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Resumo 
 

 
 
 
 
 

O HPV é o principal fator transformadordo câncer cervical. No seu ciclo 

viral é expressa a oncoproteína E5, responsável por várias alterações na célula 

hospedeira e,foi sugerido in vitro, que ela altera a proliferação celular através  

da regulação negativa do microRNA-203, que em condições normais atua 

inibindo a proliferação e condicionando a diferenciação dos queratinócitos. 

Entretanto os mecanismos que envolvem E5 e o microRNA-203 ainda  não 

estão bem elucidados. Este estudo tem como objetivo avaliar o perfil de 

expressão da oncoproteína E5 e do microRNA-203 em biópsias de colo uterino, 

observando a existência de correlação entre ambos. A expressão gênica 

relativa do microRNA-203 e E5 nas amostras clínicas (n=90), referente a todas 

as etapas da carcinogênese cervical (Normal, NIC I, NIC II, NIC III e câncer), foi 

obtida por qPCR.As análises mostraram uma diminuição do perfil de expressão 

do microRNA-203 no câncer em comparação com amostras normais (p<0,01) 

enquanto o RNAm de E5 do HPV 16 aumentou sua expressão em NIC III e no 

câncer em relação a lesões de baixo grau (NIC I) (p<0,001 e p<0,01, 

respectivamente). Os resultados apontam que o microRNA-203 está regulado 

negativamente no câncer cervical, porém sem correlação estatisticamente 

significante com a expressão de E5. O perfil apresentado nos diferentes 

estágios sugere que omicroRNA-203e o oncogene E5 são capazes de 

diferenciar estágios da carcinogênese cervical. 

 
 
 
 
 
Palavras-chaves: Expressão Gênica; HPV; Neoplasia intraepitelial cervical. 



Abstract 
 

 
 

The Human papillomavirus (HPV) is the main transforming factor in  

cervical cancer. The HPV expresses the oncoprotein E5  which is responsible  

for several changes in the host cells and recent in vitro studies have suggested 

that it plays a role in the regulation of cell proliferation through microRNA-203. 

This microRNA acts by inhibiting cell proliferation and stimulating cell 

differentiation in normal conditions. However, the mechanisms involving E5 and 

microRNA-203 are not yet well elucidated. The aim of the present study is to 

evaluate both E5 and microRNA-203 expression profiles in biopsies of women 

from Pernambuco andobserve if there is any correlations between them. 

Expression of microRNA-203 in clinical samples (n=90), observed at all 

carcinogenic process (Normal, CIN I, CIN II, CIN III and cancer), was obtained 

by real-time qPCR. The analysis here performed demonstrates a decreased 

expression of microRNA-203 in cancer samples when compared to the normal 

ones (p<0,01) while E5 increased its expression in CIN III and cancer when 

compared to low-grad lesion (CIN I) (p<0,001 and p<0,01, respectively). Our 

data shows that miR-203 is downregulated in cancer, although no statistical 

significant correlation was found between its expression and E5.Both  

expression profiles suggest their ability to differentiatelesions. 

 
 
 
Key-words: Gene expression; HPV; Cervical intraepithelial neoplasia. 
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1. Introdução 
 
 

De acordo com o Ministério da Saúde, são linhas prioritárias as pesquisas que 

visem aumentar a qualidade e expectativa de vida da população, entre essas 

prioridades se encontram as DSTs (Doenças sexualmente transmissíveis) e o câncer 

de colo de útero. A infecção por HPVs (Papiloma vírus humano) de alto risco está 

diretamente relacionada com o desenvolvimento do câncer de colo de útero, e a 

infecção por HPV é, hoje, caracterizada como uma das principais DSTs que afligem  

a população mundial. Cerca de 291 milhões de mulheres no mundo são portadoras 

de HPV com 265 mil mortes por este tipo de câncer ao ano. No Brasil, o câncer de 

colo de útero produz uma média de 2,5 óbitos/100.000 indivíduos, com a média do 

nordeste superior a nacional, com Pernambuco igual a 2,9/100.000 indivíduos. 

Apesar do alto número de mulheres infectadas, a maioria não desenvolve lesão e 

tem a capacidade de espontaneamente expulsar o vírus das células infectadas. 

Porém, mesmo com alta taxa de remissão, cerca de 5% das mulheres infectadas 

desenvolvem lesões que podem levar a formação do câncer de colo de útero e ao 

óbito. 

Neste contexto a implantação de estratégias efetivas para a detecção do vírus 

e lesões cervicais faz parte de um conjunto de políticas públicas voltadas à Atenção 

Básica, do Ministério da Saúde. Desta forma, com o objetivo de encontrar  

estratégias eficazes, genes são estudados como possíveis biomarcadores para a 

detecção precoce de alterações celulares causadas pelo HPV, bem como para a 

precisa diferenciação dos níveis de lesão cervical. Entre estes genes estão alguns 

envolvidas na regulação do ciclo celular, microRNAs (miR) do hospedeiro e também 

oncoproteínas virais. 
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O microRNA-203 é um importante alvo de estudo sobre a carcinogênese do 

câncer cervical, particularmente por ser específico de células epiteliais e ter sua 

expressão alterada em diversos tipos de câncer. Além do miR-203 temos a 

oncoproteína E5 do HPV como alvo de estudo, que está relacionada a progressão 

tumoral e, recentemente, foi sugerido in vitro o seu envolvimento em alterações na 

expressão do miR-203. 

Com base nos dados acima, este estudo contribuirá para a caracterização do 

perfil molecular relacionado ao câncer cervical, tentando esclarecer mecanismos que 

induzem a carcinogênese. 
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2. Revisão de literatura 
 

2.1. Câncer cervical e HPV 
 
 

O câncer cervical é uma das principais causas de morte por câncer em 

mulheres no mundo, com 87% dos casos ocorrendo nos países em desenvolvimento 

(Frazer, I.H. 2004; Botezatu, A. et al., 2011). No Brasil foram estimados 15.590  

casos de câncer cervical para o período de 2014, com incidência de ~ 19/ 100 mil 

indivíduos no Nordeste (INCA, 2014), e 16.340 casos para o ano de 2016 (INCA, 

2016) representando um desafio ao Sistema Único de Saúde. 

A prevenção do câncer cervical é potencialmente eficaz, uma vez que  

apresenta evolução lenta, desde o desenvolvimento das lesões precursoras, 

neoplasia intraepitelial de grau 1, 2 e 3 (NIC I, NIC II e NIC III, respectivamente), até 

a neoplasia maligna (Steenbergen, R. D. M. et al., 2005); contudo, o exame 

citológico, que é a principal estratégia de rastreamento utilizada, e o histopatológico 

que é o padrão- ouro utilizado no diagnóstico, na maioria das vezes induzem à 

variações na interpretação das atipias celulares, resultando em diagnósticos 

inconsistentes (Amaral, R.G. et al., 2008). 

Várias evidências experimentais sustentam a estreita correlação entre a 

infecção por alguns tipos específicos de papiloma vírus humano (HPV) e a etiologia 

do câncer ano-genital (zur Hausen, H. 2002), em especial o carcinoma cervical, para 

o qual o HPV-16 está presente em 60-70% dos casos (Bernard, H.U. et al., 2010).  

No Nordeste os tipos de HPV mais prevalentes em lesões cervicais, além do HPV  

16, são o HPV 18, HPV 31, HPV 33 e HPV 58 (Gurgel, A.P. et al., 2015). Tendo em 

vista a relação viral com o câncer cervical alguns países têm adotado  junto  ao 

exame citológico, a detecção do HPV por captura hibrida II, no entanto apesar da 
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alta sensibilidade o teste apresenta especificidade reduzida, pois pode detectar  

HPVs de baixo risco oncogênico que frequentemente estão presentes, e não permite 

o diagnóstico e prognóstico exato para cada tipo de lesão (Derchain, S.F.M. et al ., 

2005). 

O HPV é transmitido através de relações sexuais (vaginal, oral e/ou anal) onde 

aproveitam a presença de micro traumas na mucosa para alcançar as células basais 

(Sapp, M. and Bienkowska-Haba, M. 2009). A partir da infecção o vírus pode ser 

expulso do organismo antes de causar lesão, pode levar a formação de lesões 

intraepiteliais de baixo grau (LSIL), NIC I, e de alto grau (HSIL) ou pode gerar uma 

infecção persistente com integração do genoma viral no genoma do hospedeiro, que 

é uma etapa importante para a formação do câncer cervical (Woodman C.B. et al., 

2007) (Figura 1). As ações virais visam a modulação da proliferação, apoptose e da 

resposta imune do hospedeiro, tanto a inata como a adaptativa, sendo a celular o 

principal tipo de resposta imune responsável contra a infecção pelo HPV. Nas 

infecções persistentes a resposta imune celular é inibida, o que contribui para o não 

reconhecimento do vírus pelo organismo hospedeiro (Yu, S.L. et al 2012). 
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Figura 1. Infecção pelo HPV e progressão da lesão – O esquema mostra a infecção viral, desde a 
entrada do vírus na célula hospedeira até a formação do câncer cervical. A partir da entrada do vírus 
nos queratinócitos, se não houver atividade eficaz do sistema imune, a partícula viral irá se replicar e 
infectar as células adjacentes. A persistência da infecção promove a progressão de lesões de baixo 
grau (LSIL), NIC I (neoplasia intraepitelial cervical de grau I), para lesões de alto grau (HSIL), NIC II 
(neoplasia intraepitelial cervical de grau II) e NIC III (neoplasia intraepitelial cervical de grau III), e 
destas para a formação do câncer. (Fonte: Alexandre Pereira de Sousa, 2011) 

 
 
 
 
 

2.2. Oncoproteínas virais e o câncercervical 
 
 

Os oncogenes E5, E6 e E7 são essenciais na promoção da desordem celular e 

transformação em células malignas, que culminará no aparecimento de carcinomas, 

agindo tanto individualmente (Hu, L., and Ceresa, B. P., 2009) quanto em conjunto, 

quando as propriedades carcinogênicas se tornam potencializadas. Tais genes 

apresentam uma vasta gama de interações com proteínas reguladoras do ciclo 

celular, da proliferação e diferenciação, como também diversas outras proteínas 

celulares, o que induz instabilidades genéticas. Tais oncoproteínas (Figura 2) 

também apresentam ações sobre os microRNAs da célula hospedeira (Tabela 1), 

Câncer:  
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que regulam a expressão de diversos genes importantes no processo carcinogênico 

e ajudam a esconder a presença do vírus da resposta imune do hospedeiro  

(McBride, A. A et al., 2012). Todas as oncoproteínas desempenham papeis 

essenciais na formação das lesões cervicais, porém a oncoproteína E5 possui suas 

atividades e vias carcinogênicas pouco elucidadas, necessitando principalmente de 

estudos in vivo para maiores esclarecimentos. 

