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RESUMO



As infeccdes causadas por papilomavirus humanos (HPV) destacam-se por sua
elevada frequéncia, implicagdes clinicas e interpessoais, além de serem identificadas como
fatores relacionados a oncogenese. A infecdo pelo HPV é considerada uma doenca
sexualmente transmissivel relatada entre 10% a 20% da populagdo adulta mundial. O HPV
DNA esta prevalente em 2% a 68% dos adultos. O HPV é considerado o agente etiol 6gico
essencial no desenvolvimento de neoplasias de colo uterino, que é a segunda causa mais
importante de mortes em mulheres. A infeccdo pelo HPV tem sido correlacionada também
com o cancer de anus, em 85% dos casos (Palesfsky, 1998), 35% a 50% dos casos de
canceres de vulva, vagina e pénis e em 10% dos casos de neoplasias de laringe, trato
respiratério e digestivo (zur Hausen, 2009). O cancer gastrico € umadas principais causas de
obitos em todo mundo. Sua heterogeneidade o transforma em modelo para estudos em
carcinogénese. A identificacdo de papilomavirus humano em neoplasias gastricas e
esof agicas sugere a possi bilidade de seu envolvimento na oncogénese destas neoplasias.

Normalmente, amostras oriundas de bidpsias diagndsticas e exéreses cirlrgicas sdo
inclusas em parafina para posterior estudo histopatoldgico. Estas amostras podem servir de
fonte paraidentificacdo gendmica, através de técnicas adequadas.

A presente Tese buscou o desenvolvimento de uma nova técnica de identificaco de
genes a partir de materiais biol6gicos conservados em parafina. Foram utilizadas amostras
provenientes de pacientes portadores de adenocarcinoma géstrico e carcinoma epipermdide
perianal. Os fragmentos do gene da proteina viral L1 foram amplificados através de PCR
com o primer GP5+/6+ e o primer MY 09/11, identificados com o uso dos equipamentos
Bioanalyzer e Papillocheck. A técnica desenvolvida demonstrou-se eficiente naidentificacéo

do gene da proteinaviral L1, em amostras fixadas em parafina.

Palavras chave: HPV, HPV-DNA, papilomavirus, cancer gastrico, cancer perianal,
carcinoma epidermdide, Papillocheck teste, Bioanalyzer, primer GP5+/6+, primer MY 09/11



ABSTRACT



Infections caused by human papillomavirus (HPV) are noted for their high frequency,
interpersonal and clinical implications, and they are identified as factors related to
oncogenesis. Infection by HPV is considered a sexualy transmitted disease reported
between 10% to 20% of adults worldwide. HPV DNA is prevalent in 2% to 68% of adults.
HPV is considered the key etiologic agent in the development of cancers of the cervix,
which is the second leading cause of deaths in women. HPV infection has aso been
correlated with cancer of the anus in 85% of cases (Palesfsky, 1998), 35% to 50% of cases
of cancers of the vulva, vagina and penis and in 10% of cases of cancers of the larynx ,
respiratory and digestive tract (zur Hausen, 2009). Gastric cancer is amajor cause of deaths
worldwide. Their heterogeneity makes him a model for studies in carcinogenesis. The
identification of human papillomavirus in esophageal and gastric cancer suggests the
possibility of their involvement in oncogenesis of these neoplasms.

Typically, samples from diagnostic biopsies and surgical excisions are included in
paraffin for subsequent histopathological study. These samples can serve as a source for
genomic identification through appropriate techniques.

This thesis sought to develop a new technique for identifying genes from biological
samples preserved in paraffin. Samples were obtained from patients with gastric
adenocarcinoma and perianal squamous cell carcinoma. The fragments of the viral protein
L1 gene were amplified by PCR using primer GP5 + / 6 + primer MY 09/11 and identified
with the use of equipments Papillocheck and Bioanayzer. The technique was efficient in the

identification of the viral protein L1 genein samplesfixed in paraffin.

Keywords: HPV, HPV-DNA, papillomavirus, gastric cancer, perianal cancer, squamous cell
carcinoma, Papillocheck test, Bioanayzer, primer GP5 +/ 6 +, primer MY 09/1.
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1INTRODUCAO

As infecgBes causadas por papilomavirus humanos (HPV) destacam-se por sua
elevada frequéncia, implicacles clinicas e interpessoais, além de serem identificadas como
fatores ambientais comprovadamente rel acionados a oncogenese.

A infecdo pelo HPV é considerada uma doenca sexualmente transmissivel pela
Organizacdo Mundia de Saide (OMS) e sua prevaéncia é relatada entre 2% e 68% da
populagdo adulta, de acordo com o grupo estudado. Estima-se que a maiorias das pessoas
sexualmente ativas entrara em contato com o papilomavirus em algum momento de sua vida,
estudos indicam que 10 a 20% da populacéo adulta mundial apresenta infeccéo pelo HPV.
Estas infecgdes podem apresentar-se como quiescentes na maioria dos casos, ou como lesdes
dérmicas verrucosas, geralmente pequenas. Em alguns casos podem apresentar-se com lesdes
gigantes (tumor de Bursk-Levenstein), ou evoluir para neoplasias epidermdides (zur Hausen,
2009).

Atuamente consideram-se as infegdes por HPV como agente etioldgico essencial no
desenvolvimento de neoplasias de colo uterino. O cancer cervical é a segunda causa mais
importante de mortes em mulheres, depois do cancer de mama. Cerca de 500.000 novos
casos sdo anua mente diagnosticados em mulheres entre 25 a mais de 40 anos, no mundo. O
HPV DNA foi identificado na grande maioria dos casos de colo uterino (Walboomers et al.,
1999), pacientes com infecgOes prolongadas possuem maior probabilidade de desenvolver
neoplasias (Mufios et al., 2003). Mais de 40 subtipos de HPV foram identificados como
oncogénicos para a espécie humana, sendo classificados de acordo com a probabilidade de
causar neoplasiaem baixo, médio e alto risco (Kjaer et a., 2001).

A infeccéo pelo HPV tem sido correl acionada também com o cancer de anus, estima-
se gue aproximadamente 85% dos casos de cancer de anus estgjam correlacionados com
infeccdo pelo HPV (Palesfsky, 1998), da mesma forma, cerca de 35% a 50% dos casos de
canceres de vulva, vagina e pénis tem sido atribuidos a infecgdo pelo HPV, assim como 20%
dos casos de cancer de orofaringe e 10% dos casos de neoplasias de laringe, trato respiratorio
e digestivo (zur Hausen, 2009).

Os mecanismos genéticos envolvidos na iniciacdo e progressdo do cancer ndo sao
completamente conhecidos. Os processos relativos as ateracfes que podem ocorrer na
cromatina durante a transformagdo celular e na eventua interagdo com agentes ambientais

também apresentam aspectos obscuros. Para elucidacdo destes mecanismos, o uso de
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modelos experimentais favorece abordagens mdltiplas, sendo mais atraentes aqueles que
possibilitem contribuic¢Bes para controle de enfermidades associadas.

