MOLDEN et al, 2006; CASTLE adt,
2007; LIE & KRISTENSEN, 2008; DOCTER et al., 200%$ALFON
et al., 2010).

Foi lancado em 2008, na Europa e aprovado pela Gidaude
Européia (CE), mais um método para a deteccdo daniRE6/E7, o
APTIMA HPV Assay (Gen-Proffe San Diego, CA, USA), o qual é
baseado na amplificacdo do RNAmM E6/E7 sem discamos tipos
envolvidos. Utiliza a técnica da Amplificagcédo Medhapor Transcrigao -
Transcription Mediated Amplification (TMA), detec¢do por
quimiluminescéncia sendo capaz de identificampoml de 14 gendtipos
de HPVs de alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 394552, 56, 58, 59, 66 e
68 (DOCTER et al., 2009b; GEN PROBE®, 2010; SNIDIER al.,
2010).

2.5. APLICAGCOES CLINICAS DA TIPAGEM DO HPV

A identificagdo do gendétipo do HPV tem importantalov
prognostico e terapéutico, que pode ser aplicadaasms duvidosos de
citologia e histopatologias, € um componente ingotet na abordagem
do cancer cervical, pois possibilita a distingas tijgos virais de baixo e
de alto risco (NANKOONG, 1995).
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A persisténcia de tipo especifico de papilomavinusnano
oncogénico (HPV), ou seja, dois ou mais testes A Positivos para
HPV realizados em diferentes momentos, é considecaderdadeiro
precursor do cancer cervical; a transcricdo dosgemnes virais E6 e E7
€ necessaria para a transformacdo maligna e mafotedo estado
neoplasico (KOSHIOL et al., 2008; VARNAI et al.,(R), o que torna,
portanto, muito importante o papel da identificachs gendtipos na
evolucéo do caso.

Outra aplicabilidade da identificacdo do tipo virad a
elaboragdo e o desenvolvimento de estratégias dénaga A
identificacdo dos tipos oncogénicos mais prevatemtas diferentes
regibes geogréaficas e em diferentes populacSesibida avaliar o
beneficio da implementacdo das vacinas tipo-espasi{FREITAS et
al., 2007; LIN et al., 2008; CARVALHO et al., 2010)

O conhecimento do tipo viral permite selecionacenapanhar
as pacientes com maior potencial para o desenvehitondo céncer
cervical, e pode contribuir para conhecer o po&nevolutivo da
infeccdo (NANKOONG, 1995; NELSON et al., 2000; LEEal., 2005).
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3. JUSTIFICATIVA

O céncer do colo uterino esta diretamente reladiona
infeccdo persistente causada pelos tipos viraisalie risco do
Papilomavirus  Humano (HPV). Evidéncias moleculares
epidemiolégicas indicam claramente que certos tigles HPV
representam a principal causa de cancer cervical.

A efetividade da citologia oncética no diagnésiirecoce e na
prevencdo do cancer invasivo do colo do Utero telm seconhecida
pelo Instituto Nacional do Céancer (INCA), porém ridéncia da
doenca mantém-se como uma das mais altas entree@dasias
malignas que ocorrem em mulheres brasileiras. Rortao
aperfeicoamento dos métodos de deteccdo do HP¥semma notavel
avanco e a introducdo de novas abordagens diacgsgbirincipalmente
as moleculares, estdo contribuindo enormemente@asxlarecimento
dos casos.

Com o0 acesso cada vez mais frequente ao uso dasakecle
biologia molecular, esta ferramenta de diagnoséstd se tornando
fundamental na resolucéo do diagnéstico de roginacipalmente, pela
possibilidade de identificar os diferentes tipos BV, além de
contribuir com os estudos epidemioldgicos da irdeaga populacéo, os
guais sdo importantes para o controle e preverg@oenca.

0] Laborat6rio de Biologia Molecular e
Micobactérias/ACL/ICCS/UFSC possui ampla infraesnaitha area de
biologia molecular e se propde a validar métodagmisticos para
serem disponibilizados ao SUS e empregados imedkaii@ na rotina
do Servico de Andlises Clinicas do Hospital Unikér® Polydoro
Ernani de Sao Thiago (HU/UFSC).

No presente trabalho foram estudadas amostrascasrvile
pacientes atendidas em Florianépolis, para detec2NA de HPV, o
RNA mensageiro das proteinas oncogénica virais [EB, éentificar os
principais tipos virais e comparar os resultadas eccitologia oncética
para estimar a contribuicdo dos testes moleculaesdiagnéstico
precoce do cancer cervical na populacdo do estudo.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Verificar a aplicabilidade da deteccdo molecular RIWA e
RNAmM do HPV na triagem do céncer cervical e compasaresultados
com a citologia oncotica

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Padronizar a técnica da PCR com iniciadores consgsis 0 HPV
(PCR-HPV);

« Padronizar a técnica da PCR com os iniciadoresetpecificos 16,
18, 31, 33 e 45 (de alto risco) e iniciadores tgpecificos 6 e 11
(de baixo risco) (PCR-HPVte) ;

« Estudar amostras cervicais de pacientes atendidddaianépolis
para:
- Detectar o DNA do HPV;
- Detectar o RNAm das proteinas oncogénicas \ifais E7;
- Identificar os principais tipos virais;
- Comparar os resultados com a citologia oncotaa gstimar o
rendimento da PCR e a contribuicdo da expressaicagéo
diagnostico precoce do cancer cervical na populdgastudo.

« Analisar e publicar os dados.
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5. METODOLOGIA

5.1. COMITE DE ETICA

O presente trabalho teve aprovacdo do Comité dea Ein
Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH) da Universidederal de
Santa Catarina, em 27/04/2009, sob nimero 072/2009.

5.2. AMOSTRAGEM E CRITERIOS DE INCLUSAO

Para o estudo foram analisadas 162 amostras dervicen e
sem suspeita clinica coletadas consecutivamente upor médico
ginecologista, durante o periodo de maio a julho 2009 em
Florianépolis, Santa Catarina.

As amostras foram coletadas durante a rotina danexa
ginecoldgico. Pacientes que concordaram em assindrermo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexiwgram o material
cervical coletado para os testes moleculares dsanéitopatoldgica
convencional. As andlises citopatoldgicas foramasmchadas para um
laboratdrio de citopatologia. O diagnéstico citabdgfoi feito por dois
citopatologistas, e quando houve discordancia, usrceiro
citopatologista foi consultado. As amostras paneaigio da infeccdo
pelo HPV foram enviadas para o Laboratério de Bji@ldViolecular e
Micobactérias (LBMM). Os testes moleculares foraalizados sem o
conhecimento prévio dos resultados da citopatologia

5.3. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

A coleta do material cervical foi realizada utihom-se okit
ThinPrep/PreservCyt (Cytic Corp.-USA). Para a regétocervical foi
realizado o raspado celular com espéatula de Ayrpam a regido
endocervical foi utilizada escova do ti@gtobrush

As amostras foram armazenadas e conservadas aetf@aeas
no dia seguinte para o0 Laboratério de Biologia Molar e
Micobactérias — LBMM do Hospital Universitario Pdiyro Ernani de
Séo Tiago da Universidade Federal de Santa CatarideSC para o
processamento e estudo molecular do material.
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5.4. EXTRAGAO DO DNA

A extracdo de DNA foi realizada utlizando-se o t&isa
Nuclisen§ Mini Mag — BioMérieux-France. De cada amostra
conservada na solucdo ThinPtePreservCyt foram retirados 5 mL e
transferidos para um tubo cénico de 15 mL com tantpee foi
centrifugado durante 12 minutos a 400 x g. O sauente foi
descartado, deixando-se 1 mL no qual o precipitadessuspenso. As
células em suspensao foram transferidas para tultoocontendo 2 mL
de tampdo de lise (NucliSens Lisys Buffer), a matufoi
homogeneizada e deixada em repouso por 10 minutesperatura
ambiente (20°C a 26°C). Apos, foi adicionada aailinagnética, e o
material homogeneizado em voOrtex. Em seguida aess§p foi
centrifugada por 2 minutos a 400 x g, e o sobramtad®i descartado.
Seguiram-se etapas de lavagem, e ao final o RNA/EWAessuspenso
em 55 pL do tampado de eluicdo, armazenado a — 268Ca sua
utilizacdo. O restante das amostras conservadaslngdo ThinPrep
PreservCyt ficou armazenado a -70°C para novaa@@ds.

5.5. PCR COM INICIADORES PARA O GENE DA BETA GLOBMN
HUMANA

O DNA de todas as amostras foi submetido primeirden@
amplificacdo para o gene da beta globina humarefajwtilizado para
0 controle da presenca de inibidores da PCR. O DXtaido foi
amplificado com os iniciadores PCO3 e PCO4 (Sdikile 1988), 5-
ACACAACTGTGTTCACTAGC - 3 e 5-
CAACTTCATCCACGTTCACC - 37, do gene da beta globmamana
que geram um produto de 110 pares de base (pbLCRAfBI realizada
em 2Ql de volume final contendo 1,5 mM MgCl0,2 mM dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 18moles de cada iniciador; Tamp&o de
Tag polimerase 1X (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500mM KQIU de Taq
DNA polimerase recombinante (Invitrogen) e 1ulL al3 do DNA
molde. As condi¢cbes da amplificacdo feitas em ummdeiclador
Mastercycle PersorfalEppendorf) foram: 95°C por 1 minuto, 56°C por
1 minuto, 72°C por 2 minutos em 39 ciclos e umccfoial de 72°C por
7 minutos.
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5.6. PCR PARA HPV COM INICIADORES CONSENSO (PCR-HPV

O DNA extraido foi amplificado com os iniciadoresnsenso
MY09 e MY11 (Manos et al., 1989) da regido L1 viouge geram um
produto de 450 pares de base (pb), 5- CGTCCMARRGBETGTC
- 3’e 5°- GCMCAGGGWCATAAYAATGG - 3, M correspondis
bases A/C, W as bases A/T e R as bases A/G. A BCRdlizada em
20ul de volume final contendo 1,5 mM MgCD,2 mM dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 1@moles de cada iniciador; Tampéo de Taq
polimerase 1X (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500mM KCIl)Ulde Taq
DNA polimerase recombinante (Invitrogen) e 1uL ail3 do DNA
molde. As condi¢cbes da amplificacdo feitas em ummdeiclador
Mastercycle PersorfalEppendorf) foram: 94°C por 1 minuto, 55°C por
1 minuto, 72°C por 1 minuto em 39 ciclos e umcaiahal de 72°C por
5 minutos.

5.7.NESTEDPCR

Nas amostras ndo amplificadas com os iniciadore OM¥
MY 11 foi realizada uma reacamstedPCR utilizando-se os iniciadores
consenso GP5+ e GP6+ (de Roda-Husman et al., tp@5yeram um
produto de 150 pb, 5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC - & 5'-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC - 3". A PCR foi realizadaem
20ul de volume final contendo 1,5 mM MgCD,2 mM dNTP (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 1@moles de cada iniciador; Tampéo de Taq
polimerase 1X (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500mM KCI)Ulde Taq
DNA polimerase recombinante (Invitrogen) gl lo produto da PCR
amplificada com iniciadores MY09 e MY11 como molés condigbes
da amplificacdo feitas em um termociclador MastecyPersondl
(Eppendorf) foram: 94°C por 1 minuto, 40°C por 2waos, 72°C por 1
minuto em 39 ciclos e um ciclo final de 72°C paniiutos.