 
Tabela 1. MicroRNAs modulados por oncoproteínas envolvidas no desenvolvimento do câncer 

cervical. (Fonte: modificada de Pedroza-Torres A et al., 2014) 
 

Oncoproteína Regulação MicroRNAs 
E5 Positiva miR-146a 
E5 Negativa miR-324-5p; miR-203 
E6 Negativa miR-34a, miR-218, miR- 

23b 
E6 Negativa miR-203 

E6/E7 Negativa miR-29 
E7 Negativa miR-15b, miR-15a, miR-16- 

1, miR-203 
 
 
 

Figura 2. Genoma do HPV – A imagem mostra os genes que codificam proteínas precoces (E1- E7)  
e tardias (L1 e L2) do HPV. A região de L1, envolvida na formação do capsídeo viral, é a utilizada  
para detecção do vírus por ser uma região bem conservada. (FONTE: Muñoz N, et al. 2006). 

  HPV  



17 
 

 
 

2.3. Oncoproteína E5 
 
 

Dentre as oncoproteínas, E5 é uma molécula com partes hidrofóbicas que pode 

ser encontrada na membrana plasmática, na membrana nuclear, no complexo de 

Golgi e no retículo endoplasmático (Miura S et al., 2010; Borzacchiello G et al.,  

2010). Durante a infecção persistente do HPV ocorre a integração viral no genoma 

hospedeiro, e segundo parte da literatura o oncogene E5 é perdido na maioria dos 

casos (Muto V et al., 2011; Fehrmann, F, and Laimins LA, 2003), restringindo seu 

potencial na progressão da lesão cervical aos estágios precoces da infecção (Araibi, 

E. H. et al., 2004; Ashrafi, G. H. et al., 2006; Gruener, M. et al., 2007). Discordando 

do proposto por esses autores, outros trabalhos mostraram que o oncogene E5 

permaneceu sendo expresso na célula hospedeira após a integração viral, de forma 

epissomal, em parte dos casos estudados (Chang, J.L. et al. 2001; Häfner, N. et al. 

2008; Lorenzon, L. et al, 2011). 

E5 atua como mediador da transformação oncogênica através de várias vias, 

como por exemplo através do VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) 

(Moody and Laimins, 2010). Liao, S. et al. (2013) trouxe evidencias do papel de E5 

na promoção da proliferação, migração e invasão de células cancerígenas in vitro, e 

acelera o crescimento de tumores derivados do câncer cervical in vivo. Trabalhos 

anteriores em cultura de queratinócitos humanos também mostraram que E5 altera a 

expressão de vários genes codificantes de proteínas envolvidas na motilidade e 

adesão celular, o que poderia explicar porque células cancerígenas expressando E5 

tem um aumento da motilidade (Kivi N. et al.,2008). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%C3%83%C2%A4fner%20N%5BAuthor%5D&amp;amp%3Bamp%3Bamp%3Bcauthor=true&amp;amp%3Bamp%3Bamp%3Bcauthor_uid=17828299
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2.4. Avaliação de microRNAs nacarcinogênese 
 
 

A análise de variações nos níveis de expressão de RNAm (Rosty, C. et al., 

2005; Chao, A. et al 2006; Wong, Y.F et al., 2006; Sheng, J. and Zhang Wei-yuan, 

2010; Rajkumar, T. et al., 2011; Pinto, A.P. et al., 2010) e microRNAs (Lee, J.W. et 

al., 2008; Wang, X. et al., 2009; Hu, X. et al., 2010; Pereira, A.P. et al., 2010; Rao, Q. 

et al., 2012), na carcinogênese cervical vem sendo o foco de muitos estudos para a 

identificação de possíveis biomarcadores e alvos terapêuticos que aumentem a 

acurácia dos testes preventivos atuais e tonem o tratamento mais eficaz. 

. 
 

Os microRNAs são RNAs de fita simples com tamanho variando de 19 a 24 

nucleotídeos, que são transcritos e maturados para exercer sua função biológica na 

regulação pós-transcricional de genes que codificam proteínas (Ling H. et al., 2013), 

com grande importância também na regulação de genes durante infecções virais 

(Roberts, A.P. and Jopling, C.L., 2010). Além disso, são tecido-específico e possuem 

um perfil de expressão característico nos tecidos normais, porém são encontrados 

com expressão alterada no câncer, sugerindo envolvimento no processo 

carcinogênico e apontando a importância de seu estudo. Por regular a expressão de 

vários genes, os microRNAs estão envolvidos n’a proliferação, diferenciação e 

apoptose, e podem facilitar ou dificultar o desenvolvimento de neoplasias, inclusive 

no tecido cervical. Dentre os microRNAs estudados, o miRNA-203 tem apresentado 

um perfil de expressão alterado em vários processos neoplásicos, e principalmente 

no câncer cervical, podendo ser uma alternativa para diagnóstico, prognostico e 

terapia para este tipo de câncer (Esquela-Kerscher A. and Slack F. J., 2006). 
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2.5. MicroRNA-203 
 
 

O miR-203 está localizado no cromossomo 14q32 e foi sugerido  como  

potencial biomarcador em vários tipos de câncer por apresentar alterações em sua 

expressão. Ele atua como supressor tumoral em várias neoplasias humanas devido  

a inibição direta de produtos gênicos como ΔNp63, AKT2, Src, Runx2 e  ABL  1  

(Ørom U.A. et al., 2012; Yu H. et al., 2012). Zhang, F. et al (2014) mostrou o efeito 

anti-tumoral do miR-203, que ao ser induzido a super expressão no câncer  

esofageal inibiu o miR-21, reconhecidamente um miR pro-oncogênico inibidor da 

apoptose, através da repressão de proteínas Ran. Estudos encontraram o miR-203 

regulado negativamente no carcinoma de células escamosas de cabeça e pescoço, 

carcinoma de laringe, linfoma de células B, em processos malignos hematopoiéticos, 

câncer de colón, câncer de próstata, melanoma e glioma, (Jianguo, H.E. et al.,  

2013). Em contraste, o miR-203 foi encontrado aumentado no carcinoma  

endometrial (Chung, T.K. et al., 2009) e em adenocarcinoma pancreático, onde foi 

apontado como um marcador de mau prognóstico (Ikenaga N. et al., 2010), 

O miR-203 é específico de tecido epitelial e apresenta extrema importância no 

controle da proliferação, principalmente através da inibição da proteína ΔNp63 que é 

um estimulador da proliferação celular, para dar início a diferenciação de 

queratinócitos (McKenna, J.D. et al. 2010). A expressão do miR-203 em tecidos 

normais aumenta de acordo com a diferenciação das células, ou seja, das camadas 

basais para as camadas mais superficiais (Sonkoly E. et al., 2007; Wei T. et al., 

2010). 

Adicionalmente, alguns trabalhos têm revelado que o perfil aberrante de alguns 

miRNAs, dentre os quais está o miR-203, nas neoplasias cervicais está associado à 
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ação das oncoproteínas E5, E6 e E7 do HPV, com finalidade de manter a célula em 

estado ideal para a manutenção do genoma viral e progressão da lesão cervical 

(Greco, D. et al, 2011; Shen Y. et al., 2011; Reshmi and Pillai 2012). 

 
2.6. Interação entre a oncoproteína E5 e omiR-203 

 
 

Em estudos para avaliar a expressão e interação de microRNAs e da 

oncoproteína E5, Greco, D. et al. (2011) mostrou, in vitro, que células expressando 

E5 apresentaram a expressão de microRNAs alterada, incluindo o miR-203 que foi 

regulado negativamente como uma possível via de repressão da diferenciação 

celular. É apontado na literatura que a alta expressão do miR-203  teria  ação 

inibitória na amplificação do genoma viral já que este evento ocorre  

preferencialmente em células jovens, ainda não diferenciadas, e por isso seria 

esperada uma alteração da sua expressão para manter a amplificação do HPV 

(Melar-New and Laimins, 2010). Apesar das várias analises, a oncoproteína  E5 

ainda não tem seus mecanismos biológicos bem definidos e são necessários mais 

estudos, in vivo, a respeito das vias e alvos desta proteína. 

Portanto, de acordo com o exposto, é importante a caracterização do perfil de 

expressão da oncoproteína E5 do HPV e do miR-203 do hospedeiro em amostras 

clínicas, assim como da correlação de ambos. 
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3. Objetivos 
 

3.1. Objetivo Geral 
 
 

Avaliar e correlacionar o perfil de expressão do oncogene E5 do HPV e do miR- 

203 de pacientes, nas amostras clínicas, nos diferentes tipos de lesões cervicais 

(amostras normais, NIC I, NIC II, NIC III e câncer). 

 
3.2. Objetivos específicos 

 
 

 Detectar o HPV e genotipar as amostras para os HPVs: 16, 18, 31, 33 e 58; 
 

 Obter os níveis de expressão relativa de E5 e do miR-203 e correlaciona-los, 
nas amostras normais, NIC I, NIC II, NIC III ecâncer; 

 
4. Material e métodos 

 
4.1. Obtenção das amostras clínicas 

 
 

Foi realizado um estudo transversal com 90 biópsias cervicais de mulheres, 

com idade variando de 18 a 70 anos, apresentando os vários graus da  lesão 

cervical, NIC I (n=17), NIC II (n=19), NIC III (n=20) e o câncer (n=14). As biópsias 

foram coletadas em solução de RNA later (Qiagen) e em seguida congeladas a -80º 

C até o procedimento de extração. Foram incluídas no estudo amostras controles do 

tecido cervical normal (sem lesão) (n= 20). 

O estudo foi aprovado pelo comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Seres 

Humanos da UFPE (CAAE: 03606212.7.0000.5208) (Anexo 2). 

As pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

(Apêndice I), e responderam a um questionário que aborda dados socioeconômicos, 

hábitos e estado emocional/ psicológico. As pacientes foram provenientes do serviço 

de  rotina  do  atendimento  ginecológico,  do  Instituto  de  Medicina  Integral  Prof. 
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Fernando Figueira (IMIP), do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Pernambuco e do Hospital Barão de Lucena, e foram incluídas no estudo as 

mulheres maiores de 18 anos. Não foram incluídas no estudo, pacientes positivas 

para o Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) e/ ou mulheres com deficiências  

que as impediam de compreender o estudo. 

 
 
 

4.2. Extração do DNA para detecção e genotipagem do HPV 
 
 

O DNA das biopsias foi extraído e purificado através do procedimento de 

maceração com nitrogênio líquido em solução de TRIzol® Reagent (Invitrogen), foi 

feita a maceração com 1ml de Trizol, em seguida foi adicionado 200μl de clorofórmio 

e homogeneizado por 15 segundos, incubado por 3 min à temperatura ambiente e 

centrifugado a 14000rpm por 15min à 4°C;  Removemos a fase aquosa e seguimos  

o protocolo do kit DNaesy® tissue and blood DNA extraction (QIAGEN) de acordo 

com as instruções do fabricante. Depois de extraído, o DNA foi armazenado a-20°C. 