O cancer gastrico é uma das principais causas de 6bitos em todo mundo. Sua
heterogeneidade o transforma em modelo interessante para estudos em carcinogénese. Co-
fatores podem influenciar nessa evolugdo de quadro, como por exemplo, 0 consumo de
acool, tabagismo, entre outros. A descri¢do da identificagcdo de papilomavirus humano em
neoplasias géstricas e esoféagicas sugere a possibilidade de seu envolvimento na oncogénese
destas neoplasias, conduto estes achados sdo de incidéncia variavel e inconstante, levando a
necessidade de estudos mais aprofundados. Em nosso meio, a caréncia de informagdes sobre
os tipos de HPV envolvidos mesmo nas neoplasias anogenitais ndo nos permite conclusdes
sobre a oncogenese relacionada aos tipos de HPV.

Normalmente, amostras oriundas de bidpsias diagnosticas e exéreses cirlrgicas
terapéuticas sdo fixadas em formaina e inclusas em parafina para posterior estudo
histopatol 6gico. Estas amostras estocadas nos departamentos de anatomopatologia podem
servir de fonte para identificacdo gendmica do papilomavirus humano em diversas

neoplasias.

2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVOS GERAIS

- Extrair o DNA de materiais parafinizados, de amostras fixadas em formalina, sangue

congelado e sangue fresco.

- Promover a amplificagdo dos fragmentos génicos de interesse

- Identificar em quais amostras ocorre a expressao dos genes estudados

- Correlacionar os achados de identificagdo génica com os achados clinicos

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
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— Extrair o DNA de materiais parafinizados obtidos no Departamento de Patologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, utilizando amostras de
mucosa gastrica e regido perianal, com patologias neoplasicas e benignas. Extrair o
DNA contido em amostras fixadas em formalina, obtidas a partir de exérese cirdrgica
de pacientes portadores de patologia condilomatosa. Extrair DNA a partir de sangue
congelado de pacientes portadores de adenocarcinoma géstrico e sangue fresco de um
voluntario sadio.

— Promover aamplificacéo dos fragmentos génicos através de técnicas de PCR do gene

daproteinaviral L1, nas amostras selecionadas, apos extracéo de DNA.

— ldentificar em quais amostras ocorre a expressdo dos genes L1 da proteina viral,

permitindo aidentificacéo da presencado HPV DNA.

Correlacionar os achados de identificacdo génica do gene da proteina L1, com
identificagdo da presenca do HPV DNA com os achados clinicos e relacioné-los a

possivel participacdo do papilomavirus nestas alteracfes patol 6gicas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ha aproximadamente 35 anos foi postulada a participagdo do papilomavirus humano
(HPV) no cancer cervical. Atualmente, o papel desta familia heterogénea de virus na
carcinogénese esta bem estabelecida, ndo apenas no carcinoma cervical, como também em
uma substancial quantidade dos outros canceres anogenitais e digestivos. Além disto, tipos
especificos de HPV tém sido relacionados com determinadas neoplasias cutdneas. Em
mulheres, a nivel mundial, as infeccbes por HPV estdo presentes em mais de 50% das
neoplasias ligadas as infeccbes, em homens, isto ocorre em apenas 5% dos casos (zur
Hausen, 2009).

Os papilomavirus compdem um grupo de pequenos virus de DNA que pertence a
familia Papillomaviridae, dos géneros Alpha, Beta e Gama-papillomavirus. Estes virus sdo
epiteliotroficos e infectam homens e animais, causando uma grande variedade de |lesdes
proliferativas. Os papillomavirus sdo espécies especificos e ndo existem relatos de que um
tipo de papillomavirus cause infeccdo em mais de uma espécie. Até o momento, cerca de 200
tipos de HPV foram descritos, sendo que em torno de 100 tipos foram isolados e tiveram suas
sequéncias gendmicas completamente identificadas (zur Hausen, 2009). A infecgdo pelo HPV
€ a doenca sexualmente transmissivel (DST) mais prevalente no mundo, nos Estados Unidos,
estima-se que 20 milhdes de pessoas estejam infectadas, com uma incidéncia de novos casos

de 6,2 milhdes a cada ano.

3.1HISTORICO

3.1.1 Neoplasiasdeorigem viral

As primeiras evidéncias sobre a possibilidade de transmissdo de lesdes neoplasicas
foram descritas por Ellerman em 1908, descrevendo a transmisséo de leucemia aviéria. Em
1911, Rous descreveu a transmissibilidade do sarcoma aviério. Entretanto, estas observactes
ndo receberam a devida atencdo pelo meio cientifico, devido a auséncia de comprovagéo dos
fatores etioldgicos. Somente apds a identificacdo e demonstracdo experimental da
transmissdo de tumores murinos de origem viral nos anos 50, foi dado o devido valor para
aquelas observacdes ha tempos descritas, tendo valido o reconhecimento pelo Premio Nobel
de 1966 ao pesquisador Peyton Rous, aproximadamente 50 anos apds suas descobertas.
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A partir dos anos 30, comegaram a ser demonstrados tumores transmissiveis em
mamiferos. Shope descreveu a transmissdo de tumores fibromatosos em coelhos através da
injecdo de extratos livres de células, atualmente reconhecidos como devido a presenca de
virus pox. Em alguns casos, estas |leses papilomatosas evoluiram para carcinomas de células
escamosas em coelhos infectados (Rous & Beard, 1934; Shope & Hurst, 1933).
Posteriormente, com a identificacdo e descricdo experimental da transmissibilidade da
leucemia murinica e dos virus polyoma em camundongos foi reconhecida a real participacdo
dos virus na transmissdo de algumas neoplasias, nascendo assim o campo de estudos da
Oncologia Viral (zur Hausen, 2009).

Estes achados permitiram o desenho e a elaboragdo de estudos controlados de
transmissdo viral de neoplasias. Atualmente, é reconhecido que entre 15 a 20% das
neoplasias humanas podem ser diretamente associadas a presenca de determinados virus.
Destacam-se por sua maior incidéncia entre as neoplasias virais causadoras de neoplasias 0s
virus de DNA. Podem ser reconhecidos por suas caracteristicas genéticas dois grupos. o dos
pequenos tumor-virussDNA, que incluem os polyomavirus, 0s adenovirus e 0s
papilomavirus, e um segundo grupo com outros virus DNA, que incluem os herpesvirus
(virus Epstein-Barr e o Herpesvirus do Sarcoma Kaposi) e o hepadnavirus (Hepatite B virus)
(Howley, 2009). Ver tabela 1.