5.8. PCR TIPO ESPECIFICA (PCR-HPVTE)

As amostras positivas na PCR-HPV foram submetidBER
com iniciadores especificos para a identificacds dipos virais:
HPV16A e HPV16B, HPV18A e HPV18B, HPV31A e HPV31B,
HPV33A e HPV33B, HPV45A e HPV45B tipo especificaggos virus
de alto risco oncogénico e os iniciadores HPV6ARYEB, HPV11A e
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HPV11B tipo especificos para os virus de baixorge 11 (ARNDT et
al, 1994; DUGGAN et al, 1994; ROSSETI , SILVA, RODRJES,
2006; CARVALHO et al., 2010).

O DNA extraido foi amplificado com cada um dos pade
iniciadores tipo especifico, que geram produto @& Rom tamanho
variavel dependendo do par de iniciador utilizadmnforme
apresentado na Tabela 2. A PCR foi realizada eph @0 5Qu de
volume final contendo 1,5 mM Mg&l10,2 mM dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), 1@moles de cada iniciador; Tamp&o de Taq polimerase
1X (200mM Tris-HCI pH 8.4, 500mM KCI), 1U de Taq BN
polimerase recombinante (Invitrogen) e 1uL a 5 olDINA molde. As
condi¢cbes da amplificacdo feitas em um termociclalastercycle
Persondl (Eppendorf) foram: 94°@or 1 minuto seguido de 30 ciclos
de 90°C por 30 segundos, temperatura de parearsspezifica para
cada um dos tipos de HPV por 2 minutos (Tabel@2)C por 1 minuto
e um ciclo final de extenséo de 72°C por 10 minutos

Tabela 2. Iniciadores utilizados na amplificacdo para deiecgos tipos
especificos de HPV.

Temperat
Iniciadores Sequéncia Nucleotideos ura de Pro_c!uto
pareamen  amplificado
to
HPV6A 5TAGGGGACGGTCCTCTATTC-3’ o
HPV6B 5-GCAACAGCCTCTGAGTCACA-3 62°C 258-361 pb
HPV11A 5-GAATACATGCGCCATGTGGA-3' 64°C 356 ob
HPV11B 5-AGCAGACGTCCGTCCTCGAT-3' p
HPV16A 5-TCAAAGCCACTGTGTCCTG-3' 629C 150 ob
HPV16B 5'-CGTGTTCTTGATGATCTGCAA-3' P
HPV18A 5'-TGGTGTATAGAGACAGTATACCCCA-3’ 650C 247 b
HPV18B 5-GCCTCTATAGTGCCCAGGTATGT-3' P
HPV31A 5-TGAACCGAAAACGGTTGGTA-3' 63°C 613 ob
HPV31B 5-CTCATCTGAGCTGTCGGGTA-3' P
HPV33A 5-AGTAGGGTGTAACCGAAAGC-3' 61°C 411 vb
HPV33B 5'-CTTGAGGACACAAAGGTCTT-3' P
HPV45A 5-CCCGACGACCCGAACCACAG-3 66°C 100 b
HPV45B 5"-TCTAAGGTCCTCTGCCGAGC-3’ P

Fonte: ARNDT et al, 1.994; DUGGAN et al, 1994; REJ§ SILVA,
RODRIGUES, 2006; CARVALHO et al., 2010).

5.9. SEPARACAO ELETROFORETICA DO DNA E DOS
PRODUTOS DA PCR
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A separacgédo eletroforética dos produtos de PCReft@ com
aplicacdo de ji. de cada um destes materiais acrescidos pdlede
tampéo de amostra 6X (30% glicerol, 0,25% azulrdenbfenol, 0,25%
xyleno cyanol e 10% 10X TAE) em gel de agarose a(@f®), em
tampédo TAE 1X (Tris acetato 40 mM/EDTA 1 mM) a NM@urante 30
minutos. Para visualizacdo das bandas, o gel fadcopor 10 minutos
em solucdo contendo brometo de etidio a 1,0 ugfata o gene da beta
globina a concentracdo do gel de agarose foi dé,2% fracionamento
eletroforético ocorreu a 80 V por 40 minutos.

Os géis foram fotografados sob iluminacdo ultrateol de
320ym (HOEFER-MacroVue UV-20), utilizando-se um sistemeafoto-
documentacédo de géis (DOC-PRINT® Biosystems). Oatdim dos
fragmentos foi estimado por comparacdo com o marcdd tamanho
molecular 50 pblédder50 pb).

5.10. EXPRESSAO DE E6/E7 RNAM PELO METODO NASBA

Os testes de amplificagdo do RNAm para as proteinas
oncogéncias E6 e E7 foram feitos rigorosamente aeda com as
instrucées do fabricante dat NucliSENS EasyQ HPY. Em resumo:
foram utilizadas seis diferentes sondas moleculeapsazes de detectar
os HPVs tipos 16, 18, 31, 33, 45 e a ribonucleginat ULA (controle
interno da reacdo). A deteccdo multiplex foi resalaom dois corantes
fluorescentes: 6-carboxi-fluoresceina (6-FAM) pasaHPVs tipos 16,
31 e 33; 6-carboxi-X-rodamina (6-ROX) para o coletrioterno e para
0s HPVs tipos 18 e 45. A andlise da cinética dgaedoi feita pela
medida do sinal fluorescente que revela a taxsatedricdo do controle
interno e de cada um dos cinco tipos de RNAmM ale@pyessos na
forma de graficos.

5.11. ANALISE ESTATISTICA

A elaboracédo do banco de dados e a andlise ddsadesiforam
realizadas por meio do Software SPSS 16.0®. AsAiveis nominais
foram sumarizadas como nimeros absolutos e peaienfAs variaveis
numéricas foram sumarizadas como média, valoregnmax minimos
e desvio padrdo. A associacdo entre variaveisviiaala pelo teste de
qui quadrado, em um nivel de significancia de 9A%ctécnicas de PCR
e expressdo de E6/E7 RNAm foram avaliadas, tomaadmmo padrdo
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alreo a citolégica oncética, calculando-se a siidsibe, a
especificidade, os valores preditivos positivo gati#o e a acuracia.

5.12 FLUXOGRAMA DA METODOLOGIA

AMOSTRA

PCR — Beta Globina

‘ CITOLOGIA ONCOTICA ‘ ‘ PCR - MY09/MY11 ‘ ‘ NASBA RNAm E6/E7
‘ Positiva ‘ ‘ Negativa ‘ ‘ Positiva H Negativa ‘ ‘ Positiva H Negativa‘
NestedPCR RNAm (E6/E7)
GP5+/GP6+

HPV 16

| | HPV 18

HPV 31

‘ Positiva H Negativo ‘ HPV 33

| HPV 45

IDENTIFICACAO DO TIPO VIRAL
PCR tipo especifico
(HPV: 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 45)
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6. RESULTADOS

Foram analisadas 162 amostras de raspado certtda® de
mulheres com média de idade de 37 anos, desvi@@dd. A faixa
inferior ou igual a 30 anos (< ou = a 30 anos)aspntou 55 (33,9%)
amostras enquanto a faixa etéria acima de 30 and® (anos) 107
(66,1%).

6.1. CITOLOGIA ONCOTICA OU CITOPATOLOGIA

As amostras que apresentaram atipias em célulamesas de
significado indeterminado (ASC-US e ASC-H), lesauraepitelial
escamosa de baixo grau (LSIL), lesdo intraepitelsdamosa de alto
grau (HSIL — NIC2 e NIC3) foram consideradas peagi Ndo houve
na nossa amostragem casos de carcinoma invasivaméstras que
apresentaram um padrdo normal ou alteragcbes @=ular
reacionais/inflamatérias foram consideradas negsitiv

Das amostras analisadas, 80,2% (130/162) apregsentar
resultados normais na citologia oncoética, tendo sldssificadas como
negativas e 19,8% (32/162) foram positivas. A Tal®lapresenta a
distribuicdo dos resultados das 162 amostras mdogia oncotica,
segundo a classificagdo pelo Sistema de Bethe€da 20

Tabela 3: Distribuicdo das 162 amostras, segundo a claag# de Bethesda
2001.

Citologia Oncotica Numero de amostras (%)
Negativa 130 (80,2%)
ASC-US 9 (5,6%)

ASC-H 4 (2,5%)

LSIL 9 (5,6%)

HSIL (NIC2 e NIC3) 10 (6,1%)
Total 162 (100%)

Quando estratificados por idade os resultados tdogia oncotica
mostraram 12,4% (20/162) de positividade na fatéasiae < ou = a 30
anos e 7,4% (12/162) na faixa etaria >30 anos 040, conforme
apresentado na Tabela 4.

Tabela 4: Resultados da citologia oncética estratificados fpota etaria nas
162 amostras do estudo.
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Citologia Oncética

Faixa etaria
Negativa n (%) Positivan (%) Total n (%)
<ou=30 35(21,6%) 20 (12,4%) 55 (34%)
>30 95 (58,6%) 12 (7,4%) 107 (66%)
Total 130 (80,2%) 32 (19,8%) 162 (100%)
p=0, 001

6.2. PCR DA BETA GLOBINA HUMANA

A amplificagdo das amostras do estudo com o genbet
globina humana, utilizada como o controle da presele inibidores da
PCR, apresentou 100% de amplificacao (110 pb)camdio que todos
0s DNAs poderiam ser utilizados no estudo. A Fidlbaapresenta um
gel ilustrativo de agarose com amostras amplifisatts pacientes do
estudo para o gene da beta globina.

Figura 10. Gel representativo da amplificacdo do fragmentoldi@pb para
verificacdo da presenca de inibidores da PCR comiciadores para o gene da
beta globina. Os nimeros de 1 a 5 representam astras clinicas positivas
100, 101, 102, 103 e 104; CP: controle positivordacdo; CN: controle
negativo da reacdo e M: Marcador de tamanho mae&0ipb (Invitrogen).
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6.3. PCR PARA HPV (PCR-HPV)

As amostras foram submetidas a amplificacdo com os
iniciadores consenso MY09 e MY11 para a pesquisBNA do HPV,
destas 35 (21,6%) foram positivas. A Figura 11 sgwt@a um gel
ilustrativo de agarose contendo amostras posite/asegativas para
HPV. Embora esta seja uma reacgdo qualitativa, pedebservar
diferenca de intensidade no produto de 450pb, petreente por haver
diferenca na concentracdo do DNA molde de cadataanos

1 6 7 9 13 15 17 CGeN M

450pb

Figura 11. Gel representativo da amplificac@o do fragmentwégeo de 450pb
da regido L1 do genoma do HPV com os iniciadoreD®MY11. Os nimeros
1, 6, 9, 13, e 15 correspondem a amostras clirieagcais positivas; 0s
nameros 7 e 17 correspondem a amostras clinicagcaisr negativas; CP:
controle positivo da reacéo; CN: controle negatieoreacdo; M: Marcador de
tamanho molecular 50pb (Invitrogen).

6.4.NESTEDPCR

Para aumentar a sensibilidade e especificidadestiecgiio do
DNA de HPV, as amostras das PCRs com o0s iniciaddh¥39/MY11
gue ndo apresentaram DNA detectavel, foram subasetidima reacdo
nested®CR, com os iniciadores internos GP5+/GP6+.

Das 127 amostras submetidas & reacéo ndsted PCR
27(16,7%) amplificaram o produto esperado de 150 pbFigura 12
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apresenta um gel ilustrativo com amostras positeasegativas na
amplificacdo pelamestedPCR.

4 5 7 10 11 14 17 CP CN M

150pb

Figura 12. Gel representativo da amplificagdo do fragmentwégeo de 150pb

da regido L1 do genoma do HPV com os iniciadoreS+BBP6+. Os nimeros
11 e 14 correspondem a amostras clinicas cenpesisivas; os nameros 4, 5,
7, 10 e 17, correspondem a amostras clinicas egsuviegativas; CP: controle
positivo da reagdo; CN: controle negativo da reaficMarcador de tamanho
molecular 50pb (Invitrogen).