 
 
 

4.3. Detecção e genotipagem dos HPVs 
 
 

A detecção do DNA dos HPVs 16, 18, 31, 33 e 58 foi efetuada pela técnica 

Polimerase Chain Reaction (PCR), utilizando-se primers consenso e degenerados 

(MY09/MY11), que amplificam uma sequência de 455pb na região L1 do genoma do 

HPV (Figura 2), conforme descrito por Kay et al. (2002). Como controle da 

integridade do DNA extraído, a amplificação do gene da β-globina humana foi 

realizada, utilizando os primers PC04 e GH20 que gera um amplicon com 110 pb 

(Karlsen  et  al.,  1996;  da  Silva,  B.  et  al.,  2009)  (Tabela  2).  As  condições   de 
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amplificação dos fragmentos foram efetuadas de acordo com o protocolo 

desenvolvido por da Silva, B. et al.(2009). 

 
 

Tabela 2. Sequência dos primers para detecção do HPV e avaliação da integridade do DNA 
utilizado. 

 
Primer Sequência Amplicon 
MY09 5'-GCACAGGGTCATAACAATGG-3' 455 pb 
MY11 5'-GATCAATATCCCCTTGGACG-3' 
PC04 5' -ACACAACTGTGTTCACTA- 3' 110 pb 
GH20 5'-GGTGAACGTGGATGAAGTTG-3' 

 
 

Para genotipagem dos tipos de HPV foram desenhados primers específicos 

através do software CLCbio Main Workbench versão 5.7.1 (QUIAGEN), observando 

os parâmetros de tamanho dos primers, tamanho do amplicon gerado, conteúdo de 

CG nas extremidades 5’ e 3’, temperatura de melting, possibilidade de anelamento 

entre os pares de primer, formação de estrutura secundária e especificidade, testada 

in silico. Todos os primers foram padronizados nas amostras clínicas para garantir 

especificidade e ótima eficiência, validando a temperatura de anelamento ideal. A 

genotipagem dos HPVs foi realizada por meio de PCR convencional, onde o volume 

final da reação foi 25μl, contendo: 12,5μl de Master Mix (Qiagen), 2μl  de  cada 

primer, 7,5μl de água sem nuclease e 1μl de DNA. As condições de amplificação 

para o HPV 16, 18, 33 e 58 foram: 95°C por 3 min, seguidos de 30 ciclos a 95°C por 

15 segundos, 1 min com a temperatura específica de anelamento para cada par de 

primer (tabela 3) e extensão a 72°C por 1min. As condições para o HPV 31 foram: 

94°C por 2 min, seguidos de 35 ciclos a 94°C por 10 segundos, 20 segundos a 55°C, 

72°C por 1min e extensão final a 72°C por 5min. 

Os primers para genotipagem, detecção do HPV e para avaliação da 

integridade do DNA foram padronizados para obtenção de ótima eficiência e 

especificidade (Bustin et al., 2009). 
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Todos os produtos de PCR convencional foram avaliados por eletroforese em 

gel de agarose com concentrações variando de 1% a 2,5% dependendo do tamanho 

da sequência amplificada, utilizando TAE 1x (Solução de estoque: TAE 10x – Tris 

base 400mM, ácido acético 190mM e EDTA 10mM pH 7.6). Foi adicionada ao gel 

uma solução de brometo de etídeo (0.5μg/ml) para visualização das bandas de DNA 

através de transluminador de luz ultravioleta. As bandas foram visualizadas  

utilizando como referencial o marcador DNA step ladder (Promega) que variou de 

50pb a 1kb, dependendo do tamanho do amplicon gerado na PCR. 

 
 

Tabela 3. Informações dos primers utilizados para genotipagem do HPV. 
 

Primers Sequência Amplicon Temperatura 
de     

anelamento 
 

HPV 16 
F:AGCTCAGAGGAGGAGGATGA 
R:GAGAACAGATGGGGCACAAC 

199 pb 60°C 

 
HPV 18 

F:CAACACGGCGACCCTACAA 
R:AGCATGGGGTATACTGTCTCT 

170 pb 52,5°C 

HPV 31 F:CGTTTTCGGTTACAGTTTTACAAG 
C 

R:AGCTGGACTGTCTATGACAT 

728 pb 55°C 

HPV 33 F:ACTGAGGAAAAACCACGAACA 
R:GATAAGAACCGCAAACACAGT 

200 pb 61°C 

HPV 58 F:GAAATAGGCTTGGACGGGC 
R:GTTCGTACGTCGGTTGTTGT 

131 pb 60°C 

 
 
 

4.4. Extração de RNA total e Síntese do cDNA 
 
 

O RNA total das amostras clínicas foi extraído através do procedimento de 

maceração com nitrogênio líquido em solução de TRIzol® Reagent (Invitrogen), foi 

feita a maceração com 1ml de Trizol, em seguida foi adicionado 200μl de clorofórmio 

e homogeneizado por 15 segundos, incubado por 3 min à temperatura ambiente e 

centrifugado a 14000rpm por 15min à 4°C; e purificado com o Absolutely RNA  

miRNA Kit  (Agilent  Technologies), conforme  as instruções do fabricante. Este    Kit 
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permite a recuperação tanto de microRNA quanto de RNA mensageiro, 

possibilitando a avaliação da expressão de ambos, a partir de uma mesma amostra. 

 
A integridade do RNA foi assegurada pela observação das bandas de RNA 

ribossomal (28S e 18S), por eletroforese em gel de agarose 1% (0,4g) com 7,25ml  

de formaldeído 37%, 4ml de MOPS 10x, 28,75ml de água com DEPC e 4μl de 

brometo de etídeo. Foi preparado um mix de desnaturação para aplicação contendo 

3μl de RNA, 2μl de MOPS 10x, 3,5μl de formaldeído e 10μl de formamida; 2μl de 

loading RNA buffer (0,1ml de EDTA, 4,9ml de água, 5ml de glicerol) foi aplicado com 

as amostras. Também foi avaliada a concentração e pureza do RNA pelo NanoDrop 

2000 Spectrophotometer (ThermoScientific), com critério de inclusão 260/280 (1.8- 

2.1) e concentração de RNA a partir de 100ng/µl. 

 
A síntese dos cDNA foi realizada com input de 1000ng do RNA total em um 

volume final de reação com 20µl, através do miScript II RT kit (Qiagen), de acordo 

com as recomendações do fabricante. Para cada amostra foi adicionado um tubo 

para o controle de contaminação com DNA genômico, sem a enzima transcriptase 

reversa. 

 
4.5. Avaliação da expressão do oncogene E5 e do miR-203 porqPCR 

 
 

Os primers para quantificação dos miRNAs, miR-203 e miRNAs de referência, 

foram adquiridos comercialmente do miScript Primer Assay Kit (Qiagen). Os 

microRNAs de referência para normalização do miRNA-203 foram o miR-191 e o 

miR-23a (Pereira et al, 2010; Peltier e latham, 2008; Shen et al, 2011; Leitao et al, 

2014). 
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As qPCRs para o miR-203, o miR- 191 e miR-23a foram realizadas com o 

miScript Sybr Green kit (Qiagen), de acordo com recomendações do fabricante, e 

executada no Rotor-Gene 6000 Real-Time Rotary Analyzer (Corbett Life Science). 

Todas as reações consistiram em um volume final de 20 µl contendo: 10 µl de 

SYBR® Green PCR Master Mix (QIAGEN), 2 µl de primer forward, 2 µl de primer 

reverso, 2 µl de cDNA e 4 µl de água sem nuclease. As condições de amplificação  

do miR-203, miR-191 e miR-23a foram: desnaturação inicial a 95°C por 15 min, 

seguidos de 35 ciclos a 55°C por 30 segundos e 70°C por 30 segundos para 

anelamento e extensão, com extensão final a 72°C por 1 min. 

Para cada par de primer (para E5, miR-203 e genes de referência) (Tabela 4) 

foi realizada uma curva padrão de eficiência em qPCR, para avaliar a eficiência dos 

primers e da reação, com triplicatas de diluições na base 10 (1:10, 1: 100, 1: 1000,  

1: 10.000, 1: 100.000) de um cDNA padrão de tecido normal para o miRNA-203 e 

genes de referência, e um cDNA de amostra positiva para E5 de cada tipo de HPV. 

Os valores de Ct médios para cada diluição em série foram traçados em função do 

logaritmo do fator da diluição do cDNA. A eficiência de amplificação para cada par  

foi calculada pelo método da curva padrão, utilizando a fórmula: Eficiência = (10 (-1 / 

declive) -1), 100 × fórmula. A curva de melting foi obtida para confirmar a 

especificidade dos primers (Anexo III). 

 
A concentração final de cDNA utilizada para as reações de qPCR foram de 

20ng/µl para RNAm (E5, GAPDH e ACTB) e de 2ng/µl para microRNA (miR-203, 

miR-191 e miR-23a). 

 
Para avaliar a expressão gênica de E5 foi realizada a PCR quantitativa em 

tempo real (qPCR), com os primers específicos desenhados para cada um dos tipos 
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de HPV. Os dois genes de referência apontados como mais estáveis (Leitão et al., 

2014), GAPDH e ACTB, foram utilizados para normalizar a expressão de E5 de 

todos os HPVs em todas as amostras. As reações de qPCRs para os genes de 

referência consistiram em um volume final de 20 µl contendo: 10 µl de SYBR®  

Green PCR Master Mix (QIAGEN), 2 µl de primer forward, 2 µl de primer reverso,   2 

µl de cDNA e 4 µl de água sem nuclease. As condições de amplificação foram: 95°C 

por 15 min, seguidos de 30 ciclos a 95°C por 25 segundos, 60°C por 25 segundos e 

72°C for 25 segundos, com extensão final a 72°C por 2 min. 

 
Tabela 4. Primers desenhados para amplificação em qPCR. 

 

Alvos Sequência dos primers Amplicon Temperatura de 
anelamento 

ACTB F: TCGAGC AAGAGATGGCCAC 
R: GGAAGGAAGGCTGGAAGAGT 132pb 60°C 

GAPDH F: GAAGGCTGGGGTCATTTG 
R: TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG 91pb 60°C 

E5 HPV 
16 

F: ACT GGCTGCTTTTTGCTTTG 
R:GACACAGACAAAAGCAGCGG 93 pb 60°C 

E5 HPV 
18 

F:CGCTTTTGCCATCTGTCTGT 
R:ACACAAATACCAATACCCATGC 54 pb 58°C 

E5 HPV 
31 

F: GCTGTCTGTGTCGGTATAT 
R: AAAACAACGTAATGGAGAGG 82 pb 53°C 

E5 HPV 
33 

F:CTATGCTTGGTTGCTGGTGT 
R:GAGATCCCACAAACACCCAAA 53 pb 61°C 

E5 HPV 
58 

F:GGGTCGGCTCTACGAATTTT 
R:CTTGTTGGGTTAAGTATTGTGC 94pb 61°C 

 

4.6. Normalização dos resultados da qPCR de E5 e miR-203 
 
 
 

Os genes de referência foram validados previamente em tecido cervical e 

utilizados na obtenção dos níveis de expressão do RNAm de E5 e do microRNA-203 

(Leitão et al., 2014). Assim, o ∆ct dos genes de referência e alvos foram obtidos (∆ct 

= Ct médio do alvo – Ct médio de cada amostra) e para cada amostra foi alcançado 

um “Quantite” Relativo (=eficiência^∆ct) dos genes de referência e do gene alvo para 

cada amostra (Hellemans et al., 2007). Em seguida, o “quantite” relativo do alvo foi 
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dividido pela média geométrica dos “quantites” relativos dos genes de referência, 

calculado por amostra para obter a expressão relativa de cada amostra. Foram 

utilizados os genes GAPDH e ACTB para normalização do RNAm de E5 e os miR- 

191 e 23a para normalização do miR-203. 