Tabela 1 - Descobertas historicas envolvendo tumor-virus DNA

Ano Descoberta Referéncia
1933  Identificag8o dos primeiros tumores virais em mamiferos Shope & Hurst, 1933
1953  Descobrimento dos polyomavirus murinicos Gross, 1953
Stewart, 1953
1960  Descobrimento do SV40 Sweet & Hilleman, 1960
1965  Adicgdo oncogénica Fried, 1965
1973  Primeiro mapade restricéo viral Dannaet a., 1973
1977  splicing de RNA Berget et d.,1977
Chow et a.,1977
1978  primeiro sequenciamento de um virus animal (SV40) Fiersetadl., 1978
Reddy et a.,1978
1979  Descrigdo do primeiro vetor viral em mamiferos Hamer & Leder, 1979
Mulligan et a., 1979
1979  Descobrimento do p53 Lane & Crawford, 1979
Linzer & Levine, 1979
1979  Identificag8o dosfatores de replicagdo viral Challberg & Kelly, 1979
1981  Identificagéo do sinal de poliadenilacéo Fitzgerald & Shenk, 1981
1981  Descrigdo dos promotores transcripcionais Banerji etal., 1981
Benoist & Chambon,1981
ificacéa Courtneidge &
1983  Identificacgo do Src como avo do PyMT iy 383
1983  Descobrimento de tipos especificos de HPV no cancer cervical Boshart et al., 1984
Durst et al., 1983
1983  Identificag8o do fator transcripcional SP1 Dynan and Tjian, 1983
1983  Identificacdo da modulagdo do Sistema de Schrier et al., 1983
Histocompatibilidade Classe |
1983  Descricdo da cooperagdo oncogénicaAd E1A e E1IB Van den Elsen et al., 1983
1984  Identificacdo das sequencias de tranposte nuclear Kalderon et al., 1984
Lanford & Butel, 1984
1986  Descoberta do E2F Kovesdi et al., 1986
1988  Descoberta dos oncogenes DNA inativadores dos genes de DeCaprioetal., 1988
supressdo tumoral Prb Whyteetal., 1988
1989  Desenvolvimento das particulas "Virus-like Proteins (VLP)" Sdlunkeet al., 1989
1990  Identificacdo dafosfatase 2A como alvo dos antigenos T Palasetal., 1990
antipolymoma Walter et al., 1990
1993  Identificacdo da proteina E3 ubiquitina ligase EGAP Scheffner et al., 1993
2006  Aprovagdo pelo FDA paraavacinaVLP preventiva para HPV Koutsky et &., 2002
2008  Descobrimento das células Merkel dos polyomavirus Feng et al., 2008
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De fato, a maioria dos importantes desenvolvimentos na Biologia Molecular deriva

diretamente dos estudos envolvendo a Oncologia Viral (Howley & Livingston, 2009), como

por exemplo, a descoberta da transcriptase reversa durante o estudo de virus RNA. Outra

importante descoberta relacionada ao estudo dos virus tumorais envolve a elucidacdo dos

mecanismos de inibicdo dos genes supressores tumorais pRB e p53, inicidmente

demonstradas por Lane e Crowford, e também por Linzer e Levine, que em 1979

demonstraram a coligagéo entre a proteina T do virus SV40. Foi demonstrado também que a

proteina de 55 kDa codificada pelo gene E1B do adenovirus (Sarnow et al.,1982) assim como

as proteinas E6 do HPV comprometem a funcdo do p53 (Werness et al., 1990). Estes

mecanismos sao considerados como elementos chave na atividade das oncoproteinas e na

inibicdo dos genes supressores de crescimento tumoral.
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Elementos que elucidam a transformag&o celular durante a oncogénese também foram
originados em experimentos com virus oncogénicos. A demonstracdo que certos elementos
cooperam entre si na producdo de um fendtipo transformado, como a interacdo entre as
proteinas E1A e E1B (Van den Elsen et a., 1983) serviram como base para 0 entendimento
da interagcdo entre os oncogenes celulares myc e ras (Land et a., 1983). De mesma forma
estudos com virus permitiram o conhecimento dos mecanismos de modulagdo do complexo
de histocompatibilidade por genes virais oncogénicos, informando que uma supresséo do
sistema imune do hospedeiro € necessaria para que a génese tumoral possa ocorrer (Schrier et
al., 1983; Kovesdi et al., 1986).

O estudo dos mecanismos envolvidos com a interagdo entre as proteinas de virus
oncogénicos e 0 hospedeiro celular permitiram inclusive o entendimento dos eventos
metabdlicos durante a degradacdo proteica in vivo e a via da ubiquitina, derivando
diretamente do estudo das proteinas do HPV. Estudos com a proteina E6 permitiram a
descoberta do p53 como o primeiro substrato identificado do sistema de degradacdo
dependente da ubiquitina (Scheffner et a., 1990) e a caracterizagdo da EGAP como a primeira
proteina-ligase para ubiquitinacE3 (Scheffner et al., 1993). Estudos subsequentes com
adenovirus identificaram a protedlise mediada pela ubiquitina como um importante processo

regul atorio durante a oncogénese (Querido et al., 1997).

3.1.2 Papilomatoses

A documentac&o historica sobre relatos relacionados as manifestacdes patol dgicas da
infeccdo pelo HPV nos remete inicialmente ao periodo greco-romano. Desde entdo, ja se
relacionavam as lesdes anogenitais a uma provavel transmissdo sexual.

Rigoni-Stern (1842), um médico italiano, relatou seus achados tanatoscopicos em
relacdo as mortes ocorridas em mulheres na cidade de Verona, entre o periodo de 1760 a
1839. Ele observou atentamente que havia uma maior frequéncia de cancer cervical entre
mulheres de vida sexualmente ativa, como senhoras casadas, prostitutas e concubinas, ao
contrario das baixas incidéncias encontradas entre mulheres virgens, como religiosas e
celibatérias. Isto 0 levou a conclusdo que estas lesbes eram de natureza sexuamente
transmissivel.

A primeira demonstracdo de transmissdo de lesdes condilomatosas resultante da

inoculagdo de extratos livres de células foi feito por Ciuffo, na Itdia em 1907, comprovando
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claramente a transmissibilidade destas lesdes e ainda demonstrando que ela ocorreria em
material livre de células.

Alguns anos depois, foi descoberta a natureza infecciosa dos condilomas genitais e
das papilomatoses laringeais. A microscopia eletrénica foi capaz de demonstrar a presenca de
particulas virais nestes extratos infectantes (Strauss et al., 1949). Apesar da demonstracdo
mais antiga do potencia carcinogénico de lesdes papilomatosas em animais (Rous & Beard,
1934; Rous & Kidd, 1938; Rous & Friedewald, 1944), foi inicialmente atribuida ao Herpes
simplex tipo 2 o papel oncogénico em neoplasias de colo uterino (Rawls et a., 1968; Naib et
a., 1969; Nahmias et a., 1970). Contudo, estudos mais aprofundados, em mais larga escala
demonstraram-se incapazes de confirmar os achados iniciais da presenca do herpes virus
nestas lesdes (Vonkaet al. 1984).
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3.1.3 As papilomatoses como precur sor as das |esdes neoplasicas do colo uterino

No inicio da década de setenta foram iniciados experimentos com a intencdo de
avadiar a participagcdo dos papilomavirus no surgimento de lesdes tumorais. Estes estudos
baseavam-se em relatos de transformagdo tumoral de condilomas anogenitais (condylomata
acuminata) em carcinomas epidermdides (zur Hausen, 1977). Foi identificado um tipo até
entdo ainda n&o descrito de HPV em condilomas genitais, o0 HPV 6 (Gissmann and zur
Hausen, 1980; de Villiers et a., 1981), e um outro em papilomas laringeais, o0 HPV 11
(Gissmann et a., 1982). Meisels e Fortin (1976) encontraram transformagdes celulares
displésticas em esfregagos colpocitologicos que denominaram de células coilociticas,
postulando que o surgimento destas células seria a etapa precursora para 0 surgimento de
células neoplasicas. Esta teoria foi comprovada com a demonstragdo de particulas virais
internalizadas nas células com colilocitose por DellaTorre (1978) e Hills & Laverty (1979).