6.5. POSITIVIDADE GLOBAL DA PCR-HPV

O resultado global da PCR-HPV, que inclui o sonatdos
resultados da PCR com os iniciadores consenso NIWYBL e da
nested PCR foi de 38,3% (62/162) de amostras positiva81& %
(100/162) de amostras negativas.

Quando estratificados por faixa etéria os resuttadid PCR-
HPV mostraram 22,3% (36/162) de positividade neafaitaria < ou = a
30 anos e 16% (26/162) na faixa etaria >30 ano8,(@%), conforme
apresentado na (Tabela 5).
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Tabela 5: Resultados da PCR-HPV estratificados por faixaieetaas 162
amostras do estudo.

) PCR-HPV
Faixa etaria ) N
Negativa n (%) Positiva n (%) Total n (%)
<ou=30 19 (11,7%) 36 (22,3%) 55 (34%)
>30 81 (50%) 26 (16%) 107 (66%)
Total 100 (61,7%) 62 (38,3%) 162 (100%)
p= 0,001

6.6. COMPARACAO DA CITOLOGIA ONCOTICA COM A PCR-
HPV

A analise estatistica do resultado global da PCR-k#hdo
como referéncia a citologia oncética, por ser ooagtrecomendado
pelo Programa Nacional de Prevencdo ao Cancer kded€dJtero e de
Mama, mostrou sensibilidade de 90,6%, especifigdel 74,6%, valor
preditivo positivo (VPP) de 46,8%, valor preditimegativo (VPN) de
97% e acuracia de 77,8%. Os resultados comparatigositologia
oncotica e da PCR-HPV estdo sumarizados na Tabela 6

Tabela 6 Comparagao dos resultados da citologia oncotdaRCR-HPV.
Citologia Oncotica

PCR-HPV
Negativa Positiva Total
Negativa 97 (59,8%) 3 (1,9%) 100 (61,7%)
Positiva 33 (20,4%) 29 (17,9%) 62 (38,3%)
Total 130 (80,2%) 32 (19,8%) 162 (100%)

O DNA do HPYV foi detectado em 66,7% (6/9) dos cades
ASC-US e em 100% dos casos de ASC-H, LSIL e HStltreEos casos
de citologia negativa, a deteccdo da PCR-HPV ogosm 25,4%
(33/130) das amostras. A Tabela 7 permite verifecakistribuicdo dos
resultados das PCR-HPV segundo a classificacaetleesda 2001, nas
162 amostras do estudo.
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Tabela 7: DistribuicAo dos resultados das 162 amostras p&R-IPV
segundo a classificacdo de Bethesda 2001, nagisicdmcotica.

PCR HPV DNA

Citologia Oncotica Negativo Positivo Total

n % n % N
Negativa 97 (74,6%) 33 (25,4%) 130
ASC - US 3 (33,3%) 6 (66,7%) 9
ASC -H - 4 (100%) 4
LSIL - 9 (100%) 9
HSIL (NIC 2 e NIC 3) - 10 (100%) 10
Total 100 62 162

6.7. EXPRESSAO DE E6/E7 RNAM

A expressdo de E6/E7 RNAm foi encontrada em 13,6%
(22/162) das amostras analisadas.

Quando estratificados por faixa etaria, conforméela 8, os
resultados da expressao génica de E6 e E7 mosteaBdm(15/162) de
positividade na faixa etaria < ou = a 30 anos &04(3/162) na faixa
etaria >30 anos (p= 0, 001).

Tabela 8: Resultados da expressédo de E6 e E7 RNAmM estaakificpor faixa
etaria nas 162 amostras do estudo.

E6/E7 RNAmM
Faixa etaria Negativa Positiva Total
n (%) n (%) n (%)
<ou=30 40 (24,7%) 15 (9,3%) 55 (34%)
> 30 100 (61,7%) 7 (4,3%) 107 (66%)
Total 140 (86,4%) 22 (13,6%) 162 (100%)
p= 0,001

A Figura 13 representa, de forma ilustrativa, aailtados de
amostras testadas para expressdo de E6/E7 RNAmtgmialogia
NASBA - NucliSENS EasyQ HPV (bioMériefi$.A., Marcy I'Etoile,
Franca).
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(A) HPV 16 — U1A (B) HPVs 18 e 31 (C) HPVs 33 e 45
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Figura 13. Representacdo ilustrativa dos resultados de aasoststadas para
expressao de E6/E7 RNAm de HPV. Reacado multiplexeenpo real(A) U1A
esta representada em vermelho e HPV 16 em @ukPV-18 em vermelho e
HPV-31 em azul(C) HPV-45 e HPV-33. As linhas B1 e F4 sdo positivasp
HPV-16; H4 representa o controle positivo (CP) dBVHL6; D7 amostra
positiva para HPV-18; H8 representa o CP do HP\¢-83; B10 e E11 em azul
sdo positivas para o HPV-33. H11 positiva para &43B e HPV-45 e H12
representa o CP do HPV-33 em azul e HPV-45 em \‘ban&4 e G12 sdo
controles negativos.

6.8. COMPARA(;AO DA CITOLOGIA ONCOTICA COM A
EXPRESSAO DE E6/E7 RNAM.

A andlise estatistica dos resultados da expresed&6dE7
RNAm tendo como referéncia a citologia oncoética;, per 0 método
recomendado pelo Programa Nacional de Prevenc&@iacer de Colo
de Utero e de Mama, mostrou sensibilidade de 4@¢edificidade de
93%, valor preditivo positivo (VPP) de 59%, valaegitivo negativo
(VPN) de 86% e acuracia de 83%. Na comparacao ekdtados da
citologia oncoética com a expressdo de EG6/E7 RNAmouve
concordancia dos resultados em 74,7% (121/162) aasstras
negativas e em 8% (13/162) das amostras positisaseQultados
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comparativos da citologia oncética e da expres®E&@E7 RNAmM
estdo sumarizados na Tabela 9.

Tabela 9: Comparacédo dos resultados da citologia oncotiexpgessao de
E6/E7 RNAm.

Citologia
E6/E7 RNAm Negativa Positiva Total
n % n % n %
Negativa 121 (74,7%) 19 (11,7%) 140 (86,4%)
Positiva 9 (5,6%) 13 (8%) 22 (13,6%)
Total 130 (80,2%) 32 (19,8%) 162 (100%)

A expressdo de E6/E7 RNAm, foi encontrada em 11(1/%
dos casos de ASC-US; em 44,4% (4/9) dos casos He EB 75%
(3/4) dos casos de ASC-H, em 50% (5/10) dos casd$SiL. Entre os
casos de citologia normal, a expressdo de E6/E7mRNA de 6,9%
(9/130). A Tabela 10 permite verificar a distrithocdos resultados das
162 amostras para expressao de E6/E7 RNAmM segunldssificacdo
de Bethesda 2001, na citologia oncética.

Tabela 10: Distribuicdo dos resultados das 162 amostras pAlAnRE6/E7
segundo a classificacdo do Sistema de Bethesda 28@@itologia oncética.

RNAmM E6/E7

Citologia Oncética i iti

g Neng;t)lvo P?]s&l)vo Total
Normal 121 (93,1%) 9 (6,9%) 130
ASC - US 8 (88,9%) 1(11,1%) 9
ASC —H 1 (25%) 3 (75%) 4
LSIL 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9
HSIL (NIC2 e NIC3) 5 (50%) 5 (50%) 10
Total 140 22 162

6.9. COMPARACAO DA EXPRESSAO DE E6/E7 RNAM COM A
PCR-HPV

Considerando-se a somatéria dos resultados dasiohagas
PCR-HPV e expressdo de E6/E7 RNAmM empregadas todogsa
infeccdo pelo HPV foi detectada em 39,5% (64/163)amostras.

Os resultados da PCR-HPV foram positivos em 38,62162)
das amostras, enquanto a expressao de E6/E7 RNApoditiva em
13,6% (22/162) das amostras. Das 22 amostras qresesmparam
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positividade para a expressdo de E6/E7 RNAm, 208ardaram com 0s
resultados da PCR-HPV. Duas amostras com expredsa&6/E7
RNAmM positivas ndo tiveram o DNA detectado na PGR/HTabela
11). Os resultados da PCR-HPV e da expressdo géec&6/E7
concordaram em 60,5% (98/162) das amostras comltagss
negativos.

Tabela 11: Comparagdo dos resultados entre os métodos deHPORe
expressao de E6/E7 RNAmM

PCR-HPV
E6/E7 RNAmM Negativo Positivo Total
n % n % n %
Negativo 98 (60,5%) 42 (25,9%) 140 (86,4%)
Positivo 2 (1,2%) 20(12,4%) 22 (13,6%)
Total 100 (61,7%) 62 (38,3%) 162 (100%)

6.10. COMPARACAO DA CITOLOGIA ONCOTICA COM A PCR-
HPV E A EXPRESSAO DE E6/E7 RNAM

A Figura 14 apresenta a distribuicdo das amostos#tiyas
pelos métodos moleculares em relagcdo aos resul@da®scitologias
oncoticas.

m DNA positivo  mRNAM positivo

Narmal ASC-US ASC-H L5SIL HSIL
(NIC2/NIC3)
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Figura 14: DistribuicAo das amostras positivas pelos testdsaulares PCR-
HPV (DNA) e expressdo de E6/E7 RNAm de acordo comesultado da
citologia oncética segundo a classificagdo de Beth@001.

6.11. IDENTIFICAGAO DOS TIPOS DE HPV

As amostras positivas na PCR-HPV foram submetidas a
tipagem pela PCR-HPVte. Todas as amostras foratadtes para a
expressdo de E6/E7 RNAmM, que ao determinar a idadi® de uma
amostra ja especifica o tipo ou 0s tipos viraisentes.

6.11.1. PCR-HPVte

Na PCR-HPVte foram utilizados inicadores para psside
baixo risco 6 e 11 e para o0s tipos oncogénicos8631, 33 e 45. A
Figura 15 apresenta os resultados de uma PCR-H#W&eo tipo viral
18 com um produto de amplificagéo de 247pb.

1 22 27 50 54 56 90 GEN M

250pb

Figura 15. Gel representativo da amplificacdo do fragment@4igpb com os
iniciadores para o HPV 18. Os nlmeros 22, 50 ed®fespondem a amostras
clinicas cervicais positivas; os nimeros 1, 27,984correspondem a amostras
clinicas cervicais negativas; CP: controle positilaoreagédo para o HPV 18;
CN: controle negativo da reagcdo; M: Marcador deard#mo molecular 50pb
(Invitrogen).

A PCR-HPVte, com os iniciadores utilizados no estud
possibilitou a identificacdo de 37,1% (23/62) damstras, sendo que
das 23 amostras tipadas, trés (13%) apresentarameagiio com dois
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tipos virais cada uma. Utilizando-se a PCR-HPVtm@®@stratégia, o
tipo viral ndo foi identificado em 62,9% (39/62)sdamostras.

Os tipos oncogénicos foram identificados em 29%6@)8das
amostras. Os tipos de HPVs de baixo risco foramtiigeados em 8,1%
(5/62) das amostras positivas na PCR-HPV.

O HPV 16 foi encontrado em 11,3% (7/62) das amsstra
positivas, o HPV 33 em 11,3% (7/62), o HPV 18 e®P®,4/62), o
HPV6 em 6,5% (4/62), o HPV 31 em 3,2 % (2/62), 0/HB em 1,6 %
(1/62) e o HPV 11 em 1,6 % (1/62). Os tipos viidentificados nas co-
infeccdes foram: HPVSs tipos 16 e 33 em duas anmsras HPVs tipos
33 e 45 em uma amostra. A Figura 16 apresentasofta@os obtidos
pela PCR-HPVte.

HPV ndo identificado
HPV 33 e HPV 45
HPWV 33

HPY 31

HPV 18

HPV 16 e HPV 33

HPV 16

Tipos de HPV

HPV1l1

HPV &

Figura 16: Resultados das amostras testadas pela PCR-HPVte.