 
 
 

4.7. Análise estatística 
 
 

Os dados de expressão relativa foram avaliados quanto à distribuição normal 

pelo teste de Shapiro-Wilk. A diferença de expressão relativa entre os grupos 

amostrais (normal, NIC1, NIC 2, NIC 3 e câncer) foram verificados pelo teste de 

Kruskall-wallis e o Pós-teste de comparação múltipla de Dunn. O teste de correlação 

de Spearman foi aplicado para avaliar a correlação entre as expressões de E5 e do 

miR-203, com resultados de coeficiente de correlação entre 1 e -1. Os resultados 

foram considerados significantes com p<0,05. Os softwares utilizados  para 

realização dos testes foram o GraphPad Prism 5.01 e Stata/SE 12.0. 

 
5. Resultados Obtidos 

 
5.1. Detecção e genotipagem 

 
 

As amostras foram testadas quanto à presença do HPV (Figura 3) e foram 

genotipadas para os cinco tipos de HPVs mais frequentes em nossa população: 

HPV16, HPV18, HPV31, HPV33 e HPV58 (Figura 4). Todas as amostras foram 

testadas quanto a sua qualidade para serem usadas em reação de PCR pela 

amplificação do gene da β- globina humana (figura 5) e todas foram consideradas de 

qualidade, assim como todas as amostras com lesão foram positivas para a 

presença do HPV (n=70) (Tabela 5). 
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 1 % do produto de PCR convencional para detecção 
do genoma viral – PCR com primers MY 09/11 com amplicon de 455 pb. No poço 1 foi aplicado o 
DNA step ladder de 1kb (Promega); do poço 2 ao 10 foram aplicadas as amostras questionadas, as 
quais foram todas consideradas positivas; as amostras nos poços 2,3,4,5,6,7,8 e 9; no poço 10 a 
amostra foi considerada negativa. No poço 11 foi aplicado o controle negativo da reação. Para 
visualização das bandas foi utilizado o intercalante de bases nitrogenadas, brometo de etídio e o gel 
foi fotografado pelo foto documentador (Loccus Biotecnologia) com luz UV. 

 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

C + 199 C - 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Eletroforese em gel de agarose 2,5% do produto da PCR da genotipagem do HPV 16 – 
Resultado da PCR com primers para genotipagem do HPV 16. No poço 1 foi aplicado uma amostra 
conhecidamente positiva para o HPV 16; no poço 2 foi aplicado o DNA step ladder (Promega) de 100 
pb; Do poço 3 ao 9 foram aplicados os produtos de PCR para genotipagem do HPV 16. Os poços 3, 5 
e 8 mostraram positividade para a presença do HPV 16. Os poços 4,6,7 e 9 continham amostras que 
foram consideradas negativas para o HPV 16. No poço 10 foi aplicado o controle negativo da reação. 
O gel foi preparado com solução de TAE 1x, o qual também foi utilizado como tampão de corrida 
(voltagem:100v; por 20min). Para visualização das bandas foi utilizado o intercalante de bases 
nitrogenadas brometo de etídio, e o gel foi fotografado pelo fotodocumentador (Loccus Biotecnologia) 
com luz UV. 
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Tabela 5. Resultado das genotipagens. 
 

HPV 33 18 58 31 16 
Amostras 

(quantidade) 
3 4 17 21 37 

 
HPV 16/18 18/31 33/58 31/58 16/58 16/31 16/31/58 

Amostras (quantidade) 2 1 2 3 7 5 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

250pb 

C - 
110pb 

 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5. Eletroforese em gel de agarose 2% do produto de PCR do gene da β- globina humana 
- Resultado da PCR com os primers PC04/ GH20 com amplicon de 110pb. No poço 1 foi aplicado o 
DNA step ladder de 1kb (Promega); do poço 2 ao 10 foram aplicadas as amostras questionadas, as 
quais foram todas consideradas positivas; no poço 11 foi aplicado o controle negativo da reação. O  
gel foi preparado com solução de TAE 1x, o qual também foi utilizado como tampão de corrida 
(Voltagem: 100v; por 25 min). Para visualização das bandas foi utilizado o intercalante de bases 
nitrogenadas brometo de etídio, e o gel foi fotografado pelo fotodocumentador (Loccus Biotecnologia) 
com luz UV. 

 
 

A qualidade do RNA extraído foi assegurada por eletroforese em gel de 

agarose (figura 6) e apenas amostras com RNA total apresentando concentração a 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
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partir de 100ng e pureza, avaliada por razão da absorbância de 260/280 nm, entre 

 
1.8 - 2.0 foram utilizadas. 

 

Figura 6. Padrão de bandas para controle de qualidade do RNA – A eletroforese em gel de 
agarose 1% foi realizada para assegurar a integridade do RNA extraído (voltagem: 100 v; por 25 min). 
Na coluna A mostra um RNA completamente degradado, a coluna B mostra um RNA parcialmente 
degradado e na coluna C está presente bandas de RNA ribossomal intactas. Este estudo incluiu 
apenas amostras que apresentaram um padrão de bandas da coluna C. 

 
 
 

5.2. Avaliação da eficiência dos primers para qPCR 
 
 

Os primers para os miRNAs de referência 191 e 23a, assim como para o 

miRNA-203 obtiveram eficiência ótima, avaliadas através de curva padrão que foi 

realizada em triplicata por qPCR (tabela 6) (Figuras 7 e 8). Também foi realizada a 

curva padrão dos primers para os RNAm de referência GAPDH e ACTB que 

resultaram em eficiências ótimas (Figura 8). A curva padrão de eficiência dos  

primers para E5 também foram obtidas e mostraram eficiência ideal (Figura 9) 

(Tabela 6) assim como para todos os microRNAs e RNAm mostraram especificidade 

do amplicon gerado (Figura 10). 
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Figura 7. Curva de eficiência dos primers para o microRNA-203 - Foram feitos sete pontos de 
diluição (200ng, 20ng, 2ng, 200pg, 20pg, 2pg e 0.2pg) de uma amostra conhecidamente positiva para 
avaliar a eficiência dos primers na amplificação do microRNA-203 em qPCR. 

 
 
 
 

 

 
 
 

Figura 8. Curva de eficiência dos primers para os genes de referência - Foram feitos sete pontos 
de diluição (200ng, 20ng, 2ng, 200pg, 20pg, 2pg e 0.2pg) de amostras conhecidamente positiva para 
avaliar a eficiência dos primers na amplificação dos RNAm e miR utilizados para normalização dos 
valores de expressão de E5 e do microRNA-203. Micro-RNA-191 (A), microRNA-23a (B), gene 
GAPDH (C) e gene ACTB (D). 

A B 

D C 
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Figura 9. Curvas de eficiência dos primers para E5 do HPV 16, 18, 31, 33 e 58 – Foram feitos sete 
pontos de diluição (200ng, 20ng, 2ng, 200pg, 20pg, 2pg e 0.2pg) de uma amostra conhecidamente 
positiva para o HPV 16 (A), HPV 18 (B), HPV 31 (C), HPV 33 (D) e HPV 58 (E) para avaliar a  
eficiência dos primers utilizados em qPCR. 

 
 
 

Tabela 6. Resultados dos parâmetros da curva padrão em qPCR dos pares de primers. 
 

 Slope Eficiência R2 
miR-191 -3.299 1.00 0.99121 
miR-23a -3.300 1.00 0.99501 
miR-203 -3.242 1.02 0.99873 
ACTB -3.300 1.00 0.99521 

GAPDH -3.275 1.01 0.99643 
E5 HPV 16 -3.303 1.01 0.99356 
E5 HPV 18 -3.341 0.99 0.99566 
E5 HPV 31 -3.314 1.00 0.99249 
E5 HPV 33 -3.333 1.00 0.96062 
E5 HPV 58 -3.324 1.00 0.98008 

Parâmetros: Slope ~ -3,32; Eficiência ~ 1; R² ~ 1 (porém o valor máximo normalmente é de 0,999) 
 
 
 

E 
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Figura 10. Curvas de melting do microRNA-203, E5 e genes de referência - Para assegurar a 
especificidade da reação para cada par de primer foram obtidas as curvas de melting que mostraram 
apenas um pico e confirmaram a especificidade na formação do amplicon. 
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5.3. Perfil de Expressão do miR-203 
 
 

O perfil de expressão do microRNA-203 avaliado em qPCR apresentou uma 

diminuição das amostras normais para o câncer. A avaliação quanto a diferença de 

expressão do miR-203, entre os grupos de amostra, foi feita analisando todos os 

grupos ao mesmo tempo pelo teste de Kruskal-Wallis e dois a dois utilizando o teste 

de comparação múltipla de Dunn como pós-teste. O primeiro teste mostrou  que 

existe diferença significativa de expressão do miR-203 entre os grupos (p = 0,0353)  

e o segundo revelou que entre os estágios normal x câncer existe  uma diminuição  

de expressão estatisticamente significante (p<0,05). O gráfico (figura 11) 

demostrando a expressão do miR-203 permite visualizar a diminuição da mediana  

de expressão deste microRNA do grupo normal para o NIC I, com um aumento do 

NIC I para o NIC II e uma diminuição gradativa do NIC II para o NIC III e câncer, 

entretanto nenhuma diferença estatisticamente significativa foi encontrada entre os 

outros grupos mencionados. 
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Figura 11. Expressão do MicroRNA-203 nos diferentes estágios- Gráfico expondo a avaliação das 
diferenças de expressão do miR-203 entre as diferentes condições do tecido cervical, feito através 
dos testes Kruskal-Wallis e Dunn. Os dados não apresentaram distribuição normal e as medianas 
mostram as diferenças na expressão dos grupos. Os asteriscos mostram a significância da diferença 
de expressão entre cada grupo:  * p< 0,05. 

 
 
 
 
 

5.4. Perfil de expressão do oncogene E5 
 
 

Das 90 amostras avaliadas, em 50 destas (20 normais; 6 NIC I;  11 NIC II; 4  

NIC III; 5 Câncer) não foi possível detectar a expressão de E5 de nenhum dos HPVs 

genotipados (16, 31, 58, 18 e 33). A quantidade de amostras positivas para E5 de 

cada HPV seguiu a ordem de prevalência dos HPVs detectados nas biópsias, com 

HPV 16 sendo o mais prevalente e com mais amostras positivas para E5, seguido 

pelo HPV 31, HPV 58, HPV 33 e HPV 18 (com estes dois últimos apresentando igual 

prevalência e igual número de amostras positivas para a expressão de E5). 