Foram também identificadas particulas virais em lesdes condilomatosas gigantes,
conhecidas como tumores de Buschke-L6wenstein (Zachow, 1982). Utilizando técnicas de
hibridizagdo com o0 DNA do HPV 11, Gissmann (1983) conseguiu isolar amostras deste DNA
em algumas bidpsias de carcinoma cervical. Posteriormente, também usando o HPV 11 DNA
como sonda foi conseguido o isolamento de novos tipos de HPV, identificando o HPV 16 e o
HPV 18, tanto em amostras obtidas de bidpsias de canceres cervicais, quanto em culturas de
células com linhagens originadas em carcinomas epidermoides (Durst et al., 1983; Boshart et
al., 1984). Contemporaneamente, foi possivel demonstrar a presenca do HPV 16 em lesbes
pré-tumorais anorretais, conhecidas entédo como papul ose Bowenoide (Ikenberg et a., 1983),
e que gragas a estes achados séo atualmente consideradas como neoplasias intraepiteliais
denominadas tumores de Bowen. Imediatamente apos, foram também identificadas particulas

tumorais de HPV 16 em carcinomas intraepiteliais de colo uterino (Crum et al. 1984).

3.1.4 Carcinomas anogenitais

Lesdes verrucoides papilomatosas podem ocorrer na pele e mucosa da regido
anogenital, atingindo em maior frequéncia a vulva e a regido perianal. Grande parte destas

lesbes podem persistir de forma crénica, e em sua maioria, foi demonstrada a presenca de
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HPV tipos 6 e 11 desde os anos oitenta (Gissmann et al., 1982; Zachow et al., 1982; Boshart
and zur Hausen, 1986). Em periodo subsequente, foi possivel a demonstracdo da presenca de
HPV 16 em lesdes papilomatdides de Bowen, que na época eram consideradas |esdes pré-
cancerosas que ocorrem mais frequentemente em regido periana e vulvar (Ikenberg et a
1983). Mais recentemente, foi demonstrada a presenca do HPV 16 entre 30 e 50% dos
carcinomas epidermoides de pénis (Lont et a., 2006). De mesma forma, também foi
comprovada a presenca do HPV 16 em neoplasias epiderméides de vulva e vagina em 50%
dos casos (Madsen et a., 2008). Apesar de apresentar uma baixa taxa de incidéncia anual,
entre 0.1 e 2.1 por 100.000 habitantes, as neoplasias anogenitais tem uma importante
relevncia, considerando-se seus impactos clinicos em uma grande populacdo.
Comportamentos de risco, como promiscuidade e homossexualismo masculino podem
aumentar probabilidade de se adquirir estas patologias (Daling et al., 1987).

3.1.5 Carcinomas orofaringeais

A conversdo maligna de lesdes papilomatosas orofaringeais em carcinomas tém sido
descritas desde meados dos anos 40 do século 20, embora nestes tempos ainda ndo
houvessem sido estabel ecidas relagbes com infegOes virais (zur Hausen 1977). Contudo, em
1983, surgiram relatos da identificagdo da presenca de HPV em lesBes hiperplésicas e
condilomatéides orofaringeais (Syrjanen, 1983). Estes achados permitiram concluir que
poderia haver a participagdo do HPV no surgimento de lesbes malignas nestas regides. Os
primeiros relatos da identificacdo de determinados tipos de HPV em carcinomas
orofaringeais surgiram logo posteriormente (Loning et al., 1985; de Villiers et al., 1985).
Relatos que se seguiram confirmaram estes achados, com uma taxa de identificagéo variando
entre 25 e 60% dos casos (Weinberger et a., 2006; Psyrri & DiMaio, 2008; Gillison et al.,
2008).
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3.1.6 Carcinomas dér micos

Os primeiros relatos cientificos a correlacionar lesdes verructides papilomatosas de
pele e neoplasias remontam aos anos 20 do século passado. Nesta época, Lewandowsky e
Lutz descreveram o surgimento de carcinomas de pele em pacientes portadores de
epidermodisplasia verrucdide, a partir de lesbes verrucdides papilomatosas expostas a uma
grande incidéncia de radiacOes solares (Lewandowsky & Lutz, 1922). Aproximadamente 40
anos apds, surgiram relatos da identificagdo de HPV em lesdes papilomatosas benignas de
pele (Ruiter & Van Mullem,1970; Yabe et a.,1969). Relatos anteriores ja haviam
demonstrado o carater infeccioso e transmissivel das lesdes papilomatosas verrucéides de
pele por inoculacdo de extratos livres de células (Lutz, 1946; Jablonska & Millewski, 1957;
Jablonska & Formas, 1959). Posteriormente, surgiram relatos cientificos demonstrando a
presenca de HPV tipos 5, 8, 12, 14, 17 e 20 em carcinomas epidermdides de pele (Orth,
1986), em especial, nagueles surgidos a partir de lesdes condilomatosas em pacientes
portadores de epidermodisplasia verrucéide, cujo cardter hereditério foi comprovado em
estudos genéticos que identificaram uma mutagdo com inativacdo dos genes EVERL/TMC6
e EVER2/TMCS (Orth, 2008).

3.1.7 Outros carcinomas

Varias publicagdes durante este periodo de descobertas da participagdo das lesdes
inflamatorias papilomatosas causadas pelo virus HPV no surgimento de lesdes cervicais,
anogenitais, orofaringeais e dérmicas, atribuiram a participacdo destes virus na oncogénese
de diversos outros canceres. Neoplasias de esofago, prostata, bexiga, pulméo, entre outros
foram implicadas. Contudo, estudos mais aprofundados ndo conseguiram demonstrar uma
presenca persistente dos papilomavirus nestas lesdes (zur Hausen, 2009). Entretanto, o
recente relato do isolamento de um outro virus pegueno de DNA, muito semelhante ao HPV,
o polyoma virus, no cancer de Merkel (Feng et a., 2008), e a observacdo que outras
neoplasias aumentam em incidéncia em pacientes submetidos a prolongados periodos de
imunossupressao, tal como ocorre em outras neoplasias de origem inflamatéria (Vajdic et al.,
2006), sugerem que a pesguisa de mecanismos oncogénicos de origem viral nestas e em

outras neoplasias ainda podem permitir a elucidacéo de inimeros fatos ainda n&o conhecidos,
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“nos causando verdadeiras surpresas’ (zur Hausen, 2008, discurso de agraciamento do
Prémio Nobel).