6.11.2 Expressédo de E6/E7 RNAmM

O método NASBA para a expressédo de E6/E7 RNAm ézcap
de detectar apenas os cinco tipos de HPV de alto (il6, 18, 31, 33 e
45) que s&o 0s mais prevalentes em carcinomasastvi

Um total de 22 amostras apresentou expressdo de7E6/
RNAmM, sendo que trés delas apresentaram coinfeogéodois tipos
virais, por isso o calculo da frequéncia dos tipirgis com esta
metodologia foi feito no total de 25.

O HPV 16 foi encontrado em 28% (7/25) das amostras
positivas, o0 HPV tipo 33 em 28% (7/25), o HPV 18 2086 (5/25), o
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HPV 31 em 12% (3/25) e o HPV 45 em 12% (3/25). Baamostras
positivas para a expressdo génica, trés (13,6%Yyaest coinfectadas,
dessas: duas apresentaram os HPVs tipos 16 e 133 esiHPVSs tipos
33 e 45, conforme apresentado na Figura 17.

HPV 33 e HPV 45

HPV 45

HPV 33

HPV 31

HPV 18

Tipos de HPV

PV 16 e HPV 33

HPV 16

Figura 17: Resultados das amostras positivas na metodolegexpressao de
E6/E7 RNAm.

6.12. TIPOS VIRAIS MAIS FREQUENTES

Os tipos virais mais freqlientes no estudo em ordem
decrescente, considerando-se 64 amostras, olb2qjasitivas na PCR-
HPV e ou na expressdo de E6/E7 RNAmM e duas pasisivmente na
expressdo de E6/E7 RNAm, foram: HPV 16 em 12,5%4§8Has
amostras, HPV 33 em 10,9% (7/64), HPV 18 em 7,8%A}5HPV 6
em 6,3% (4/64), HPV 31 em 4,7% (3/64), HPV 45 eit?(3/64) e
HPV 11 em 1,6% (1/64) das amostras. Dentre as domsstras que
foram positivas somente na expresséao de E6/E7 RNAra,apresentou
0 HPV 45 e a outra 0 HPV 31. Em 4,7% (3/64) das stras foi
identificado mais de um tipo viral, dessas 66,7%3)(2estavam
coinfectadas com os HPVs 16 e 33. Em 56,2% (3GIé4)amostras o
tipo viral ndo foi identificado (Figura 18).
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Figura 18. Frequéncia dos tipos de HPV identificados em 6dstras.

6.13. COMPARACAO DA PCR-HPVTE COM A CITOLOGIA
ONCOTICA

Comparando os resultados da PCR-HPVte com a diolog
oncdtica, observou-se que o HPV tipo 16 foi idaado em 2,3%
(3/130) das amostras com citologias normais, e9242/9) dos casos
de LSIL e em 20% (2/10) dos casos de HSIL. Enquaméoo HPV tipo
33 foi identificado em 2,3% (3/130) dos casos dadogias normais,
em 11,1% (1/9) dos casos de LSIL, em 20% (2/10)dsss de HSIL e
em 25% (1/4) dos casos de ASC-H. A Tabela 12 api@sedistribuicéo
dos tipos de HPVs incluidos neste estudo, de aamnioa classificacao
da citologia oncética.
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Tabela 12.Resultado da citologia oncética comparados comeaepca dos
tipos de HPV identificados pela PCR-HPVte.

Citologia Total Tipos de HPV

11 16 18 31 33 45 NI Total
Normal 130 2 - 3 1 - 3 - 121 9
ASC-US 9 2 1 - - - - - 6 3
ASC-H 4 - - - - 2 1 1 3
LSIL 9 - - 2 2 1 4 5
HSIL(NIC2/NIC3) 10 - - 2 1 - 2 1 4 6
Total 162 4 1 7 4 2 7 1 136 26

NI: Nao identificados

6.14. COMPARAGAO DA PCR-HPVTE COM A EXPRESSAO DE
E6/E7 RNAM

Quando comparados os resultados da PCR-HPVte com a
expressdo de E6/E7 RNAm, considerando-se soment2nos tipos
pesquisados pela metodologia NASBA (16, 18, 31¢ 33), observou-
se que a PCR-HPVte detectou 77,3% (17/22) dos gassifvos na
expressao de E6/E7 RNAm.

Em duas amostras, o DNA do HPV nao foi detectatto PER-
HPV, e em outras trés amostras positivas pela PER-¢lexpressao de
E6/E7 RNAmM ndo houve amplificacdo com nenhum dsathores da
PCR-HPVte. Nessas trés amostras, os tipos idexttdic pela expresséo
de E6/E7 RNAm foram: HPV 16, 18 e 45. Uma amostea o tipo
oncogénico 16 amplificou pela PCR-HPVte e ndo amtes expressao
de E6/E7 RNAm.
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7. DISCUSSAO
CITOLOGIA ONCOTICA E PCR-HPV

Durante os ultimos 40 anos o exame de Papanic{titologia
oncatica) tem sido o principal meio de rastreameata a prevencgao do
céancer cervical (SALMERON et al., 2003). A prevemgieste tipo de
cancer é possivel, pois sua evolucdo em geral ea®wrforma lenta,
com fases pré-clinicas detectaveis, e expressitenpial de cura.
Apesar de existirem estratégias eficazes pararswangéo, o cancer do
colo do utero continua sendo um importante problden8aude Publica,
especialmente nos paises em desenvolvimento, ontiEbertura do
diagnostico precoce ndo € universal. No Brasiiagribstico ocorre em
uma grande parcela das mulheres em fase avancadi@edaa, o que
limita a possibilidade de cura (BEZERRA et al., 20RAMA et al.,
2008Db).

A efetividade da citologia oncética no diagnésticecoce e na
prevencdo do cancer invasivo do colo do utero telm seconhecida
pelo Instituto Nacional do Céncer (INCA), porém,ingzidéncia da
doenca se mantém como uma das mais altas entreegasias
malignas que ocorrem em mulheres brasileiras. Mespos a
implementacdo do Programa Nacional de Controle @loc€ do Colo
do Utero e de Mama — Viva Mulher, na segunda metiaddécada de
90, as taxas de mortalidade por cancer de colnaterontinuam altas,
ao contrario do que ocorre em paises desenvodb¥CE et al.,
2001; BEZERRA et al., 2005; INCA, 2010).

A citologia oncética vem sofrendo uma série ddcerst devido
aos indices de resultados falso-negativos, quamate 5% a 70%, e de
falso-positivos, 10% a 30% de acordo com Santo®laboradores
(2003). Outros autores consideram que essa vartgice em torno de
15% a 50% para os resultados falso-negativos, média de 10% para
falso-positivos (FARTHING et al.,, 1994; ALTIOK, 280
CAVALCANTI & CARESTIATO, 2006).

Existem vérias limitaces comprovadas na citolamiadtica,
como a possibilidade de preparacéo inadequadasfleg@cos, a leitura
incorreta das laminas, a falta de controle de dadé# e a falta de dados
clinicos (SANTOS et al., 2003).

Em um estudo transversal realizado com 5.485 meshaas
cidades de Séo Paulo e Campinas, os autores aaalisahistoria do
rastreamento citolégico de pacientes que apresentaalteracoes
citologicas e confirmacéo histolégica para caneevical. A realizagéo
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de exame citolégico anterior foi referido por 100%s mulheres com
citologia compativel com carcinoma, 97,6% das gpeesentaram
lesBGes intraepiteliais de alto grau, 100% daquetas confirmagéo
histol6gica de carcinoma cervical, e 92,6% das erecom neoplasia
intraepitelial cervical grau 3 (NIC3). A realizacée citologia anterior
em periodo inferior a trés anos foi referida, respamente, por 86,5%
e 92,8% das participantes com alteragBes citolsgeehistoldgicas.
Esses achados, evidenciam a necessidade de egspesialmente
desenhados para avaliacdo da qualidade dos pragdamastreamento
para o cancer cervical no pais (RAMA et al., 2008b)

Estudos sugerem que a sensibilidade da citolograpaastreio
primério, para neoplasia cervical varia entre B0% (Lorenzato et al.,
2000), enquanto a detecgcdo do DNA do HPV se mosdia sensivel,
pois consideram que os diagnosticos realizadosnporoscopia sé&o
propensos a subjetividade e equivocos, sobretudmdgu pequenas
alteracdes morfolégicas estao presentes (SCHIFFN2L, 2003).

Atualmente, ha evidéncias de que a detecgdo do NPV é
significativamente mais sensivel, porém menos d&spEecpara a
deteccdo de lesbes pré neoplasicas e neoplasicaénder do colo
uterino em relagdo a citologia, principalmente paraleteccdo de
infec¢bes transitdrias que ainda ndo produziraemaldes morfologicas
(CUZICK, et al., 2006a; CASTLE et al., 2007). Ostés moleculares
mais utilizados sdo a reagdo em cadeia da polimef@€R) com
utilizacéo de iniciadores consenso, a PCR comaidaries especificos e
a Captura Hibrida 2 (de CREMOUX et al., 2003).

O interesse no uso dos testes de HPV como metadodeg
rastreamento, se baseia no fato de que o DNA ds esta presente em
quase todos os casos de cancer cervical, na didjpade e facil
execucao destes testes, 0s quais apresentam ersdilkdade do que a
citologia oncética em varios estudos para os cages lesdes
intraepiteliais cervicais de alto grau — NIC2+ (QOK, et al., 2006a).

Em média, a sensibilidade do teste de DNA HPV é av&ior
do que a da citologia oncética em termos absol@tas.especificidade
8,4% mais baixa (VILLA & DENNY, 2006). Salmeron elaboradores
(2003) demonstraram uma sensibilidade de 93,1%peciisidade de
91,8% para o teste de DNA do HPVpara a citologia oncotica,
sensibilidade de 59,4% e especificidade de 98,38fdmcomparados a
histologia.

Nosso estudo encontrou sensibilidade de 90,6%agdeteccao
do DNA-HPV pela PCR, especificidade de 74,6%, valoeditivo
positivo de 46,8% e valor preditivo negativo de 97A diferenca
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observada entre 0s nossos resultados e o0 de ouebses,
especialmente em relacdo a especificidade, podexpcada pelo fato
de termos utilizado como padrdo aureo a citologiadtica. Nossa
decisdo em considerar este padrdo foi porque $& tla método
recomendado no pais para o rastreamento e re@esaetlidade de
laborat6rios clinicos nos quais, muitas vezes tagtadas amostras sem
gualquer informacao clinica. O elevado valor pireditnegativo do
nosso estudo pode indicar que a PCR € um excdksite de rastreio
uma vez que pode excluir, com seguranca, 0S cCa&gzRivos e manter
em acompanhamento apenas 0s positivos

No presente estudo, 80,2% (130/162) das amostalisadas
pela citologia foram classificadas como negativa$9e8% (32/162)
como positivas (ASC-US+). A distribuicdo dos casles ASC-US e
LSIL foram equivalentes, nove casos cada, enquadftoamostras
apresentaram HSIL e quatro amostras foram claaddiE como ASC-H,
Tabela 3.