 
Devido a pequena quantidade de amostras positivas para o HPV-33 (3) e HPV- 

 
18  (4)  nenhuma  avaliação  estatística  pôde  ser  realizada,  pois  em  apenas duas 
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amostras positivas para o HPV 33 (1 NIC I e 1 NIC III) e duas para o HPV 18 (1 NIC 

II e 1 de câncer) foi possível detectar a expressão de E5 (Figura 12). 

 
 
 

Figura 12. Expressão relativa de E5 do HPV 18 e 33 ao longo da carcinogênese cervical- Gráfico 
(A) mostra a expressão relativa das duas amostras positivas para E5 do HPV 33; O gráfico (B) mostra 
a expressão relativa das duas amostras positivas para E5 do HPV 18. Em ambos os casos não foi 
possível executar a avaliação estatística devido ao número de amostras. 

 
 
 
 

E5 do HPV 58 foi detectado em 6 amostras das 17 amostras positivas para  

este HPV (1 NIC II e 5 NIC III) (Figura 13), porem também não foi possível avaliação 

estatística por causa do número de amostras positivas para E5 em cada grupo de 

lesão. Ainda assim, foi possível visualizar um aumento de expressão nas amostras 

NIC III comparadas a NIC II. 

(A) (B) 
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Figura 13. Expressão relativa de E5 do HPV 58 ao longo da carcinogênese cervical- Gráfico 
expondo a expressão relativa de E5 do HPV 58 entre NIC II e NIC III. Não foi possível a realização 
dos testes estatísticos devido ao número de amostras positivas. 

 
 
 
 
 

O HPV 31 foi detectado em 21 amostras das quais 11 amostras mostraram 

expressão de E5 (1 NIC I, 3 NIC II, 3 NIC III e 4 cânceres). Os perfis de expressão 

mostraram um aumento no grupo NIC II comparado ao NIC I, seguido por diminuição 

na mediana das amostras no grupo NIC III e comparada a esse houve um aumento 

no grupo câncer. O teste estatístico de Kruskal-Wallis foi aplicado, porém nenhuma 

diferença significante na expressão de E5 ao longo das lesões foi encontrada (p = 

0,4512) (Figura 14). A comparação dois-a-dois, pelo pós-teste de Dunn, também não 

revelou significância estatística. 
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Figura 14. Expressão relativa de E5 do HPV 31 ao longo da carcinogênese cervical- Gráfico 
expondo a expressão relativa de E5 do HPV 31 entre as diferentes condições do tecido cervical, onde 
não foi encontrada diferença estatística entre os grupos amostrais na avaliação pelos testes de 
Kruskal-Wallis e Dunn. 

 
 
 

O HPV 16 foi detectado em 37 amostras e o RNAm de E5 foi detectado em 30 

destas amostras (Figura 15). Foi encontrada diferença na expressão de E5 do HPV 

16 entre os grupos NIC I x NIC III ( p< 0,01) e NIC I x Câncer (p<0,05) porém 

nenhuma significância foi encontrada entre os grupos NIC I x NIC II (mostrando um 

perfil similar), NIC II x NIC III, NIC II x Câncer e NIC III x Câncer. 
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Figura 15. Expressão relativa de E5 do HPV 16 ao longo da carcinogênese cervical- Gráfico 
expondo a expressão relativa de E5 do HPV 16 entre as diferentes condições do tecido cervical. O 
teste de Kruskal-Wallis mostrou uma diferença significativa na expressão de E5 entre os grupos (p = 
0,0041). O pós-teste de Dunn mostrou as respectivas diferenças estatísticas entre os grupos 
marcados: * p< 0,05; ** p< 0,01. 

 
 
 
 
 

5.5. Correlação entre os perfis de expressão do miR-203 e do oncogene E5 
 
 

O teste de Spearman foi aplicado para avaliar uma possível correlação entre os 

perfis de expressão apresentados por ambos os alvos. 

 
Para os HPVs 18, 33 e 58 devido ao baixo número de amostras positivas para 

E5, nenhum estudo de associação pôde ser realizado. 

 
A prevalência do HPV 31 permitiu a análise de correlação de E5 com o miR- 

203 nos estágios NIC II, NIC III e câncer, mostrando uma tendência a correlação 

positiva em amostras de câncer, porém nenhuma correlação estatisticamente 

significante foi encontrada (Tabela 7). 
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Tabela 7. Valores do coeficiente de correlação entre os perfis de expressão de E5 do HPV 31 e 
do miR-203 nos grupos amostrais pelo teste de Spearman. Não foi encontrado valor de p 

< 0,05. 
 

 E5 RNAm NIC II E5 RNAm NIC III E5 RNAm Câncer 

miR-203 NIC II 0,500   
miR-203 NIC III  0,500  

miR-203 Câncer   0,800 

 
 
 

O HPV 16 não apresentou correlação estatisticamente significante entre E5 e o 

miR-203 nas amostras (NIC I, NIC II, NIC III e câncer), entretanto o coeficiente de 

correlação foi negativo em amostras NIC I e fracamente negativo em amostras NIC 

III, forte positivo nos grupos NIC II e fraco positivo no câncer (tabela 8). 

 
 
 

Tabela 8. Valores do coeficiente de correlação entre os perfis de expressão de E5 do HPV 16 e 
do miR-203 nos grupos amostrais pelo teste de Spearman. Não foi encontrado valor de p 

< 0,05. 
 
 E5 RNAm NIC I E5 RNAm NIC II E5 RNAm NIC III E5 RNAm Câncer 

miR-203 NIC I -0,4285714    

miR-203 NIC II  0,700   

miR-203 NIC III   -0,0958101  

MiR-203 Câncer    0,08571429 

 
 
 

6. Discussão 
 

6.1. Expressão do miR-203 
 
 

O miR-203 é responsável pela regulação de vários genes envolvidos no ciclo 

celular, proliferação, diferenciação e apoptose (Esquela-Kerscher A., Slack F. J., 

2006). Por ser um microRNA específico de células epiteliais (Sonkoly E. et al., 2007) 
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tem um papel importante no desenvolvimento do epitélio estratificado e se encontra 

em níveis aumentados quanto maior foi o grau de diferenciação dos queratinócitos 

(McKenna, J.D. et al. 2010). Estudos reportaram que a expressão do miR-203 inibe  

a proliferação celular, tanto in vitro (Lena, A.M.R. et al., 2008; McKenna, J.D. et al., 

2010; Wilting, S.M. et al., 2013) como in vivo (Yi et al., 2008) e é reconhecido como 

essencial no controle dos níveis de diferenciação dos queratinócitos pela regulação 

da expressão de genes (Truong and Khavari, 2007; Melar-New and Laimins, 2010; 

McKenna, J.D. et al. 2010). 

O perfil alterado do miR-203 nos diversos processos carcinogênicos (Tabela 9) 

e sua estreita relação com queratinócitos mostra a importância de avaliar seu papel 

no câncer cervical assim como sua possível utilização no diagnóstico, prognóstico e 

terapias. 

Alguns estudos avaliaram o perfil de expressão do miR-203 em linhagens 

celulares, tanto de carcinoma quanto de lesões pré-cancerosas, e  encontraram 

níveis de expressão diminuídos em relação ao tecido normal (Greco, D. et al., 2012; 

Jiménez-Wences, H. et al.,2014; Melar-New and Laimins, 2010). Nossos resultados 

concordam com os achados in vitro, mostrando uma diminuição dos níveis de 

expressão do miR-203 no câncer quando comparado com tecido normal (p<0,05). 

Além de pesquisas in vitro, estudos com amostras clínicas foram realizados e 

mostraram divergências quanto ao perfil de expressão deste microRNA (Jiménez- 

Wences, H. et al.,2014). Vários trabalhos encontraram o miR-203 com menor 

expressão no câncer, em relação a tecidos normais (Lee, J.W. et al., 2008; Pereira, 

P.M. et al., 2010;), enquanto Gocze, K. et al. (2013), Witten, D. et al. (2010) e 

Muralidhar, B. et al (2007) apontaram que o miR-203 encontra-se super expresso no 

câncer cervical (Tabela 10). 
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Tabela 9. Perfil de expressão do miR-203 nos diferentes tipos de câncer. 
 

Expressão do miR-203 Aumentado Diminuído Referências 

Câncer cervical  X Lee, J.W. et al. (2008) 

Câncer endometrial X  Chung, T.K. et al. (2009) 

Carcinoma escamoso de cabeça e pescoço  X Yuan Y. et al. 
(2011) 

Câncer esofageal  X Zhang F.et al. (2014) 

Câncer de próstata  X Viticchie` G. et al. (2011) 

Carcinoma de laringe  X Bian K. et al. (2012) 

Linfoma gástrico de células B  X Craig V.J. et al.(2011) 

Processos malignos hematopoiéticos  X Bueno M.J. et al. (2008) 

Câncer de colón  X Li J. et al. (2011) 

Melanoma  X Noguchi S. et al. (2012) 

Adenocarcinoma pancreático X  Ikenaga N. et al. (2010). 
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Tabela 10. Perfil de expressão do miR-203 no câncer cervical. 
 

Referencia Perfil de 
expressão miR- 

203 

Tipo de amostra Condições das amostras 

Wilting, S.M. et al. 
(2013) 

Diminuído Linhagem celular e 
amostras clínicas 

Câncer; Normal, HSIL e 
câncer 

Lee, J.W. et al. 
(2008) 

Diminuído Amostras clínicas Câncer e Normal 

Wang, X. et al. 
(2008) 

Diminuído Linhagem celular; Cultura 
de queratinócitos; 
Amostras clínicas. 

Câncer e normal; 
Queratinócitos primários; 

Normal e câncer 

Muralidhar,B. et al. 
(2007) 

Aumentado Linhagem celular; 
Amostras clínicas 

Câncer e normal; câncer e 
normal 

Cheung, T.H. et al. 
(2012) 

Diminuído Amostras clínicas Câncer, HSIL e Normal 

Pereira, P.M. et al. 
(2010) 

Diminuído Amostras clínicas Câncer, LSIL, HSIL e Normal 

Zhao, S. et al. 
(2013) 

Diminuído Amostras clínicas Câncer e Normal 

Zhu, X. et al. 
(2013) 

Diminuído Linhagem celular; 
Amostras clínicas 

Câncer e normal; Câncer e 
Normal 

Gocze, K. et al. 
(2013) 

Aumentado Amostras clínicas Câncer e Normal 

Ma, D. et al (2012) Diminuído Amostras clínicas Câncer e lesões 
ginecológicas benignas 

Melar-New e 
Laminins (2010) 

Diminuído Cultura de queratinócitos Normal e infectado com HPV 
31 

Martinez, I. et al. 
(2008) 

Diminuído Linhagem celular; 
amostras clínicas. 