3.2BIOLOGIA DO PAPILOMA VIRUSHUMANO

3.2.1 Estrutura do capsideo

O HPV é formado por um genoma de DNA circular em fita dupla, com 7.200 a 8.000
pares de bases. Este material genético encontra-se envolto por um capsideo protéico com um
didmetro de 50 nm, este capsideo possui 72 subunidades icosaédricas denominadas de
capsomeros, que sdo formados por duas diferentes proteinas, L1 e L2 (Baker et a, 1991). O
capsideo possui uma predominancia de proteinas L1, em torno de 80% da proteina viral, elas
s80 género-especificas e servem como medidor indireto da infectividade. A proteina L2 é
tipo-especifica, possuindo cerca de 70 kD, enquanto a L1 possui em torno de 55 kD (Chen,
2000; Sapp, 2009), Figura 1.

Figura 1 —modelo em computacdo gréfica do capsideo do Virus HPV (Galloway, 2003).
O pentamero que forma a unidade repetitiva da estrutura supramolecular do capsideo

€ formado por cinco unidades de proteina L1 e uma unidade de proteina L 2.
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Figura 2 - Pentédmero icosaédrico formado por cinco unidades de proteinas L1 e uma unidade
de proteina L2 (em vermelho), representacéo em computagdo gréfica das moléculas (Chen

2000).

As proteinas L1 possuem dobramentos funcionais (“bragos’) com propriedades

hidrof ébicas que permitem uma adesdo firme tanto entre unidades formadoras do capsémero,

como em capsdmeros adjacentes. Estudos estruturais com cristalizagdo e criomicroscopia
eletronica (Chen et a., 2000; Modis et al., 2002) sugerem que 0s “bracos’ C-terminais

invadem as estruturas vizinhas e por interagcbes hidrofébicas garantem a adesdo

interpentamérica (figura 3).

A

Figura 3 — Estruturado HPV L1. (A) Estrutura do mondémero, (B) Capsdmero com interagdo
pentamérica (Chen et al., 2000). (C) Detahe do bragco C-termina promovendo a adesdo

interpentamérica (Modis et a., 2002).
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Estudos estruturais e de espectrometria de massa demonstraram ainda que a formagédo
de uma quarta hélice (h4) formadora do “braco” lateral permite a aproximacdo dos residuos
de cisteina cys-428 do pentdmero invasor com o residuo cys-175 do pentéamero receptor,
promovendo a formacdo de uma ponte de dissulfeto que estabiliza mais ainda a ultraestrutura
do capsideo viral (Modis et a., 2002). Baseando-se neste modelo, Carter (2003) demonstrou
gue a maioria dos anticorpos neutralizantes estdo direcionados contra epitopos contidos nas
alcas C-terminais superficializadas.

As setenta e duas moléculas de proteina viral L2 que formam o capsideo encontram-
se centralizadas no capsdOmero pentaédrico, firmemente coesas gracas a interagoes
hidrofébicas com as proteinas circundantes L1 (Buck et a., 2008). Estas propriedades
estruturais promovem a internalizagdo da maioria das acas protéicas, em especia do
segmento N-terminal, tornando menos acessivel a hidrolise e aligagdo com anticorpos (Yang
et a., 2003; Richards et a., 2006).

3.2.2 Interagdo com receptores celulares

Estudos estruturais demonstram que 0s capsideos virais possuem a capacidade de
interagir com receptores de membrana extremamente conservados evolutivamente e
abundantes na superficie celular hospedeira. Esta adesdo entre o capsideo e a superficie
celular ocorre primariamente gragas a proteina L1 (MUller et al., 1995; Roden et a., 1994;
Volpers et a., 1995). Posteriormente foi comprovado que esta adesdo ocorre gragas a uma
grande afinidade entre a proteina L1 e os glicosaminoglicanos presentes nas proteinas dos
receptores de superficie celular, esta afinidade se encontra especialmente relacionada a
presenca de heparan sulfato (Joyce et al., 1999).

De fato, a maioria dos receptores de superficie celular € formada por estruturas que
contém proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG), podemos citar como exemplo: receptores
para fatores de crescimento, lipoproteinas, bactérias e virus (Bernfield et a., 1999). As duas
principais familias de receptores de superficie celular sdo sindecans e glipicans (Bernfield et
a., 1992; Fransson, 2003). Na realidade, ja foi comprovado que a maioria dos receptores
ligantes para proteinas de superficie de HPV's ndo sdo especificos. Os sindecans-1 so 0s
receptores mais abundantes na superficie celular de células epiteliais, e podem servir de
receptores indistintamente tanto para VLP de HPV-11 e HPV-16 (Bernfield et al., 1992;
Eleniuset al., 1991; Galo et ., 1994).
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Estudos in vitro demonstram que os papilomavirus (PV) podem se ligar a elementos
da matriz extracelular (ECM), estes elementos secretados pelos queratindcitos mediam a
ligacdo viral a superficie celular, proteinas como a laminina 5 (LN5), assim como
peptidoglicanos de heparan sulfato normamente participam destas interagdes (Culp et d.,
2006a, 2006b; Selinka et al., 2007). Evidéncias recentes demonstram que a participacdo de
um segundo receptor deve ser necessaria para ainternalizagdo do PV.

Day et a (2008) demonstraram recentemente que o pré-tratamento de capsideos com
uma peptidase, a furina, pode promover a internalizagdo celular destas particulas mesmo na
auséncia dos HSPGs. A figura seguinte demonstra um modelo de interacbes para a

internalizac&o do papilomavirus (Figura 4).

ECM

= HSPGA

o LM5
= HSPE2

i
nan HSPG

CyPFB é‘)
B cyloplasm :

Figura 4 — Modelo dos eventos envolvidos na internalizagdo do papilomavirus 16: (1) ligagdo do papilomavirus
(PV) peptidoglicanos de heparan sulfato tipo 1 (HSPG1) e laminina-5 (LN5) possibiilitando sua adesdo a
superficie celular. (2) Transferéncia dos capsideos para um receptor secundario (HSPG2) presente na superficie
celular. A Ciclofilina B (CyPB) presente na superficie celular facilita as modificagbes conformacionais. (3)
Estes eventos promovem alteracBes conformacionais que diminuem a interacdo do PV com o HSPG ou
promovem a exposicao de regifes que permitem a interacdo com um receptor internalizante ndo-HSPG, que
dispara a endocitose. Estes eventos podem ser bloqueados por inibidores da laminina e da cicloforina B (Day,
2009).

3.2.3 Estruturado DNA viral

O genoma do HPV consiste em um DNA circular de dupla fita com 7.200 a 8.000
bases, possui trés regides que codificam as proteinas virais (Open Reading Frames, ou
ORFs). Este genoma possui trés fragmentos subgénicos, uma regido precoce (Early) que
possui 45% do genoma, uma regido tardia (Late) com 40% do genoma e uma outra regido
que contém elementos regulatdrios da transcricdo e da replicagdo viral, esta regido €
denominada NCR (non-coding region) ou LCR (long control region) representando 15% de

todo o genoma (Figura5).
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Figura 5 —regides do DNA vira e seus genes codificados.