Quando estratificadas por idade, as mulheres cora &aria
inferior ou igual a 30 anos (< ou = a 30 anos)espntaram 55 (33,9%)
amostras, enquanto a faixa etaria acima de 30 @n@d anos) foi
composta por 107 (66,1%) amostras. Em relacdo esdtados da
citologia oncotica, 20 (12,4%) amostras foram pesst para a faixa
etaria inferior ou igual a 30 anos, e 12 (7,4%) stnas foram positivas
para a faixa etéria acima de 30 anos (p=0,001kl&ab

O indice de deteccdo da infeccdo pelo HPV deperale
populacdo estudada, do método de deteccdo, daléipgmmostra e de
como é obtida (FREITAS et al., 2007). Os pares wmieiaidores
consensos MY09/MY11 e GP5+/GP6+, que amplificantepdo gene
estrutural, a proteina L1 do capsideo viral, tédo slescritos desde
1990, e apresentam como vantagem a capacidadeedgfiocir um
grande nimero de tipos de HPVs. O uso de mais depamde
iniciadores consenso, aumenta a taxa de detecdafedado pelo HPV
em amostras cervicais (CARRILO et al., 2004). O gwriniciadores
consenso GP5+/GP6+ inclui uma modificacdo no fileakequéncia 3
em relacdo ao par de iniciadores GP5/GP6 e patsibih aumento na
deteccéo da infec¢do pelo HPV (de RODA HUSMAN gt1#195).

Provavelmente a amplificagdo de um fragmento gécmmi
menor (142-150pb) obtida com os iniciadores GP564Pode ser
mais eficiente e aumentar a sensibilidade da reag&émdo comparada
a um produto de amplificagdo maior (450pb), obtidm os iniciadores
MY09/MY11, (HUSNJAK et al., 2000; FREITAS et al, @0).



DISCUSSAO 87

Os iniciadores consenso MY09/MY11 possuem a capdeide
detectar 39 tipos de HPV, enquanto o sistema GAB3H@ode detectar
20 tipos. No entanto, nem todos os tipos tendeer ammplificados da
mesma forma do que quando esses iniciadores sdiaadas
isoladamente (ROSENBLATT et al., 2005; PANNIER-STKMAN et
al., 2008). O uso de MY/GP em sistemestedPCR tem sido proposto
como um meio para diminuir esta limitagdo, além alenentar a
sensibilidade de deteccdo, com positividade 38B&tor em relacdo ao
uso apenas dos iniciadores MY (EVANDER et al., 1992SNJAK et
al., 2000).

A deteccdo do DNA do HPV neste estudo, utilizanela-$CR,
ocorreu em 38,3% das amostras, maior do que owsealle Ayres &
Silva (2010) que analisaram a prevaléncia de id@®dp colo do Gtero
pelo HPV no Brasil, por meio de uma revisédo sisteraae reportaram
uma variacdo de 16,8% a 28,6% na prevaléncia do etR\mulheres
brasileiras. J& na Alemanha foi encontrada umaiémcja de 32,5% do
DNA do HPV em amostras citoldgicas analisadas PER (SPEICH et
al., 2004).

No presente estudo, foi observado um aumento rebdetade
de 16,7% da detecc¢do da infeccdo pelo HPV quanidmadd o sistema
nestedPCR. O DNA do HPV foi detectado em 62 amostras;@h os
iniciadores MY09/MY11 e 27 pelo sistemasted”CR.

Nas 162 amostras analisadas, 33 (20,4%) apresentara
resultados positivos na PCR-HPV e negativos ndogit oncética, 29
(17,9%) amostras foram positivas nas duas metodclagtrés (1,9%)
amostras foram negativas ha PCR-HPV e positivastolagia oncoética
(Tabela 6). Observamos que o sistemaatedCR aumentou a deteccéo
da infeccdo nas amostras negativas na citologia(72(%) das 27
amostras positivas pelo sistemastedPCR, apresentaram resultados
negativos para a citologia oncoética. Comparandaseresultados
obtidos com os iniciadores MY e GP em relacdo tadogias negativas,
0s iniciadores MY09/MY11 detectaram a presenca Né\[do HPV em
13 amostras. Esses dados confirmam os achadodrds estudos, que
por meio danestedPCR aumentaram a taxa de detec¢do do DNA HPV
de 5,6% para 19,2% nas amostras classificada®gitaimente como
negativas (EVANDER et al., 1992).

Segundo Cuzick e colaboradores (2006b), existerisdies a
serem tomadas a respeito do rastreio primério. paises onde a
citologia tem boa qualidade, a solugdo mais intarge seria fazer o
rastreio com teste molecular e reservar a citolpgia as mulheres com
positividade para o DNA do HPV. Entretanto, nosseaicom menor
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infraestrutura, a deteccdo do DNA isoladamente @auldnteressante,
caso se faca o tratamento imediatamente para raigminoi nUmero de
consultas e exames e racionalizar o uso de recpédsisos (CUZICK,
et al., 2006Db).

A deteccdo do DNA de HPV em amostras com resultados
negativos na citologia € importante para a prewegicancer de colo
uterino. Nossos dados indicam que as pacientesesbes resultados
devem ser acompanhadas para avaliar a resolucamté&sea da
infeccdo ou uma possivel evolugdo para o cancex,vem que o achado
do DNA do HPV integrado, pela expressdo de EG6/E7ARNhas
amostras com citologia negativa possibilita veaifi@a fragilidade da
citologia oncética como padrdo aureo no rastreipode reforcar a
importancia em se valorizar a presenca do DNA (NARdo HPV nas
amostras.

Em nosso estudo, a proporcao da infecgédo pelo Pmdior
no grupo de faixa etaria até 30 anos, com 36 (2R@%ostras. Para o
grupo de mulheres acima dos 30 anos, o DNA viraéfcontrado em
26 (16%) amostras, Tabela 6. Esse dado corrobama @woque se
conhece sobre a histdria natural da doenca, quéambscréscimo da
infeccdo nos grupos etarios apds os 30 anos (CABSAEGUE, 2008).
Molden e colaboradores (2006), em estudo realizedbloruega, com
mulheres na faixa etaria inferior a 30 anos, atildo os iniciadores
GP5+/GP6+, detectaram a presenga da infeccdo [de\o éin 32,5%
das amostras.

Neste estudo, o DNA do HPV foi detectado em 90,68% d
casos de citologia oncoética positivas. De acordo adlabela 7, o DNA
do HPV foi encontrado em 100% das citologias coagmibstico de
ASC-H, LSIL e HSIL e em 66,7% (6/9) dos casos deCAS,
evidenciando o aumento da frequéncia do DNA doswvidlel acordo com
0 aumento do grau de severidade das lesGes. Eds#doa coincidem
com relatos da literatura (MEIJER et al., 1992; SFHIAN &
CASTLE, 2003; NAUCLER et al., 2009). Meijer e cadahdores
(1992) relatam que ha uma relagéo clara entreiiidesde do HPV e o
grau de severidade da doenca. O grau de discaBideassociado a
infeccéo persistente pelo HPV, enquanto que asratioiades menores
sdo mais frequentemente associadas as lesGeseogdie$ transitorias.
Considerando-se somente as citologias oncoéticasifitadas como
negativas (Tabela 7), 25,4% (33/130) foram postigara o DNA do
HPV. Essa frequéncia é maior do que o observadoestdos de
Nonnenmacher e colaboradores (2002) e Krambecklabaradores
(2008) que utilizando a PCR reportaram respectivaen#3,8% e 18%
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da presenca do DNA do HPV nos casos de citologiasais e igual
aos dados reportados por Freitas e colaborador897)2que
encontraram a taxa 25,4%. De acordo com Naucleola&aradores
(2009), a taxa de prevaléncia do DNA viral do HRMantrada variou
de 5,4% nos casos de citologias normais a 86,5% @arcasos com
lesBes intraepiteliais escamosas de alto grau (NIC2

Molden e colaboradores (2005a), em estudo realizaao
Noruega, acompanhando mulheres com mais de 30 encsntraram
uma positividade no teste de DNA com o0s iniciadocesisenso
GP5+/GP6+ de 47,4% (27/57) para os casos de AS@-W8 75%
(15/20) para as amostras com diagnostico citologitn LSIL.
Comparando aos resultados do presente estuderardié nas taxas de
identificagdo do DNA do HPV nesses casos, pode estociada ao
fato de termos utilizado o sistenmestedPCR, o qual permitiu um
aumento em nosso estudo na sensibilidade da PCR.

EXPRESSAO DE E6/E7 RNAm, CITOLOGIA E PCR-HPV

A literatura é rica em relatos que demonstram qurfezcao
pelos HPVs de alto risco, e a persisténcia desdascbes, sdo as
principais causas de quase todos o0s casos de ca&mceical
(WALBOOMERS et al., 1999; zUR HAUSEN, 2002; MUNOZ a.,
2003). A maioria das infec¢des por HPVs de alt@orisegridem
espontaneamente entre seis e 12 meses apds adrapatec persistindo
em apenas um pequeno percentual de casos. Sememnatacirirgico,
essas infecgBes remanescentes podem progrediepées de alto grau
e carcinomas escamosos ou adenocarcinomas do laiteto
(CATTANI et al., 2009).

A citologia apresenta dificuldades em prever quesées de
baixo grau irdo progredir para leses de alto graté mesmo para o
cancer; além disso, uma elevada taxa de falsoimegabo rastreio
citoloégico enfatiza a necessidade de se utilizathones marcadores
prognosticos para a deteccdo precoce de lesdesapcérosas
(MOLDEN et al., 2006; LIE e KRISTENSEN, 2008).

Mulheres com infeccdo ativa pelo HPV irdo expressar
oncogenes E6/E7 de HPV. Estes oncogenes expresgaiotainas E6 e
E7 gue sdo necessarias para a transformacdo mablgnanibicdo das
proteinas supressoras de tumor p53 e pRb, asdpsasmpenham papel
importante no controle do ciclo celular e no repdwdNA (LIE et al.,
2005; CATTANI et al., 2009).
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Os transcritos de RNAm sdo detectados por métodos
moleculares, e a superexpressao de E6/E7 dosdipmgyénicos pode
ser um marcador muito especifico de lesdes préecasas que
precisam de atencdao clinica (LIE et al., 2005; CS€t al., 2007).

Embora a eficacia dos testes de RNA ainda tenhasque
avaliada em ensaios clinicos de grande escalalosssdio encorajadores
(CUSCHIERI, WHITLEY, CUBIE, 2004; CUSCHIERI E
WENTZENSEN, 2008; CATTANI et al.,, 2009), sugerindme o0s
ensaios baseados na expressdo de E6/E7 RNAm puodiiamaior
valor prognostico do que os testes baseados em BNfye poderiam
desempenhar um importante papel em futuros prograieatriagem
(LIE et al., 2005; CASTLE et al., 2007; BOULET et, a2008;
CUSCHIERI E WENTZENSEN, 2008).

A maioria dos protocolos propostos para a triagemH®V
emprega o0s iniciadores MY09/MY1l1l, PGMY09/PGMY1ll e
GP5+/GP6+, que amplificam parte do gene estrutarptoteina L1 do
capsideo viral, identificando presenca do DNA viflaPCR, entretanto,
nao distingue entre infecgdes transitdérias e asengp@lmente
transformantes (CUSCHIERI et al., 2004; ROSENBLAdtTal., 2006;
CASTLE et al., 2007; LIE & KRISTENSEN, 2008; CATTAN al.,
2009). No entanto, como é a persisténcia viralégoensiderada um dos
fatores principais para a progressao neoplasice(kgt al., 2002), e a
expressao dos oncogenes virais E6/E7 é necesaédia pransformacao
maligna, a detec¢do da expressédo de E6/E7 RNAmprifuspais tipos
de HPVs oncogénicos pode ser melhor para se awaliesco de
desenvolvimento de lesfes intraepiteliais escamdsdsaixo e de alto
grau (LSIL/HSIL) e para avaliar a progressdo pareéncer cervical
(MOLDEN et al., 2006). Pode, também, fornecer waéttor prognastico,
aumento da especificidade e do valor preditivo tpasi quando
comparado com o teste de DNA do HPV numa triagehkE &
KRISTENSEN, 2008).