Câncer, HPV 16 e 18 
positivas; amostras clínicas 
de neoplasia cervical pré- 

invasiva 
 
 

A divergência de resultados entre o nosso estudo e outros trabalhos quanto ao 

perfil de expressão do miR-203 pode ser, entre outros fatores, devido  a 

normalização  dos  dados  que  é  feito  através  dos  genes  de  referência. Leitão, 
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Md.C.G. et al. (2014) mostrou que o perfil de expressão pode mudar de acordo com 

quais e quantos genes de referência são utilizados, e que pelo menos dois, 

apontados como mais estáveis, devem ser obtidos para uma normalização 

adequada. Os trabalhos anteriores utilizaram apenas um gene de referência para a 

normalização do dados. 

Além da normalização, fatores como variabilidade entre populações, diferentes 

plataformas e métodos de processamento das amostras, bem como análise dos 

dados, podem estar relacionados com os diferentes achados a respeito da 

expressão do miR-203 (Rao Q. et al., 2012; Pereira, P.M. et al.,2010). 

Apesar da diminuição da expressão do miR-203, foi visto um aumento  dos 

níveis de expressão relativa em NIC 2 em relação a NIC I, porém não houve 

diferença significativa. Este mesmo perfil foi observado por Leitão, Md.C.G. et al. 

(2014) que também avaliou o miR-203 em amostras clínicas nas diversas condições 

(Normal, NIC 1, NIC 2, NIC 3 e câncer). Os trabalhos publicados até o momento, que 

utilizaram amostras clínicas, não avaliaram as lesões NIC II ou quando avaliaram  

não o fizeram separadamente, sempre unindo NIC II e NIC III como lesão de alto 

grau, impossibilitando a avaliação da expressão do miR-203 em cada etapa da 

carcinogênese. 

Pela dificuldade existente de diferenciar com precisão lesões NIC II de NIC III, 

através dos métodos de rastreio e diagnóstico atuais, a análise destas lesões 

separadamente torna-se complexa e por isto é importante avaliar a expressão de 

genes que sejam eficazes nesse aspecto. O aumento de expressão em amostras 

NIC II e a diminuição de expressão gradativa nas amostras de NIC III e câncer 

sugere a possibilidade de usar o miR-203 para separação de cada tipo de lesão e 

fornecer informações sobre a severidade e progressão da doença. Outros trabalhos 
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também encontraram o perfil do miR-203 diminuído em lesões de alto grau (Cheung, 

 
T.H. et al., 2012; Pereira, P.M. et al., 2010) assim como no câncer, fornecendo 

suporte a essa teoria. 

A respeito dos níveis de expressão diminuídos do miR-203 no câncer, várias 

hipóteses são levantadas como justificativa. Wilting, S.M. et al. (2013) mostrou em 

amostras clínicas e em linhagens celulares (SiHa e Hela) que, tanto em lesões NIC  

III como no câncer, houve um aumento nos níveis de metilação e associaram 

indiretamente com a diminuição de expressão do miR-203. Botezatu, A. et al. (2011) 

também encontrou padrões de metilação no miR-203, porém não avaliou a 

expressão desse microRNA. O miR-203 está localizado em ilhas CpG que  

favorecem a hipermetilação do DNA e silenciamento gênico, tornando comum a 

alteração do miR-203 no câncer cervical (Sato, F. et al., 2011; Zheng, Z.M. et al., 

2011; Saavedra, K.P. et al., 2012), e em grande parte essa alteração é devido a 

presença do HPV (Wang, X. et al., 2008; Li, J. et al.,2010; Botezatu, A. et al., 2011; 

Yao, T. et al., 2013). 

Em trabalhos anteriores foi demonstrado que oncogenes do HPV 16 são 

capazes de regular enzimas de mecanismos epigenéticos importantes (Jimenez- 

Wences, H. et al., (2014), como por exemplo DNA metiltransferases que modificam a 

expressão do gene da proteína p53 e microRNAs (Au Yeung, C.L. et al., 2010; 

Wilting, S.M. et al., 2010; Leonard, S.M. et al., 2012; Chaiwongkot, A. et al., 2013). 

Essas variações causam a transformação celular e levam a formação do câncer. 

Em concordância, Greco, D. et al. (2012) encontrou que em células HaCat 

expressando a oncoproteína E5 do HPV 16 os níveis de miR-203 são mais baixos 

quando comparado a células que não estavam expressando essa oncoproteína 

(Tabela 11). Já Melar-New and Laimins (2010) apresentaram em seu trabalho que a 
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ação da oncoproteína E7 impede a ativação da transcrição do miR-203 através da 

via do MAPK/PKC, inibindo fatores de transcrição, além de sugerirem que esse 

microRNA está relacionado com a amplificação do genoma do HPV e, por isso, 

estaria com sua expressão diminuída no câncer. 

Ainda apoiando o envolvimento de oncogenes do HPV na alteração da 

expressão do miR-203, McKenna, J.D. et al. (2010) revelou que em cultura de 

queratinócitos a diminuição do miR-203 no câncer foi devido a degradação de p53, 

realizada pela oncoproteína E6 do HPV 16, causando danos no DNA e desequilíbrio 

da proliferação e diferenciação. Estudos prévios mostraram que p53 regulou a 

expressão do miR-203 em mama e colón (Brosh, R et al., 2008; Suzuki, H. I. et al., 

2009) tornando plausível que o mesmo possa ocorrer no tecido cervical. 

Na maioria das hipóteses sugeridas, o HPV é o principal fator modificador da 

expressão do miR-203. Para que a célula infectada permaneça em proliferação e  

não entre em estado de diferenciação e apoptose, é necessária a inibição do miR- 

203, já que este miR impede a amplificação e a manutenção a longo prazo do 

genoma do HPV. Com inibição do miR-203 ocorre um aumento dos níveis dos seus 

alvos, incluindo o ∆Np63, que é responsável pela proliferação dos queratinócitos 

(Melar-New and Laimins, 2010), e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), 

envolvido na angiogênese e crescimento tumoral (Zhu, X et al., 2013). Com isso a 

inibição do miR-203 fornece um ambiente ideal para progressão dadoença. 
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Tabela 11. Hipóteses sobre a diminuição do perfil de expressão do mir-203 no câncer cervical. 
 

Possíveis causas da diminuição dos níveis de miR-203 de 
acordo com a progressão das lesões 

Referências 

Regulação por E7 Melar-New and Laimins. (2010) 

Regulação por E5 Greco, D. et al. (2011) 

Mudanças epigenéticas devido à carcinogênese e infecção por 
HPV de alto risco 

Botezatu, A. et al. (2011); 
Yao, T. et al. (2013); Jiménez- 

Wences, H. et al. (2014) 
Regulação por E6  

McKenna, J.D. et a. (2010) 

 
Apesar das várias hipóteses e sugestões, os mecanismos, vias e moléculas 

envolvidas na alteração do miR-203 ainda são questões que necessitam de maiores 

estudos, principalmente in vivo. 

 
6.2. Expressão do oncogene E5 

 
 
 

Todas as oncoproteínas do HPV apresentam papeis importantes na formação 

do câncer cervical, entretanto a oncoproteína E5 requer, ainda, uma maior atenção 

devido ao pouco que sabemos sobre seus mecanismos e vias de atuação. Estudos 

trouxeram evidencias que E5 atua na proliferação, migração e invasão de células in 

vitro, além de acelerar o crescimento tumoral in vivo (Liao, S. et al., 2013), porém 

poucos estudos avaliaram sua expressão em lesões pré-neoplasicas (LSIL e HSIL) e 

nenhum, até o nosso conhecimento, estudou o perfil de E5 em cada etapa da 

carcinogênese, separadamente (NIC I, NIC II, NIC III e câncer). 

 
Além disso, devido a maior prevalência mundial do HPV 16, os estudos avaliam 

esse HPV com maior frequência, porém raramente incluem em estudos outros HPVs 

de alto risco que em nossa população, principalmente, são também encontrados.   

Em  muitos  países  o  HPV  16  é  seguido  em  prevalência  pelo  HPV  18, masem 
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Pernambuco a ordem de prevalência encontrada em nosso trabalho e por Gurgel, 

 
A.P. et al. (2015) foi HPV 16 seguido pelo HPV 31, HPV 58, HPV 33 e HPV 18. 

 
Por causa do baixo número de amostras em que foi possível obter a expressão 

de E5 dos HPV 18, HPV 33 e HPV 58, pouco podemos inferir sobre esses HPVs e 

mais estudos são necessários para maiores esclarecimentos. Apesar disso, foi 

possível observar que os HPVs de alto risco oncogênico, 18 e 33, só foram 

encontrados sem a presença dos outros HPVs (16, 31 ou 58) em 1 amostra, cada. 

Na Suíça um estudo avaliou mulheres Africanas e revelaram que a presença  

de co-infecção dos HPVs 16 e 18 tinham uma probabilidade 4 vezes maior de 

desenvolver lesões de alto grau NIC 2 (Catarino R. et al., 2016). Outros estudos 

também já verificaram que a presença de co-infecção aumenta o risco de 

desenvolvimento do câncer cervical (Trottier, H. et al., 2006) assim como a 

associação de HPVs de alto risco aumenta a chance de infecção persistente 

(Nielson, C.M. et al., 2009). 

E5 do HPV 33 mostrou uma amostra NIC III com expressão maior que a 

amostra NIC I e o HPV 18 apresentou a expressão de E5 mais baixa na amostra de 

câncer que na amostra de NIC II. O HPV 58, presente em 17 amostras, apesar de 

apresentar um número considerável de amostras positivas só apresentou 6  

amostras expressando E5, das quais 5 foram amostras NIC III com maior nível de 

expressão que a única amostra do grupo NIC I, mas nenhuma avaliação estatística 

pôde ser realizada e não há relatos anteriores naliteratura. 

E5 do HPV 31 pôde ser avaliado em 11 amostras que eram positivas para este 

HPV e mostrou um perfil de expressão que possuiu similaridades com os HPV 18,  

33 e 58. Amostras do grupo NIC II mostraram a mediana dos níveis de expressão de 

E5 elevados comparada a amostra positiva para NIC I, com diminuição da  mediana 
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de expressão de amostras NIC II para NIC III e aumento de expressão no câncer 

comparado a amostras NIC III. Talvez com um aumento no número que biopsias, os 

HPVs 18, 33, 58 e 31 os perfis de expressão do oncogene E5 possam ser melhor 

delimitados para melhor avaliação. 

Como já citado, o HPV 16 é o mais prevalente em vários lugares no mundo 

(Kiani, S. J., et al., 2015; Rogovskaya, S. I. et al., 2013; Lu-lu, S. et al., 2012) e, com 

isso, é o HPV de alto risco oncogênico mais estudado. Já foi estabelecido na 

literatura que para a formação do câncer cervical ocorre a integração do genoma do 

HPV no genoma hospedeiro, formando a infecção persistente e acarretado em perda 

ou diminuição da expressão de alguns oncogenes virais como E2 e E5 (Muto, V. et 

al., 2011). Entretanto, mesmo com a integração viral, alguns níveis de E5 ainda 

podem ser obtidos de forma epissomal ou devido a genomas de HPV 16 que foram 

capazes de se integrar completamente no genoma hospedeiro, sem perdas (Chang, 

J.L. et al., 2001; Van Tine, B.A. et al., 2004; Hafner, N. et al., 2008), e estes 

resultados suportam nossos dados onde E5 do HPV 16, não só apresentou 

expressão em amostras de câncer, como também possuiu níveis maiores do que 

amostras NIC I. 