A regido precoce possui Seis genes, as proteinas que codificam possuem importantes
funcdes nareplicacéo (E1), natranscricdo do DNA (E1 e E2) e natransformagdo celular (E5,
E6 e E7) (zur Hausen, 2002) (ver tabela 2). A proteina E2 controla a transcricéo de outros
genes virais (E6 e E7), também possuindo atividade estimuladora da funcéo supressora
tumoral da proteina p53. A E2 também interage com a E1 facilitando sua ligacéo a origem da
replicagdo. A proteina E4 possui fungtes ligadas a diferenciagéo dos queratindcitos, sendo os
mecanismos ainda ndo totalmente elucidados. Alguns autores relatam que esta proteina é
responsavel pela coilocitose, uma alteracdo da arquitetura celular que promove uma alteracéo
terminal dos queratinécitos promovendo o rompimento celular facilitando a liberagdo das
particulas virais (Doorbar et al., 1986; Roberts el a., 1997). A proteina E5 liga-se ao receptor
mitogénico, estimulando o crescimento epidérmico (Massimi et a. 1997). O gene E6
expressa uma proteina que tem a capacidade de degradar proteoliticamente a proteina
supressora do crescimento tumoral p53, que resulta no descontrole do crescimento celular
que pode permitir a imortalizacdo dos queratindcitos (Storey, 1998). O gen E7 codifica a
producdo de uma fosfoproteina liga-se a um gene supressor de tumor pRB, esta ligacdo
parece estar relacionada a inducdo da proliferacéo e imortalizagéo celular, ha indicios de que
esta habilidade de ligagdo E7-pRB esta relacionada ao grau de oncogénese do tipo viral
(Thierry, 2009).

Os genes da regido de replicagdo tardia codificam a sintese das proteinas formadoras
do capsideo viral, L1 e L2. Estas sequéncias sdo atamente preservadas entre todos os tipos
de papilomavirus humanos (Bernard et a, 1994). O gene L1 € o responsavel pela codificacéo
da proteina L1, a mais abundante no capsideo, e possui epitopos tipo-especificos altamente

imunogénicos, 0 gene L2 por sua vez, € o responsavel pela codificacdo da proteina L2,
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também presente na estrutura do capsideo, porém em menor ndmero, como ja descrito
anteriormente. Estes genes tardios sdo expressos nas camadas superficiais do epitélio
infectado.

Tabela 2 — genes codificados no HPV-DNA

Gene tamanho regiao Proteina Atividades protéicas

L1 720028000pb  ORF - Late L1 - Participa na formaggo da estrutura do
capsideo

L2 ~ 5500 pb ORF - Late L2 - Participa na formag&o da estrutura do
capsideo

E1l ORF - Early El - Fixag&o do DNA viral ao hospedeiro

- Ativag@o dareplicac@o do DNA viral
- Ativacdo dos mondmeros de ubiquitina
E2 ORF - Early E2 - Fixag&o do DNA viral ao hospedeiro
- Ativacdo dareplicacdo do DNA viral
- Estabilizacdo do DNA viral durante a
divisdo celular
- transferéncia dos substratos de ubiquitina
paraaE3-ligase EGAP
- Estimulo da fungdo supressora do p53
(controle negativo)
E4 ORF - Early E4 - Transferéncia dos substratos de ubiquitina
paraaE3-ligase EGAP

ES ORF - Early E5

E6 ~ 450 pb ORF - Early E6 - inibi¢&o da das vias intrinseca extrinseca
da apoptose

E7 ~300pb ORF - Early E7 - Inibi¢&o da atividade da pRB

3.2.4 Replicacéo

A replicacdo do papilomavirus humano ocorre exclusivamente em epitéio
estratificado da pele ou em mucosas. Estes sdo tecidos complexos e congtituidos de diversas
linhagens celulares. A grande maioria das células epiteliais compde-se de queratinécitos em
diferentes estégios de maturacdo, correspondendo a cerca de 80% deste tecido. Outras
linhagens celulares reunidas correspondem a 20% das células, e incluem melandcitos, células
de Langerhans e de Merkel.

Entre os queracindcitos, dois tipos possuem a capacidade de divisdo celular: células
tronco de crescimento lento e células da camada basal. Estas células proliferativas sdo o alvo
para o crescimento dos papilomavirus, onde estabelecem uma populacéo celular infectada.
Os papilomavirus desenvolveram mecanismos complexos que adaptam a célula hospedeira,

promovendo a transcricdo de seu proprio DNA, promovendo a sintese de proteinas virais, que
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regulam o metabolismo celular de forma a promover uma maior producéo protéica de seu
interesse e regulando o ciclo celular impedindo sua degeneracdo e morte (apoptose),
promovendo a sua “imortalizagao”.

O entendimento dos mecanismos envolvidos na replicacdo vira baseiam-se
principalmente em modelos experimentais da replicacdo do papilomavirus bovino tipo 1
(BPV-1) em culturas celulares de fibroblastos de camundongos (linhagem C 127). Sabendo-
Sse que 0s mecanismos de replicagdo vira sdo atamente conservados e podem ser
perfeitamente extrapolados para o papilomavirus humano (Berg & Stenlund, 1997).

Logo apoés a internalizagéo dos papilomavirus pela célula hospedeira, ocorre a entrada
do seu DNA no nucleo celular, através dos transportadores proprios da célula hospedeira.
Uma vez no nucleo celular, ocorre a ativacdo da regido regulatéria que inicia a transcricéo
das proteinas precoces, E1 e E2. Estas proteinas direcionam os fatores de replicacéo da célula
hospedeira, desencadeando em cascata um aumento na sintese das proteinas virais precoces
(Frattini and Laimins, 1994).

Experimentos in vitro, demonstram que a proteina E1 é responsavel pelo estiramento
do DNA viral, assim como a abertura da dupla hélice durante o processo de replicagdo
(Sedman & Stenlund, 1998). Porém, também foi demonstrado que a replicagdo viral necessita
da ligagdo conjunta das proteinas E1 e E2 na origem de replicacdo vira (Stenlund, 2003;
Kurg et al., 2006).

O recrutamento das proteinas de replicacéo hospedeiras ainda ndo esta completamente
esclarecido. Foi demonstrada a interacdo da proteina E1 com a proteina de replicacdo A, com
a topoisomerase e com a polimerase a-primase (Clower et a., 2006). Também é conhecido
gue a fosforilacdo pelo complexo ciclina E/Cdk2 e ciclina A/Cdk2 é necessario para a
localizacdo nuclear da proteina E1. A proteina E8, cujo dominio de atividade compreende 12
aminoéacidos no HPV-31, é necessé&ria para a formagdo de um complexo com a proteina E2,
cuja atividade regulatdria negativa é necesséria para estabilizacdo replicacional alongo termo
(Stubenrauch et al., 2000; Lace et al., 2008).