A identificacdo das mulheres com infeccdo pelo HPjue
possuem um risco aumentado para o desenvolvimenitSil (NIC 3)

e carcinoma invasivo, € uma chave fundamentaliaigetm do cancer do
colo uterino (VARNAI et al., 2008).

Neste estudo, a expressdao de E6/E7 RNAmM mostrou
sensibilidade de 40%, especificidade de 93%, vateditivo positivo
(VPP) de 59%, valor preditivo negativo (VPN) de 8&%acuracia de
83%. Considerando-se que a expresséo de E6/E7 Risfnfortemente
correlacionada com o grau de severidade das lesdssgs resultados
indicam uma baixa sensibilidade do método quandiizado em
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rastreamento primario associada particularmente aoneteccédo de
apenas cinco tipos de HPVs de alto risco, portasugere-se futuras
avaliagfes para 0 seu uso no acompanhamento eoraom&nto dos
casos positivos na citologia e nos testes de DNra parificar o

potencial evolutivo da infeccdo e subsequentevat®do clinica.

A expressdo de E6/E7 RNAm foi encontrada em 13,6%
(22/162) das amostras analisadas. Em relacdo &,idEel (9,3%)
amostras foram positivas para a faixa etéria iofexu igual a 30 anos, e
7 (4,3%) amostras foram positivas para a faixdeet&ima de 30 anos
(p=0,001), Tabela 8. Embora a maioria das infecgpessa ser
transitéria na faixa etaria inferior a 30 anos guat programas de
rastreamento em paises desenvolvidos proponhaitizagdio de testes
de HPV em mulheres com idade acima dos 30 anospsigssultados
alertam para um acompanhamento mais estreito megs#dacdo. No
estudo de Molden e colaboradores (2006), em umaillacn de
mulheres com idade inferior a 30 anos, a frequédai&xpressédo de
E6/E7 foi de 14,5%.

Quando comparamos o0s resultados da citologia @acdi
expressao de E6/E7 RNAmM, no presente estudo, aash@agtodologias
mostraram concordancia em 74,7% (121/162) das easoségativas e
em 8% (13/62) das amostras positivas, Tabela 9oEarjh relatado que
a infeccéo pelo HPV involui em grande parte dashemaéls com idade
superior a 30 anos, a expressdo dos oncogenes EG4EVindicativo
importante para o acompanhamento dessas pacianmtpgeo virus esta
incorporado ao genoma celular, possibilitando dug@o para o cancer
cervical.

A distribuicdo dos resultados das amostras do eshata
expressdo de E6/E7 RNAm segundo a classificac@etteesda 2001
na citologia oncética, demonstrou que as amostrast positivas para
a expressdo de E6/E7 RNAmM em 11, 1% (1/9) dos asadsSC-US;
44,4% (4/9) dos casos de LSIL; 75% (3/4) dos casodSC-H; 50%
(5/10) dos casos de HSIL, Tabela 10, demonstramicaumento na
proporgdo dos casos de expressdo de E6/E7 RNAncatdoacom o
grau de severidade das lesBes. Varnai e cols (20@®ntraram 57,9%
(11/19) de positividade para E6/E7 RNAmM nas cit@sglassificadas
como LSIL e 85,7% (18/21) para as citologias cfasglas como HSIL.
Estudos anteriores relatam um aumento na exprees&®/E7 RNAmM
de acordo com 0 aumento do grau de severidadesfesl (SOTLAR et
al., 2004; CASTLE et al., 2007; LIE & KRISTENSEN)@B). Molden e
cols (2005a), encontraram nas citologias classifisacomo atipicas
(ASC-US), a expressdo de E6/E7 RNAmM em 21% (12d6%)casos, e
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para as amostras referidas como LSIL 30% (6/2¢) cisos. As
diferencas encontradas nos percentuais de exprdssBNAmM E6/E7

podem estar relacionadas com a heterogeneidadderdggis na

distribuicdo geogréfica dos diferentes tipos de BlRMdendo portanto,
outros tipos de HPVs oncogénicos ndo incluidosenestudo estarem
presentes.

Considerando-se os casos de citologia normal, §02%80) das
amostras neste estudo tiveram a expressao de BEMBM detectada
(Tabela 10), enquanto Lie e colaboradores (2008tamm uma
positividade de 5% (2/38) para E6/E7 RNAmM nos casos resultados
citoldgicos e histoldgicos normais. Em nosso estéilm dispomos dos
dados da histopatologia.

Dentre o total de 22 amostras com expressao de7 HFRAmM
deste estudo, as andlises citologicas classificeola® positivas (ASC-
US +) corresponderam a 59,1% (13/22). Halfon elmadores (2010),
comparando os resultados histolégicos de mulhenesdiagnostico de
ASC-US+ relataram 46% (65/140) de positividade &7 RNAM.

No presente estudo, aproximadamente trés vezesmadlieres
(Tabela 11) apresentaram o teste de DNA, PCR-HBStiyo (38,3%,
62/162) em relacdo aquelas que apresentaram dEsyitasitivo para
E6/E7 RNAm (13,6%, 22/162). Essa diferenca possigate reflete um
estado episomal do virus, detectado pela PCR.eMsthdo a regulacdo
do processo de transcricdo celular é ainda eficahae maior
probabilidade da infec¢cdo desaparecer espontanéaf@ATTANI et
al., 2009). Uma infeccao latente ou subclinica pexjdicar a presenca
do DNA do HPV sem a deteccdo dos oncogenes EG/EN[MEN et
al., 2006). Alternativamente, as amostras com DN?Vhbositivas pela
PCR com iniciadores consenso podem refletir tipiogisy diferentes,
ndo incluidos entre os tipos pesquisados pela ssg@oede E6/E7
RNAmM.

Considerando-se a somatéria dos resultados daslohagas
PCR-HPV e expressdo de E6/E7 RNAmM empregadas namlogsa
infeccdo pelo HPV foi detectada em 39,5% (64/163)amostras.

Das 22 amostras que apresentaram positividade para
expressao de E6/E7 RNAm, 20 concordaram com okadss da PCR-
HPV. Entre as 162 amostras, 60,5% (98/162) foragatheas em ambas
as metodologias PCR-HPV e E6/E7 RNAm (Tabela 11),ae
concordancia da PCR-HPV com os resultados positeosxpresséo de
E6/E7 RNAm foi de 90,9% (20/22) dos casos. Inicalte, das 22
amostras positivas para expressdo de E6/E7 RNAmaméstras
(27,3%), ndo apresentaram amplificacdo pela PCR-ldBahdo foi
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utilizado somente os iniciadores MY09/MY11. Desaamstras, 66,7%
(4/6) apresentaram amplificacdo quando foi utilzadsistemanested
PCR, aumentando a sensibilidade da deteccéo.

Em duas das 162 amostras (1,2%), a expressdo d€7 E6/
RNAm foi positiva, enquanto a PCR-HPV foi negatiWdolden e
colaboradores (2006) encontraram uma amostra 0,83283) com
expressdo de E6/E7 RNAmM positiva e negativa pdPLR, enquanto
que Lie e colaboradores (2005), identificaram 4,{20/245) das
amostras positivas para E6/E7 RNAmM com resultadmtive para o
DNA do HPV tendo utilizado o método de Captura Hide (LIE et al.,
2005). Ja Halfon e colaboradores (2010), encomira2e:8% (4) das
amostras positivas para E6/E7 RNAmM e negativas para do HPV.
Em contrapartida, Varnai e colaboradores (2008)izaido o teste
Pretect HPV-Proofer kit (NorChip AS) para o RNAmM /EB,
demonstraram que todas as amostras que tiveraressfior de E6/E7
RNAmM foram positivas para a PCR com o0s iniciad®&99/MY11 e
GP5+/GP6+, portanto com 100% de concordancia. Umssiyel
explicacao para os casos de DNA negativo com EBMEAm positivos,
seria a perda do gene L1 do HPV durante a suaag&g ao genoma do
hospedeiro (TATE et al.,, 1996; KRAUS et al., 2006sto que a
maioria dos protocolos de PCR para o HPV utilizantiadores
consenso a partir do gene L1 do virus (CUSCHIERIB(EB,)
WHITLEY, 2004).

Quando comparamos a distribuicdo das amostrasvassitelos
dois métodos moleculares em relagdo aos resultddss analises
citologicas, foi observado que nos casos clasdificacomo ASC-H,
LSIL e HSIL, h4d uma diminuicdo na discordancia desultados, nos
casos de DNA e RNAm positivos, em relacdo as aamsliassificadas
como normais (negativas) e, também, em relacédoasus de ASC-US,
Figura 14. Essas discordancias entre DNA e RNAnomac citado
anteriormente, podem refletir um estado episomalide e ao fato de
que a expressdo de E6/E7 RNAm, incluida neste @stletecta a
atividade oncogénica de apenas cinco tipos de Hie\adto risco.

IDENTIFICAQAO DO TIPO VIRAL PELA PCR-HPVTE E
EXPRESSAO DE E6/E7 RNAmM

Para a identificacdo do tipo viral utilizando-senatodologia
PCR-HPVte, foram utilizados iniciadores desenhadpartir de regides
altamente variaveis entre os tipos de HPVs, comegifes E6 e E7,
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especialmente para os HPVs de alto risco, e pameosaixo risco,
desenhados a partir da regido LCR para o HPV &i@ad.1 para o
HPV 11, fato que possibilita a amplificacdo espegifdos tipos
pesquisados (HUBBARD et al., 2003; CARVALHO et20)10).

Os tipos, 16, 18, 31, 33 e 45, foram escolhidosqumr
representam os mais freqlientes entre 0s casos rbercéervical,
aproximadamente 80% (Castellsagué, 2008), enquastippos 6, 11
mais de 90% dos casos de condiloma acuminado (VIetAl., 2005;
LINHARES & VILLA, 2006). Quando utilizada a PCR-HR/para os
sete tipos pesquisados, foi possivel identificaipo viral em 37,1%
(23/62) das amostras. Carvalho e colaboradoresO)2idéntificaram
36% das amostras (94/260) utilizando esta mesmatégin. A baixa
efetividade deste método para a identificacdo po tiral pode ser
atribuida ao pequeno nimero de tipos de HPVs iigeekis, supondo-
se a presenca de outros tipos virais ndo inclufiiste estudo, ou
problemas metodoldgicos.

Pela PCR-HPVte, os tipos oncogénicos foram ideatifos em
29% (18/62) das amostras. Os tipos de HPVs de hdgeo foram
identificados em 8,1% (5/62) das amostras. Os HF8/s8 33 foram 0s
mais frequentes neste estudo (11,3% cada um),deegdos HPVs 18 e
6, ambos presentes em 6,5% (4/62) das amostrasosVéstudos
reportam o HPV 18 como o segundo mais prevalentdN®IZ et al.,
2003; MUNOZ et al., 2004; WOODMAN, 2007). Os tipefais
identificados nos casos de coinfeccdo foram: HP& % 133 em duas
amostras, e 0os HPVs 33 e 45 em uma amostra, Figura

Em nosso estudo, utilizando-se a expressdo de EGAM, o
HPV 16 foi encontrado em 28% (7/25) das amostr&t?d 33 em 28%
(7/25) seguidos do HPV 18 em 20% (5/25), Figura A7rdem da
frequiéncia dos tipos identificados foi a mesma etrada na PCR-
HPVte.