E5 do HPV 16 mostrou um aumento de expressão de NIC I para NIC II, mas 

sem diferença estatisticamente significante, seguido por um aumento de NIC II para 

NIC III e perfis semelhantes de NIC III para o câncer, sem diferença estatística 

encontrada. Quando comparados NIC III e câncer com amostras NIC I diferenças 

significativas foram visualizadas (p <0,01 e p<0,05, respectivamente). Os diferentes 

níveis de expressão de E5 do HPV 16 entre as lesões NIC II e NIC III, consideradas 

lesões de alto grau – HSIL – e normalmente avaliadas juntas, e a maior similaridade 

nos níveis de expressão de E5 das amostras de NIC II com amostras NIC I, do que 
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com NIC III, sugerem que lesões NIC II e NIC III possuem padrões moleculares 

diferentes. 

Dois estudos avaliaram a expressão de E5 do HPV 16 em lesões LSIL e HSIL 

utilizando amostras citológicas, e encontraram um perfil de expressão com grande 

variabilidade (alguns acima e outros abaixo do controle positivo) em amostras LSIL e 

um perfil diminuído em relação ao controle positivo em amostras HSIL (French, D. et 

al., 2013; Lorenzo, L. et al., 2011), esses resultados foram atribuídos a variação na 

distribuição de genomas virais integrados e epissomais. Em nossos resultados o 

perfil de expressão de E5 no câncer apresentou uma maior variabilidade nas 

amostras, o que pode ser devido a essa distribuição na integração do genoma do 

HPV 16. 

 
 
 

6.3. Correlação do perfil de expressão do oncogene E5 e do miR-203 
 
 
 

Baseado no estudo de Greco, D. et al. (2011) que relatou a regulação negativa 

do miR-203 em células HaCat transfectadas com E5 do HPV 16, o presente trabalho 

objetivou a avaliação dessa possível interação em amostras clínicas. Tanto o HPV  

31 quanto o HPV 16 obtiveram amostras suficientes expressando o oncogene E5 

para a avaliação da correlação entre os perfis de expressão. 

 
Foi possível verificar que no câncer o miR-203 apresenta níveis diminuídos de 

expressão e que nestas mesmas amostras o oncogene E5 do HPV 31 está sendo 

expresso. Porém, o esperado era que existisse uma relação negativa entre esses 

alvos onde quando E5 estivesse aumentado o miR-203 estivesse diminuído e vice- 

versa. Entretanto o que foi observado foi um coeficiente de correlação positivo tanto 
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em NIC II (r = 0,5) como em NIC III (r = 0,5) e câncer, e nesta última lesão 

apresentou um forte coeficiente positivo (r = 0,8) mesmo sem nenhuma significância 

estatística. A correlação não pôde ser avaliada em lesões NIC I dado o número de 

amostras positivas para E5 do HPV 31. 

 
Assim como para E5 do HPV 31, E5 do HPV 16 também foi avaliado quanto a 

possível correlação com os níveis do miR-203 e novamente, assim como no padrão 

de expressão de E5, este HPV se comportou de forma diferente dos demais, o que 

pode justificar a sua alta prevalência e risco de oncogenicidade.  Nenhuma  

correlação foi encontrada, porém em amostras NIC I observa-se um coeficiente 

negativo (r = -0,4285714) indicando que enquanto o miR-203 está aumentado o 

RNAm de E5 do HPV 16 está diminuído. Já em NIC II existe um coeficiente 

fortemente positivo (r = 0,700) mostrando que ambos aumentam suas expressões 

em conjunto. Já em NIC III e câncer os coeficientes tendem a zero (r = -0,0958101 e 

r = 0,08571429, respectivamente), mas ainda em NIC III os níveis de E5 estão 

aumentando e o miR-203 diminuindo e, no câncer, mesmo com coeficiente 

fracamente positivo sua tendência seria para uma correlação negativa dado ao pefil 

de expressão apresentado por ambos. 

 
Em nenhuma das análises foi encontrado significância estatística. Esse fato 

pode ser explicado pela quantidade vasta de moléculas que interagem no 

microambiente celular e que podem ser alteradas por E5. Existem possíveis vias 

pelas quais E5 pode atuar e indiretamente alterar a expressão do miR-203, como a 

ativação de metilação e inibição da expressão do miR-203 (Botezatu, A. et al., 2011; 

Jiménez-Wences, H. et al.,2014), alteração da biogênese deste microRNA a nível 

pos-transcricional através do sistema DROSHA/DICER (Davis-Dusenbery B.N. and 
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Hata A. 2010) ou também ativação da via AKT/PI3K que é um alvo direto do miR- 

203 (yu, H. et al., 2012; Qian, K. et al., 2013), além de possíveis outros mecanismos 

ainda não bem elucidados. 

 
 
 
 

7. Conclusões 
 

Nossos resultados mostram congruência com outros casos reportados na 

literatura, que apresentam o perfil de expressão do miR-203 reduzido no câncer em 

comparação com o controle normal. 

Assim como o miR-203, a expressão do oncogene E5 também mostrou 

expressões diferenciadas entre os HPVs 18, 33, 31 e 58, e o HPV 16, mostrando 

uma maior prevalência de expressão neste último HPV, e níveis de expressão 

aumentando gradativamente, que foi ao contrário do esperado pela literatura, das 

amostras NIC I para NIC II, NIC III e câncer. Também foi possível visualizar que E5 

do HPV 16 tem expressão diferenciada em lesões de alto grau, NIC III, e que assim 

como o miR-203, com maiores avaliações e um maior número amostras, podem ser 

fortes candidatos na identificação de lesões cervicais. 

Mesmo não sendo encontrado correlação entre os perfis de expressão do miR- 
 
203 e do oncogene E5, não é ideal descartar a ação dessa oncoproteína na 

expressão do miR-203, mesmo que de forma indireta. 
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9. Apêndice 
 
 

REPÚBLICA FEDERATIVA DO BRASIL 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO 

CENTRO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

DEPARTAMENTO DE GENÉTICA 

 
 

TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 
Convido a Sr. a para participar, como voluntária, da pesquisa “Caracterização do perfil de 
expressão molecular associado à infecção pelo papilomavirus humano: identificação de 
novos marcadores moleculares e alvos terapêuticos”. 

 
Após ser esclarecido (a) sobre as informações a seguir, no caso de aceitar fazer parte do 

estudo, assine ao final deste documento, que está em duas vias. Uma delas é sua e a outra 

é do pesquisador responsável. Em caso de recusa você não será penalizado (a) de forma 

alguma. Em caso de dúvida você pode procurar o Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo 

Seres Humanos da UFPE no endereço: (Avenida da Engenharia s/n – 1º Andar, Sla 4 - 

Cidade Universitária, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: 2126.8588 – e-mail: 

cepccs@ufpe.br). 
 
INFORMAÇÕES SOBRE A PESQUISA: 

 
Título do Projeto: CARACTERIZAÇÃO DO PERFIL DE EXPRESSÃO MOLECULAR 
ASSOCIADO À INFECÇÃO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO: IDENTIFICAÇÃO DE 
NOVOS MARCADORES MOLECULARES E ALVOS TERAPÊUTICOS. 

 
Pesquisador Responsável:  Pro. Dr. Antonio Carlos de Freitas 



63 
 

 
 
Endereço/Telefone/e-mail  para contato (inclusive ligações a cobrar): 

 
Av.Prof. Moraes Rego, s/n – Laboratório de Estudos Moleculares e Terapia Experimental 
(LEMTE), Departamento de Genética, Universidade Federal de Pernambuco , CEP 50670- 
901, Fone: 2126-8520, e-mail: acf_ufpe@yahoo.com.br 

Pesquisadores participantes: 
 

 Eliane Campos Coimbra 

 Maria da Conceição Gomes Leitão 

Telefones para contato: 2126-8520 

OBJETIVOS: Avaliar o perfil de moléculas envolvidas no processo da carcinogênese  
cervical para a identificação de novos biomarcadores para diagnóstico, prognóstico e 
tratamento do câncer. 

 
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Se concordar em participar da pesquisa,  você  
responderá a um questionário (perguntas para marcar um “x”) sobre alguns hábitos de vida, 
que podem facilitar a infecção pelo HPV e o aparecimento de lesões no colo do útero. Nesse 
questionário não haverá o seu nome, e todas as informações que você der serão mantidas 
em sigilo (segredo), ou seja, só terão acesso a essas informações os pesquisadores 
envolvidos na pesquisa. Além disso, você permitirá a utilização, de uma amostra da biopsia  
e do sangue, que já serão coletados de você como parte da rotina de exames para a 
prevenção do câncer cervical. Nós utilizaremos uma parte das amostras de sangue  e  
biopsia para desenvolver o nosso estudo que tem como objetivo, encontrar uma melhor 
forma de prevenção e tratamento do câncer cervical. 

 
RISCOS E DESCONFORTOS: A paciente pode se sentir constrangida em responder ao 
questionário referente aos fatores de risco para desenvolvimento do câncer cervical. Os 
pesquisadores envolvidos na aplicação do questionário explicarão primeiramente do que se 
trata o projeto e a importância da colaboração da paciente para o estudo, deixando-a a 
vontade para decidir se deseja ou não fazer parte do estudo, de forma a minimizar esse 
desconforto. O risco na coleta de sangue ou biopsia é proveniente do próprio procedimento 
de rotina para prevenção do câncer cervical, não estando relacionado ao presente projeto   
de pesquisa. Na coleta de sangue a paciente poderá sentir um desconforto, como ardor 
durante a picada com a agulha e também pode aparecer um hematoma no local onde foi 
realizada a coleta (mancha azulada que desaparece em poucos dias. geralmente não há 
complicações.), mas caso ocorra algum desses sintomas o profissional responsável irá tratar 
de forma adequada. Em relação à coleta da biopsia a paciente pode sentir um desconforto 
no local em que será retirada a biopsia, mas caso ocorra o médico irá realizar o tratamento 
adequado. 

 
BENEFÍCIOS: Será possível retribuir a colaboração voluntária das pacientes, com a 
detecção e identificação dos tipos de HPVs de alto risco mais prevalentes na nossa região, 
presente nas amostras coletadas, auxiliando no diagnóstico preventivo do câncer cervical. 

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Não haverá nenhum gasto com sua 
participação. As consultas, exames, tratamentos serão totalmente gratuitos, não recebendo 
nenhuma cobrança com o que será realizado. Você também não receberá nenhum 
pagamento com a sua participação. Você pode retirar o consentimento a qualquer tempo, 
sem qualquer prejuízo da continuidade do acompanhamento/ tratamento usual. 