Outra importante atividade da proteina E2 é garantir a equilibrada divisdo do DNA
parental para as células hospedeiras filhas durante o processo de divisdo celular. Esta funcéo
é realizada atraves da fixac&o de moléculas de E2 em diversos pontos de fixacdo, conhecidos
como elementos de manutencdo minicromossomal (MME) A fixagdo das proteinas E2
garante a estabilizagdo do DNA recombinado, resultante da incorporagdo do DNA viral ao
DNA da célula hospedeira, durante o processo de divisdo celular (Piirso et al., 1996; You et
al., 2004).
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Nos epitélios sadios, a divisdo celular, e consequentemente a replicacdo de DNA
ocorre apenas nas células basais. Uma vez que estas células se despreendem da camada basal,
a divisdo celular e a replicacdo do DNA é interrompida, e as células véo envelhecendo
conforme se distanciam da camada basal em estratos cada vez mais superficiais. Por outro
lado, as células infectadas pelo HPV subvertem os mecanismos normalmente inibitérios das
células hospedeiras, esta atividade é exercida pelas proteinas E6 e E7. Estas proteinas virais
descontrolam os mecanismos inibidores das células hospedeiras nos pontos de controle
regulados pelas familias das ciclinas, das quinases dependentes da ciclina (cdks) e dos
inibidores de quinases (Funk et a., 1997; Jones et al., 1997).

3.2.5 Estrutura e atividade biol6gica da proteina viral E6

Os genes que codificam as proteinas E6 estdo presentes em todos os papilomavirus no
inicio da ORF, logo ap6s a regido ndo-codificante (NCR). As proteinas E6 sdo compostas de
aproximadamente 150 aminoéacidos, contém duas algas CX,C-X29-CX,C, unidas por um
interdominio de 36 aminoacidos. Estas acas sdo ladeadas por segmentos terminais amino
(N) e carboxi (C) terminais de tamanhos variados (Cole & Danos, 1987). O modelo
tridimensional da proteina E6 foi estudado através de cristalizagdo e ressonancia magnética

nuclear (RMN), por Nomine (2006) e é apresentado nafigura 6:
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Figura 6 — Modelo pseudodimérico da proteina E6. (A) modelo com os segmentos N-
termina e C-terminal com os segmentos hidrofébicos demonstrados. (B) modelo com os
segmentos hidrofobicos interagindo. (C) Demonstragdo linear dos segmentos hidrofébicos.
(D) Mapa do modelo com os segmentos ndo previstos no modelo. (E) Demonstracdo dos
residuos conservados em todas as proteinas E6 (Normine et al., 2006).

Até o presente momento nenhuma atividade enzimética foi atribuida a proteina E6.
Demonstrou-se que a atividade biolégica desta proteina se deve a interagdes interprotéicas

(Ristriani et al., 2001) (ver figura 7).
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Figura 7 — Proteinas que interagem com a E6, alterando diversas vias metabdlicas (Howie,
2009).

A primeira interagdo metabdlica descrita para a E6 foi com a proteina proteina E6
associada (E6AP), uma ligase capaz de unir a E6 com a ubiquitina (Huibregtse et al., 1991).
A via da ubiquitina direciona proteinas para a degradacéo proteossomal através da adicdo de
diversos monémeros de ubiquitina a proteina destinada a hidrdlise. A proteina E1 ativa os
mondmeros de ubiquitina que sdo posteriormente transferidos pela E2 a uma E3-ubiquitina
ligase, que confere especificidade ao substrato para a degradagdo. (Hershko & Ciechanover,
1992). O substrato mais estudado do complexo E6/E6AP-ubiquitina € a proteina fator de
repressao tumoral p53, a principal consequéncia desta inativacdo € a inibi¢do da apoptose na
célula infectada pelo HPV, tornando seu ciclo de vida bem maior ao normalmente alcancado
por células sadias.

A via intrinseca da apoptose desencadeia a morte celular a partir de sinais
intracelulares, como DNA danificado, estresse oxidativo, desnutricéo intracelular, e estimulos
por quimotergpicos (Kaufmann and Earnshaw, 2000; Wang, 2001). Estes estimulos ativam
diversas vias metabdlicas que convergem para as mitocondrias. A mitocéndria por sua vez
recebe tanto estimulos pr6 como anti apoptéticos, quando esta o fiel desta “baanca’
metabdlica pende para o lado da apoptose, ocorre ativagdo das proteinas pro-apoptéticas
BH3, ocorre a formagéo de poros na membrana mitocondrial com o extravasamento de
citocromo c, fator de inducéo de apoptose (AIF), endonuclease G, Smac/Diablo and Htr/Omi.

Estas proteinas mitocondriais formam o “apoptossomo”, um complexo protéico que resultam
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na clivagem das proteinas citoplasméticas caspase 3 e caspase 7, que se tranformam nas
caspases executoras, que clivam seus substratos poli-ADP-ribose, polimerase e laminina B,
provocando a morte celular.

A via de apoptose extrinseca pode ser induzida durante a infeccéo viral como parte
das respostas do hospedeiro, sendo ativada por sinais extracelulares que induzem a ativagéo
de receptores letais na superficie celular. Estes receptores sao representados principa mente
pelos receptores do fator de necrose tumoral (TNFR). Esta familia de receptores inclui o
receptor para TNF 1 (TNFR-1) , Fas/CD95, e os ligantes TNF-relacionados (TRAIL) DR-4 e
DR-5. Uma vez ligados, os fatores recrutam moléculas adaptadoras dos iniciadores de
caspase, como a caspase-8 e a caspase-10, formando complexos sinalizadores, que ativam as

caspases 3 e 7, também resutando na morte celular, vide Figura 8 (Howie, 2009).
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Figura 8 — Viasintrinseca e extrinseca da apoptose. (Howie et al., 2009)

Relatos cientificos demonstram que a proteina E6 blogueia a apoptose ligando-se a
proteina Bak, induzindo sua inativagcdo através de sua degradacdo pela via da ubiquitina,
provavelmente com a participacéo da proteina ligante E3. Embora o papel exato da proteina
Bak ainda ndo estgja completamente elucidado, a sua integridade € necessaria para o
desencadeamento dos eventos envolvidos na apoptose. Também ja foi demonstrado que a

proteina E6 bloqueia diretamente a via extrinseca da apoptose por interacdo direta com as
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proteinas TNFR-1, FADD and caspase-8, também levando-as a um processo proteolitico
(Filippovaet al., 2002).