Quando se comparou a PCR-HPVte e a expressdo &4 E6/
RNAm, considerando-se apenas 0s cinco tipos pestpss pela
metodologia NASBA (16, 18, 31, 33 e 45), a expresdé E6/E7
RNAmM ocorreu em 22 amostras, enquanto a PCR-HR\tpdsitiva
para 18 amostras. Entre as amostras positivasapalbas os métodos,
houve concordancia entre os tipos virais encongrabaias amostras
positivas para E6/E7 RNAm ndo foram testadas paPRCR-HPVte,
pois como ja citado, somente as amostras posifreds PCR-HPV
foram submetidas a identificagdo do tipo viral pEl@R-HPVte. Em
uma amostra (1,6%, 1/62), a PCR-HPVte detectowesepca de HPV
de alto risco do tipo 16 sem expressao de E6/E7IRNA
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Dos tipos ndo detectados pela PCR-HPVte e detectpdia
expressao de E6/E7 RNAmM encontramos: uma amostaaopdPV 16
(14,3%; 1/7), uma amostra para o HPV 18 (20%; &/B)ma amostra
para o HPV 45 (33,33%; 1/3).

A diferenca na taxa de deteccdo entre o DNA e ERNAM
do HPV pode ser explicada pelas diferencas dedatiéi viral. A
infecgdo latente ou subclinica pode explicar agmes do DNA do HPV
sem expressdo oncogénica detectavel. Nas lesdssixdegrau (LSIL),
E7 tem se mostrado expressa na base das camatidiaiepatingindo
com menor freqiiéncia a superficie epitelial. Entreqrartida, nos casos
de HSIL, com toda a desregulacdo da diferenciagiidac, um nivel
elevado da expressao de E7 ocorre em todo o ep(iIDDLETON et
al., 2003; MOLDEN et al., 2006).

TIPOS DE HPVs NAS AMOSTRAS DO ESTUDO

A identificacdo dos diferentes tipos de HPV nas siras
clinicas é um importante indicador progndéstico paratriagem,
permitindo um monitoramento dos casos considerddossco para o
desenvolvimento do cancer cervical (NELSON et 2000). Segundo
relatos na literatura, mulheres com citologias raisne presenca de
genotipos de alto risco, possuem 116 vezes riseatedenvolvimento
de HSIL, ao contrario das mulheres que nao possifevs de alto risco
(ROZENDAAL et al., 1996; CLAVEL et al., 2001).

Nossos achados coincidem com os de Carvalho earalddres
(2010), que em Minas Gerais, utilizando a PCR éppecifica e
sequenciamento de DNA para a identificacdo douig, encontraram
também a maior detec¢do do HPV 16 seguido do HR\é 88ntrastam
com os resultados de Camara e colaboradores (20@3no Distrito
Federal identificaram o HPV 16 seguido dos tipos38e 53, e de Levi
e colaboradores (2002) que estudando amostras deenes HIV
positivas em Sao Paulo encontraram a prevalén@dipias 6, 51, 11,
18 e 16.

Considerando-se ambas as metodologias, PCR-HPVte
expressdo de E6/E7 RNAm, o HPV 16 foi o mais fraetgiseguido do
HPV 33, Figura 18. Em estudo conduzido por Varnaokaboradores
(2008) no oeste da Alemanha, em mulheres previarsaiecionadas,
utilizando a PCR com os iniciadores consenso (MWGE PCR tipo-
especifica, de 63 amostras positivas para o DNAlEY, o HPV tipo
16 foi o mais frequente (71%, 45/63), seguido d&/HR encontrado
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em 11,1% (7/63) casos. Esses dados concordam cdva S8i
colaboradores (2009), que em estudo conduzido asilBem Recife,
utilizando a PCR tipo-especifica, identificaram aa®stras com apenas
um tipo viral, o HPV 16 como o mais frequente 78,{%8/213)
seguido do HPV 31 15,5% (33/163) e com GasperaV @008) que na
Croécia, por meio da PCR tipo-especifica, idertiicn entre 690 casos
de HSIL, o HPV 16 como o mais prevalente, preseme 35,5%
(245/690) dos casos, e o0 HPV 31 como o segundanigie frequiente,
com uma prevaléncia de 10,5% (72/690) dos casbasd&#aliano, que
utilizou a PCR em Tempo Reahqltipley para a identificagdo do tipo
viral do HPV em 168 amostras positivas para o DNAHIPV de alto
risco, considerando apenas as infeccBes simplesneau 47,1% de
HPV 16; 13,4% do HPV 18; 8,1% do HPV 31 e 6,7% deVvH33
(CATTANI et al., 2009). A prevaléncia dos diferentigpos de HPVs
pode diferir em populacdes especificas nos difesepises de acordo
com a etnia (FONTAINE et al., 2007; SILVA et alQdB).

Esses dados nos permitem verificar a diversidade na
distribuicdo dos tipos de HPVs, especialmente oso@énicos, em
diferentes regibes brasileiras, sendo portantordadg importancia a
identificagdo do tipo viral para a elaboracdo eesedivolvimento de
vacinas especificas para cada regido, contenddpos virais mais
prevalentes.

Considerando-se 0s casos de coinfecgdo identiscagtabora
em pequeno namero, a combinagcdo mais frequentedssociacdo dos
tipos 16 e 33 (66,7%, 2/3), seguida da associagdotidos 33 e 45
(33,3%, 1/3). Ja no estudo de Silva e colaboradd2899), a
combinacdo mais frequente foi dos tipos de HPV 36 €0,7%, 53/75)
seguida pela associacao dos tipos 16 e 33 (18 Z%%)1 Nos casos de
coinfeccdo deste estudo, a identificacdo dos tpass foi concordante
entre as duas metodologias.

Sabe-se que, a PCR com os iniciadores consens®MYQ.1
em amostras contendo varios tipos de HPVs (coiéfdccpodem
preferencialmente amplificar um dos tipos, portaptoduzir resultados
imprecisos (VERNON et al., 2000), o que pode jicstif a baixa
frequéncia de coinfec¢@o encontrada no presenidesAlém disso, a
metodologianestedPCR pode ser mais seletiva para determinados tipos
de HPVs presentes em casos de coinfeccao, sejmpilaeficiéncia de
amplificacdo de um tipo e/ou maior quantidade dedeterminado tipo
(KOSEL et al., 2003).

Em relacdo a expressdo de E6/E7 RNAm, a baixa reig
dos casos de coinfeccéo pode ser devido ao faimdieterminado tipo
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de HPV ser dominante em relagcdo ao outro, o que ped explicado
pela sua integracdo no genoma celular, com constgr@mpimento da
E2, perda de sua funcédo regulatéria e alta exqwesds E6/E7 RNAmM,
enquanto os outros tipos de HPVs podem ser manti@osorma
episomal, controlada pela proteina E2 (MOLDEN gt24106).

COMPARACAO DA PCR-HPVTE COM A CITOLOGIA ONCOTICA

No presente estudo, entre os casos de citolog@gativas, 0s
tipos mais frequentes foram os 16 e 33, estandseptes cada um em
2,3% (3/130) das amostras, Tabela 12. O HPV 6 fdipo viral
identificado com maior frequéncia nos casos de ASC22,2% (2/9) e
os HPVs 16 e 18 com maior freqiiéncia nos casosS3lk, lambos
22,2% (2/9). Estes dados sdo similares aos repasrtaor Lorenzato e
colaboradores (2000) que detectaram o HPV 16 ed?d 912/62) das
amostras diagnosticadas com NIC | em andlise latitjmica, e de
Freitas e colaboradores (2007) que detectaram o HPam 20% (3/15)
das amostras de LSIL. Nos casos de HSIL, nossaeestatectou o
HPV 16 em 20% (2/10) das amostras.

No estudo de Silva e colaboradores (2009), reairadBrasil,
foram identificados nos casos de LSIL uma frequ€mnaaior do HPV
tipo 16 (30,34%) em relacdo aos casos de HSIL 5%6)8No mesmo
estudo, o HPV 31, foi identificado em 5,6% dos sad® HSIL e 3,4%
dos casos de LSIL. No presente estudo o HPV 3bisntontrado nos
casos de ASC-H (2/4).

O acompanhamento das mulheres com ASC-US e LSllit® m
importante. Apenas uma pequena proporcao ira pisgrara neoplasia
intra-epitelial cervical 3 (NIC 3) e carcinoma @so®s0 invasivo. As
lesbes intraepiteliais cervicais tém sido encomfsagm 10% a 60% das
mulheres com diagndéstico de ASC-US, sendo que, exdes
intraepiteliais escamosas de alto grau (NIC2/3ceptesentes em mais
de 5% destes casos (MORIN et al., 2000; LIE & KREBIBEN, 2008).
De acordo com Manos e colaboradores (1999), até d&@®mulheres
com resultado citologico de ASC-US podem apreselisplasia severa.
Nessas pacientes, um teste positivo para HPV pedmais confiavel
do que repeticdo da citologia oncoética.

Neste estudo, dos casos de LSIL que tiveram o Vipa
identificado, 55,6% (5/9), todos foram oncogéni¢dabela 12). Nos
achados de Borges e colaboradores (2004), utilkizar@aptura Hibrida,
todas as amostras LSIL/NIC | apresentaram DNA-HRVallo risco
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oncogénico de maneira isolada ou em combinacédo N-HPV de

baixo risco. No presente estudo ndo encontramofecgfo com 0s
tipos de baixo risco e alto risco associados, o I8Hd encontrado em
quatro amostras, duas com citologias normais (vegate em duas
classificadas como ASC-US, enquanto que o HPV lldébectado
somente em uma amostra de citologia ASC-US, evidedo o

predominio dos tipos de HPVs de alto risco nasekeddtraepiteliais de
alto grau, achado semelhante ao de Levi e colabmaq2002).

Para os casos de HSIL, 60% das amostras (6/10mfora
identificadas com os tipos oncogénicos, sendo pe\Gue as amostras
que ndo tiveram o tipo viral identificado, possastae associadas a
outros tipos de HPVs de alto risco néo incluidcgeestudo. Essa taxa
de identificacdo dos tipos oncogénicos para assestiraepiteliais de
alto grau, € maior do que a encontrada por Freta®laboradores
(2007), que utilizando a PCR tipo especifica paaH®Vs 16 e 18,
encontrou uma frequéncia de 40% de HPVs de akto nes casos de
HSIL, e menor do que a reportada por Rama e cadboes (2008a),
que utilizando a Captura Hibrida encontrou os HBNsogénicos em
77,8% das lesbes escamosas de alto grau. Essesncie podem ser
explicadas pelo fato do presente estudo ter pemtpiginco tipos
oncogénicos (16, 18, 31, 33 e 48@rsus dois tipos oncogénicos
pesquisados por Freitas e colaboradores (20073isteama de Captura
Hibrida utilizar um conjunto de sondas para a pisaqde 13 tipos de
HPVs de alto risco.

De Cremoux e colaboradores (2003), relatam queaapesalta
sensibilidade dos métodos moleculares, a ndo d&talm genoma viral
pode ocorrer em 5% a 10% dos casos de cancervnoyds$l-15% dos
casos de lesdes intraepiteliais de alto grau (H®llde 20-30% dos
casos de lesdes intra-epiteliais de baixo grauL(LSI

RASTREAMENTO DO CANCER DO COLO DO UTERO

Os programas de rastreamento do cancer do colinayter
implantados de forma abrangente, principalmente, eaises
desenvolvidos tém reduzido, embora ndo erradicadoidéncia e taxas
de mortalidade do cancer cervical (BASEMAN & KOUT$K2005;
MONSONEGO et al., 2010).

O campo da prevencgédo do cancer cervical, esta saafiva de
avaliacdo de novas tecnologias para aumentariérefia do rastreio em
paises desenvolvidos e oferecer op¢des reais paapalacdes que ndo
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sdo beneficiadas por programas de rastreamentoipagas (BOSCH
et al., 2002).