 
CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Todos os dados referentes a presente pesquisa 
serão armazenados no servidor da plataforma de genômica e expressão gênica do Centro 

mailto:acf_ufpe@yahoo.com.br
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de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco, sob responsabilidade do 
Prof. Antonio Carlos de Freitas, com acesso restrito aos pesquisadores, durante o período 
de vigência do projeto. 

 
 

Assinatura do Pesquisador Responsável: 
 
 
 
 

 
 
CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEITO 

 
 

Eu,  ,  RG/CPF/  ,  abaixo assinado, 
  concordo  em  participar  do  estudo,  como sujeito. Fui 
devidamente         informado(a)         e        esclarecido(a)        pelo(a) pesquisador(a) 
  sobre a pesquisa, os procedimentos   nela envolvidos, 
assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi-me 
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a 
qualquer penalidade ou interrupção de meu acompanhamento/ assistência/tratamento. 

 
 

Local e data    

Nome e Assinatura do sujeito ou responsável: 
 
 
 
 

Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do 
sujeito em participar. 

 
 

02 testemunhas (não ligadas à equipe de pesquisadores): 
 
 

Nome:    
 
 
 
Assinatura:    

 
 

Nome:    
 
 

Assinatura:    
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10. Anexo I 
 
 

Expression profile of MicroRNA-203 and its ∆Np63 target in cervical 

carcinogenesis 

Eliane Campos Coimbrab, Maria da Conceicao Gomes Leitaob, Marconi Rego Barros Juniorb, Talita 
Helena Araujo de Oliveirab, Jacinto da Costa Silva Netoc, Antonio Carlos de Freitasb 

 
 
 

a. Biological Sciences Institute (ICB), University of Pernambuco, Brazil. 7 
 

b. Laboratory of Molecular Studies and Experimental Therapy (LEMTE), Department of Genetics, 
Center for Biological Sciences, Federal University of Pernambuco, Brazil. 

 
c. Molecular and Cytological Research Laboratory, Department of Histology, Federal University of 

Pernambuco, 
 
 
 
 
Abstract 

 
Host molecules disturbed by HPV oncoproteins have been shown to be potential 
biomarkers of cervical carcinogenesis and represent an alternative or supplementary 
aid to cytological testing and HPV detection. The miR-203 and one of its targets, the 
∆Np63, are known to be host molecules that interact with each other to control the 
proliferation and differentiation of keratinocytes, and both, have been found to be 
dysregulated in many cancers. With regard to the role of p63 and miR-203 in cervical 
carcinoma, this is not well understood yet, and we have thus decided to evaluate the 
changes of expression of both in cervical carcinogenesis. Additionally, the expression 
levels of both were correlated to test whether ∆Np63 mRNA was affected by miR- 
203. This was carried out by obtaining qPCR data from 95 cervical biopsies.  We 
found that miR-203 and ∆Np63 displayed a similar expression pattern across cervical 
tissues and both targets showed statistically significant differences between LSIL x 
HSIL; HSIL x Cancer. In conclusion, we have found that the level changes in ∆Np63 
mRNA and miR- 203 in cervical samples have the potential to differentiate the stages 
of the cervical carcinogenesis. Additionally, we did not observe an inverse correlation 
between ∆Np63 mRNA and miR-203 levels as expected, but instead a positive 
correlation in cervical tissues which suggests the possible existence of some indirect 
pathways. However, we suggest further studies to clarify the role of ∆Np63 and miR- 
203 in carcinogenesis in order to determine their application in novel strategies for 
diagnosis and molecularly targeted therapies. 

 
 

Key words: ∆Np63, miR-203, cervical carcinogenesis, qPCR. 
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11. Anexo II 
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Universidade Federal de Pernambuco Centro de Ciências da Saúde / UFPE-CCS 
 

 
PROJETO DE PESQUISA 

 

 
Título:Caracterização do perfil molecular associado à infecção pelo 

Papilomavirus Humano: identificação de novos marcadores 
moleculares e alvos terapêuticos. 

 

Área Temática: 
 
 

Pesquisador: Antonio Carlos de Freitas Versão: 2 
 
 

Instituição: Universidade Federal de Pernambuco - UFPE CAAE: 
 

3606212.7.0000.5208 
 
 
 
 
 

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP 
 

 
Número do Parecer: 67719 

 
 

 
Data da Relatoria: 23/07/2012 
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Apresentação do Projeto: 
 
 
 

O documento intitulado “Caracterização do perfil molecular associado à infecção pelo Papilomavirus 

Humano:identificação de novos marcadores moleculares e alvos terapêuticos” trata-se de projeto de pesquisa 

coordenado pelo Dr. Antonio Carlos de Freitas, Professor do Departamento de Genética da UFPE. A infecção 

pelos papilomavirus humanos (HPVs) é uma das principais DSTs que acomete a população mundial e está 

diretamente relacionada com o desenvolvimento do câncer de colo de útero. No Brasil, o câncer  cervical  

produz uma média de 2,5 óbitos/100.000 indivíduos. O teste Papanicolaou convencional constitui-se na 

principal estratégia utilizada em programas de rastreamento para o controle do câncer  do colo  do  útero. 

Porém, este tipo de diagnóstico ainda apresenta inconsistências na interpretação das atipias celulares 

correlacionadas a cada tipo de lesão. Estudos recentes têm tentado esclarecer os vários e complexos 

mecanismos envolvidos no câncer cervical, através da expressão de genes e microRNAs humanos em tecidos 

normais e tumorais do colo uterino. As discordâncias nos resultados apresentados até o momento podem estar 

relacionadas às diferentes plataformas e métodos utilizados pelos laboratórios, e à variabilidade apresentadas 

entre as amostras do grupo controle usadas como referência, o que pode ser devido à variabilidade étnica dos 

indivíduos estudados. No Brasil, em especial na região nordeste ainda não foi realizado nenhum estudo 

referente à caracterização da expressão de genes, nem de microRNAs, como também da correlação de ambos 

na carcinogênese cervical. Neste sentido, este projeto tem como objetivo avaliar o perfil de expressão  

molecular no processo da carcinogênese cervical, para a identificação de novos biomarcadores para o 

diagnóstico, prognóstico e tratamento do câncer. 

 
 
 

Objetivo da Pesquisa: 
 
 

 
Objetivo Primário 

 
 

 
Avaliar o perfil de expressão molecular no processo da carcinogênese cervical para a identificação de novos 

biomarcadores para diagnóstico, prognóstico e tratamento do câncer. 

 
 
 

Objetivos secundários 
 
 

 
Identificar moléculas diferencialmente expressas em amostras normais, NICI, NICII, NICIII e carcinoma cervical; 

Validar as moléculas identificadas; 

 
 
 

Indicar potenciais biomarcadores para o diagnóstico, prognóstico e alvos terapêuticos; 
 
 

 
Apontar novas metodologias diagnósticas, prognósticas e terapêuticas utilizando os biomarcadores. 
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Avaliação dos Riscos e Benefícios: 
 
 
 

Os riscos e benefícios estão bem definidos 
 
 

 
Riscos:A paciente pode se sentir constrangida em responder ao questionário referente aos fatores de risco para 

desenvolvimento do câncer cervical. Os pesquisadores envolvidos na aplicação do questionário explicarão 

primeiramente do que se trata o projeto e a importância da colaboração da paciente para o estudo, deixando-a 

a vontade para decidir se deseja ou não fazer parte do estudo, de forma a minimizar esse desconforto. O risco 

na coleta de sangue ou biopsia é proveniente do próprio procedimento de rotina para prevenção do câncer 

cervical, não estando relacionado ao presente projeto de pesquisa. Na coleta de sangue a paciente  poderá 

sentir um desconforto, como ardor durante a picada com a agulha e também pode aparecer um hematoma no 

local onde foi realizada a coleta (mancha azulada que desaparece em poucos dias. geralmente não há 

complicações.), mas casocorra algum desses sintomas o profissional responsável irá tratar de forma adequada. 

Em relação à coleta da biopsia a paciente pode sentir um desconforto no local em que será retirada a biopsia, 

mas caso ocorra o médico irá realizar o tratamento adequado. 

 
 
 

Benefícios:Será possível retribuir a colaboração das pacientes, com a detecção e identificação dos tipos de  

HPVs de alto risco mais prevalentes na nossa região, presente nas amostras coletadas, auxiliando no  

diagnóstico preventivo do câncercervical. 

 
 
 

Comentários e Considerações sobre a Pesquisa: 
 
 

 
O Presente projeto é um estudo de coorte transversal e prospectivo, no qual serão obtido amostras clínicas de 

600 pacientes: Serão utilizadas amostras de biópsias, conização cervical e sangue de pacientes apresentando os 

vários graus da neoplasia cervical (NIC I, II, III) e o carcinoma. Serão incluídas no estudo amostras controles do 

tecido cervical normal. Todas as amostras clínicas serão coletadas em RNAlater (Ambion, Austin, EUA; 

Cat:AM7021) e armazenadas em freezer a -80 Cº. Detecção e genotipagem do HPV: o DNA das amostras será 

extraído utilizando-se o GenomicPrep Blood DNA isolation kit (Amersham Bioscience) de acordo com as 

instruções do fabricante. A detecção do DNA dos tipos de HPV e genotipagem serão efetuadas por PCR. A 

Análise da expressão dos genes nas amostras clínicas será realizada através das seguintes etapas: Extração de 

RNA total, e Microarray para obtenção do cDNA e realização da RT-PCR e produção do cRNA que será  

purificado e quantificado em NanoDrop Spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Validação da expressão 

dos genes por PCR quantitativa em tempo real (qRT-PCR). Os critérios de inclusão e exclusão e estão 

adequadamente descritos. O cronograma é compatível com os objetivos da pesquisa. 

 
 
 

Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória: 
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Foram anexadas as cartas de anuência do chefe do Ambulatório da Mulher do Instituto de Medicina Integral 

Fernando Figueira (IMIP) e do chefe do serviço de Ginecologia do HC e do diretor de Pesquisa,  Ensino e 

Extensão do Hospital das Clínicas. O orçamento é fomentado por projeto aprovado pela Capes, de acordo com 

documento anexo. Foram anexados os TCLE para adultos e menores. 

 
 
 

Recomendações: 
 
 

 
não há recomendações 

 
 

 
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 

 
 

 
O trabalho é relevante, traz importante contribuição científica. Cumpriu com as pendências podendo ser 

aprovado. 

 
 
 
 
 

Situação do Parecer: 
 
 
 

Aprovado 
 
 
 

Necessita Apreciação da CONEP: 
 
 

 
Não 

 
 

 
Considerações Finais a critério do CEP: 

 
 

 
O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questão para inicio da coleta de dados. 

 
 

 
Projeto foi avaliado e sua APROVAÇÃO definitiva será dada, por meio de oficio impresso, após a entrega do 

relatório final ao Comitê de Ética em Pesquisa/UFPE. 
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