Para que haja efetiva redugéo na incidéncia doecéaesvical
0s programas de rastreamento devem ser de altdapelorganizados
e com ampla cobertura da populacdo. Nos paisessaneblvimento,
metade dos casos de cancer cervical, que saofickuhtis a cada ano,
ocorre em mulheres que néo tiveram acesso aoaanto na citologia
oncética (VILLA et al.,, 2008). Além, dos ja citadoproblemas
decorrentes da baixa sensibilidade da citologiatice verificados por
meio dos casos de pacientes com cancer de colded €l citologia
anterior negativa, o conhecimento cientifico sobredncer cervical e
HPV, que tem sido ampliado nas ultimas décadas, alpossibilidade
de se aumentar as estratégias de prevencéo askms@métodos de
rastreamento. O FDAFpod and Drug Administratignaprova desde
2003, nos EUA (Estados Unidos da América), o tdst®NA do HPV
(Captura Hibrida- CH2) em combinac¢do com a citel@gmcotica como
método de rastreio. Esta estratégia € recomengada,mulheres com
idade superior a 30 anos, para avaliar a presen¢dPd¥/'s de alto risco
(CASTELLSAGUE, 2008; ARBYN et al., 2006; CASTLE ai, 2008;
MONSONEGO et al., 2010).

De acordo com Berkhof e colaboradores 2010, ha isoo r
menor de desenvolvimento de NIC2+ apds um resulteldeste de
HPV negativo em relagdo ao exame citolégico. Eatiodoi verificado
no nosso estudo, uma vez que o valor preditivotiegdas PCRs-HPV
foi de 97%. Alguns autores, entretanto, considenam a identificacéo
do HPV é uma alternativa para o rastreamento, rmmaggram que seu
alto custo e a elevada prevaléncia das infeccdessitérias,
principalmente em mulheres jovens, sédo limitacdes tprnariam
impraticavel o seguimento de todos os casos posititFRANCO et al.,
2001; VILLA & DENNY, 2006; KITCHENER et al., 2006RAMA et
al., 2008b).

Estima-se que de cada 100 mulheres submetidasolagat
oncdtica, trés apresentam alguma lesé@o celulaasEgacientes séo
encaminhadas para o exame colposcoOpico para qadosglizada a
regido do colo do Gtero da qual deve ser retiradoaterial para a
biépsia e posterior decisdo terapéutica. Com adogdo dos testes
moleculares no rastreio primario do cancer ceryieallogica de
investigacdo torna-se inversa, primeiro procura-sdrus. A presenca
de resultado positivo para o DNA do HPV, especiategara os tipos
de alto risco 16 e 18, possibilita 0 monitoramentotervencao clinica
precoce. Nos casos de infeccdo persistente, aogigolpode ser
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requerida para confirmar se as células da céniamne apresentam ou
nao alteragbes morfolégicas causadas pela infecéaccitologia
oncdtica, portanto, continua imprescindivel paraamutencao da salde
da mulher (MS, 2011).

No nosso estudo, observamos que das 22 amostras que
expressaram E6/E7 RNAm 15 eram de pacientes caie idéerior a 30
anos. Este é um achado relevante, uma vez queeovidamento do
cancer pode ocorrer em longo prazo, a possibilidésléntervencéo
precoce, além de salvar vidas pode ser uma medidgaa@homia para o
Sistema Unico de Sautide (SUS) do Brasil.

Um aumento nos custos previstos nas analises poicas
moleculares pode ser compensado por um intervaior ma rastreio do
cancer cervical, além da reducdo de custos dosdgirnentos para
seguimento das lesdes pré-neoplasicas (NIC2+) plastcas do colo
uterino, como excisdes cirlrgicas, crioterapia, iotadapia e/ou
quimioterapia, portanto, podendo ter um impactatpasem relagéo ao
custo beneficio (CUZICK et al., 2006b; BERKHOF t2810).

A efetividade do diagnéstico precoce para a préd@ngo
céancer do colo do utero, e a diminuicdo da mosdédkdpor este agravo
se mantém como um desafio para o Sistema UnicadéeSdo Brasil,
que reflete altas taxas de mortalidade. De acawmio os dados
encontrados neste estudo, consideramos importardeBrasil, a
mudanca das estratégias de rastreamento com d&gésoda PCR-HPV
a citologia oncotica, pois esta parece ser uma rnaliga
economicamente viavel. Uma vez que os testes fémdibs em larga
escala, os precos diminuem a exemplo da Rede da Vaal para HIV
que iniciou com testes custando $ 50 dolares ehgjee custam $ 14
dolares. Consideramos, também, que a deteccaopdassedio génica de
E6/E7 RNAmM, quando apresentar precos compativeis 0oSUS
(atualmente R$ 135,00 o teste), serd uma ferranmeuita eficiente na
associacao com a citologia oncética e/ou a PCR-HPV.
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8. SUMARIO DOS RESULTADOS
Com base nos resultados do presente estudo, &ivpbsoncluir que:

1. A infeccdo pelo HPV foi detectada em 39,5% (64/16@25
amostras;

2. O DNA do HPV foi detectado em 90,6% (29/32) dososade
citologia oncotica positivas

3. O valor preditivo negativo da PCR-HPV foi de 97%;

4. Vinte e duas amostras (13,6%; 22/162) apresentarpmessao de
E6/E7 RNAmM, dessas a PCR-HPV detectou 20;

5. O tipo viral foi identificado em 43,8% (28/64) damostras;

6. Os tipos de HPV mais prevalentes em ordem decresciram:
16, 33, 18, 6, 31, 45 e 11;

7. A PCR-HPVte identificou o tipo viral em 23 amostrdsssas trés
apresentaram coinfecc¢ao;

8. A expressdo de E6/E7 RNAm identificou o tipo vieh 22
amostras, dessas trés apresentaram coinfecc¢éo;

9. Houve concordancia dos tipos virais identificadosree a PCR-
HPVte com a expressao de E6/E7 RNAm;

Quando estratificados por faixa etéria os resotath PCR-HPV e da
expressdo de EG6/E7 RNAm mostraram significAnciaatistita

(p=0,001). A faixa etaria com idade inferior ou ajua 30 anos
correspondeu a 34% das amostras (55/162). Nesta aria, 36

amostras foram positivas pela PCR-HPV, e 15 dam&istras positivas
para E6/E7 RNAmM pertenciam a este grupo;
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9. CONCLUSOES

O uso da PCR-HPV associada a citologia parece s U
alternativa economicamente viavel. A deteccao dADNd HPV em
amostras com resultados negativos na citologia goritante para a
prevencdo do cancer de colo uterino. As paciertgsastes resultados
devem ser acompanhadas para avaliar a resolucamntésea da
infeccdo ou uma possivel persisténcia e evoluc@a pacéancer. A
identificacdo das pacientes com DNA de HPV positisaguidas da
determinacao do tipo viral pelo método PCR-HPVie realizacdo da
expressao de E6/E7 RNAm podera contribuir paragndistico precoce
do céncer cervical, assim como para a elaboragidesenvolvimento
de estratégias de vacinas anti-HPV. A possibilidddeintervengéo
precoce, além de salvar vidas pode ser uma medidgaa@homia para o
sistema unico de saude.
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10. PERSPECTIVAS

v Melhorar a sensibilidade da PCR-HPVte e aumentaiimero
de tipos pesquisados;

v Padronizar técnicas de PCR em tempo real paracagdet da
infeccdo pelo HPV e para a tipagem molecular;

v Ampliar a amostragem, com inclusdo de amostragidassas
regides do Estado, para que possa refletir a ejmétEgia da infeccdo
pelo HPV no estado de Santa Catarina.
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12. ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo da pesquisETECCAO DO DNA E RNAmM DO HPV NA
TRIAGEM DO CANCER CERVICAL

A Senhora estd sendo convidado a patrticipar depesquisa.
Antes de decidir se deseja participar, € importajie a Senhora
entenda por que esta pesquisa sera feita, comargoasacdes serao
usadas, o que o estudo envolve e os possiveisitiesgfriscos e
desconfortos envolvidos.
QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO E QUAIS AS
INFORMACOES DISPONIVEIS? O objetivo desta pesquisa é avaliar
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a exprgésia de
E6/E7 aplicada em material cervical. A utilizac&otécnica de reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) como metodologia iagndstico
molecular do Papilomavirus Humano (HPV) tem se radst como a
mais sensivel na identificacdo do DNA viral existemos mais diversos
materiais. O cancer do colo uterino esta direténealacionado a
infeccdo persistente pelos tipos virais de akoorido Papilomavirus
Humano (HPV).
EU TENHO QUE PARTICIPAR? Cabe a senhora decidir se ira
ou ndo participar. Mesmo que a senhora néo quaiteipar do estudo,
a senhora ndo terd nenhuma desvantagem, inclusiveelacdo ao
tratamento médico e aos cuidados que a senhora tedinbito de
receber. Caso decida participar, a senhora irdoeeceste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para assinar.
O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU PARTICIPAR? O
pesquisador poderd analisar seu prontuario médico de obter dados
referentes a pesquisa. Os dados obtidos serdo aratis pelo
pesquisador.
QUAIS SAO OS POSSIVEIS DESCONFORTOS QUE POSSO
TER SE PARTICIPAR?
N&o haverd nenhum desconforto, pois a senhora eéessitara fazer
nenhuma atividade fora de sua rotina. Ndo havenuma coleta de
amostra adicional aquela ja prevista na rotinaxtmte Ginecolégico.
O QUE ACONTECERA COM AS INFORMACOES DESTA
PESQUISA E COMO SERAO UTILIZADOS 0OS DADOS
PESSOAIS DA SENHORA? Informo que seus dados serdo
mantidos sob sigilo absoluto e privado, de possmeste do
pesquisador e orientador desta pesquisa. A dividgaps resultados
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visard apenas mostrar 0os possiveis beneficiososbtid pesquisa em
questdo. A divulgacao das informacdes no meio ifiemsera anénima
e em conjunto com as informagbes de todos os ipanies da
pesquisa, sendo que a senhora podera solicitarmafdes durante
todas as fases da pesquisa, inclusive apés a agiticda mesma.

QUE CUSTOS TERAO SE PARTICIPAR?  Por ser voluntéaria e
sem interesse financeiro, a senhora ndo tera nergasio extra e
também nao terd direito a nenhuma remuneracgao.

QUAIS OS POSSIVEIS BENEFICIOS QUE POSSO TER SE
PARTICIPAR? A senhora estara participando de uma pesquisa qu
poderd contribuir no diagndstico precoce do canoemvical em
pacientes atendidas nos consultérios particulatambém pelo Servico
de Saude Publica, as quais tém pouco acesso aagnddtico mais
preciso.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR

DE MAIS INFORMACOES? Em caso de qualquer davida
relacionada ao estudo, ou sempre que a senhorar gaiser sobre os
resultados parciais do estudo, por favor, entre@mato com:

Farmacéutico Bioquimico Toni Ricardo Martins Tefefo (48)
9909.8474, E-mail: tr.martins@yahoo.com.br

Ou também entre em contato com os professores:

Maria Luiza Bazzo e Edison Natal Fedrizzi.

Telefone: (48) 3721.8148 ou (48) 9972.8718

Se tiver dlvidas sobre seus direitos, o(a) senhoy(@ode entrar em
contato com: Comité de Etica em Pesquisa da UFSC

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, (nome do paciente ou responsavel legal emsladea forma)
. recebi informacdes sobre o estudo acima, alésodise entendi todas
as informagBes fornecidas sobre minha participagé&ta pesquisa.

Tive a oportunidade de discuti-las e fazer pergunt@adas as minhas
duavidas foram esclarecidas satisfatoriamente e veluntariamente,
concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estoue® @lcordo com os
dados a serem coletados, podendo os mesmos seadad conforme
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descrito neste termo de consentimento.

Entendo que receberei uma coépia assinada deste oTate
Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura da pessoa que aplicou este termo

Nome da pessoa que aplicou este termo
Floriandpolis, de de 20009.
Data [/ /

Assinatura do paciente Nome do paciente

Assinatura da testemunha imparcial Nome dartastha imparcial
Data [/ /