3.2.6 Estrutura e atividade biolégica da proteina viral E7

As oncoproteinas E7 sdo compostas de aproximadamente 100 aminoécidos, a por¢ao
aminoterminal contém uma regido similar a porgdo conservada CR1 e uma porcéo
inteiramente similar & CR2 do adenovirus (Vousden and Jat, 1989). A presenca de uma
sequéncia conservada Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE) na regido CR2 é indispensavel para a
interacdo com a proteina de repressao tumora do retinoblastoma (pRB) na sua inativacdo
(Munger et a., 1989). A porgdo C-terminal contém um dominio de zinco composto por dois
motivos Cys-X-X-Cys (Barbosa et a., 1989) e pode funcionar como um sitio para
dimerizagdo, embora ndo existam comprovagdes in vivo que esta formagéo de dimeros de E7
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Figura 9 - HPV E7 e os processos celulares afetados. Regides de afinidade CR1 (verde) e
CR2 (vermelho), sitio de ligagdo na proteina pRB (LXCXE), sitio de fosforilagdo da caseina
quinase Il (CKII). Os residuos de cisteina envolvidos na ponte de zinco estdo indicados em
amarelo (Ohlenschlager et ., 2006).

A estrutura tridimensiona da proteina E7 foi elucidada por ressonancia magnética
nuclear (NMR) e cristalografiapor RX (Liu et a., 2006; Ohlenschlager et al., 2006).
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Figura 10 — Modelo computacional da proteina HPV-E7 (Ohlenschlager et al., 2006).

Estudos recentes demonstraram que a proteina E7 € degradada por um mecanismo
proteossomal que envolve a conjugacao de sua por¢cdo amino terminal com a ubiquitina, com
um tempo de meia vida de menos de duas horas (Reinstein et al., 2000). Até o presente, ndo
foram demonstradas atividades enzimaticas para a proteina E7, atribuindo-se suas atividades
biol6gicas gracas as suas interagbes intermoleculares com outras proteinas e com o0 DNA,
subvertendo mecanismos metabolicos celulares normais.

Ambos os genes das proteinas E6 e E7 sdo conservadamente integrados ao DNA
celular, e sd0 0s Unicos consistentemente expressados nos carcinomas cervicais. Entre as
proteinas de origem viral, apenas o complexo E1/E2 possui atividade enzimética, até entéo
demonstrada, desta forma a presenca ativa de proteinas celulares responsaveis pela replicacéo
€ necessaria para a continuidade da replicacdo viral. Sabendo-se que as células epiteliais
acima da camada basa evoluiram para um estdgio ndo replicativo, espera-se que
normalmente ndo ocorra sintese de DNA nestas células, entdo para que os virus continuem a
se replicar, € necessario que estes mecanismos inibitorios sejam subvertidos. Esta subversao
dos mecanismos inibitorios da replicacdo do DNA se da gragas principalmente a atividade
biol6gica da proteina E7 sobre a pRB, direcionando-a a protedlise pela via da ubiquitina
(Collins et al., 2005) e por regulagéo da atividade transcripcional .

3.2.7 Regulagéo transcripcional

Uma das principais caracteristicas do HPV € a sua capacidade de integrar seu proprio
genoma ao da célula hospedeira. De fato, esta incorporagdo se da de forma eficiente, com a
integracdo de até centenas de cdpias. Contudo apenas um segmento de controle de replicacéo

éintegrado (LCR). Estes segmentos contém promotores da regido regulatériaviral, P105 para
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0 HPV-18 e P97 para o HPV-16 e o HPV-31. Esta demonstrado que as proteinas E1 e E2 sdo
as iniciadoras da integragdo e da transcricdo, e possuem um efeito inibitorio sobre a
transcricdo das proteinas E6 e E7, enquanto estas também possuem um efeito inibitorio sobre
a transcricdo das proteinas E1 e E2. Desta forma ocorre um controle do tipo “feed-back”
negativo entre elas (Thierry and Yaniv, 1987). A regido controladora TATA encontra-se na
regido regulatéria imediatamente anterior a P105, e parece recrutar os reguladores
transcripcionais TFIID. Esta regido promotora é estimulada pela presenca de quatro proteinas
E2 (Figura1l).



41

| pad targats | l—e Coll cycle armest

Figura 11 — Representacdo esquematica da integracdo do genoma HPV-18. (A) Replicacéo
ativa das proteinas E6 e E7 pela promocédo da regido LCR. (B) Presenca da proteina E2
provocando a inibicdo das proteinas E6 e E7 e seus efeitos sobre os fatores de supressao
tumoral p53 e pRb (Thierry, 2009).

Além de seus proprios promotores, o HPV também faz uso de reguladores
transcripcional da célula hospedeira, como o AP1 e o SP1. O regulador transcripcional SP1
participa da regulacdo de cerca de 30% dos genes das células epiteliais. Outros reguladores
foram demonstrados, como GRE, NF1, YY1, Oct-1 e C/EBP.
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Figura 12 — Representacdo da regido regulatéria do no genoma integrado do HPV-18. As
quatro regides de ligacdo da proteina E2 estdo representadas. Regifes regulatérias APL
participam como promotores. A regido regulatéria HMGI/Y é especifica do HPV-18. GRE,
YY1 eNF1 também estdo demonstrados (Thierry, 2009).
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3.2.8 Inativacdo dos supressores tumorais p53 e pRB

Ao entrar no nucleo celular, 0 HPV necessita transcrever uma porcéo de seu genoma,
aregido precoce. Esta regido expressa produtos necessarios para a replicacéo do DNA vird.
Os produtos desta regido gendmica iniciam um ciclo de replicagdo celular, necessitando de
toda a atividade enzimatica celular que contribuem para a replicagdo do DNA (precursores,
DNA-polimerases, ligases, etc). Os genes que codificam estas proteinas sdo regulados por
diversos fatores de transcricdo. O complexo E2F-DP promovem a expressdo destes genes.
Este complexo esta ligado a trés diferentes proteinas retinoblastoma (pRB) em células
guiescentes, 0 que inibe a expressdo dos genes necess&rios para a entrada na fase S.
Normamente as células recebem estimulos hormonais externos para a divisao, resultando na
sintese de ciclina D, que se combina com as quinases dependentes da ciclina, as cdk-4/6.
Estas quinases fosforilam as proteinas pRb com a liberacdo dos complexos E2F-DP,
permitindo a sintese da ciclina E. A formagdo do complexo ciclina E-cdk2 completa a
fosforilacdo das proteinas pRb e a completa expressdo do complexo E2F-DP, permitindo a
expressao dos genes necessarios a entrada na fase S. A transcricdo das ciclinas D e E ativam
um “feedback” que promove um processo autocatalitico com entrada na fase S. Neste
processo, a proteina p53 atua detectando sinais de estresse que possam induzir erros na
duplicagdo destas células. Danos no DNA, hipoxia celular, choques térmicos, privagdo
nutriciona e ativagdo por oncogenes servem como desencadeadores da atividade da proteina
p53. Quando ocorre ativacdo da proteina p53, ocorre sua modificacdo por metilagdo e
fosforilagdo. Uma das atividades da p53 € regular a expressao do gene p21, produzindo uma
proteina que se liga a ciclina D-cdk 4/6, inibindo a fosforilacéo da pRB e evitando a entrada
na fase S. Em sua atividade méxima, a proteina p53 inicia uma cascata de eventos que
culminam na apoptose, com a morte celular eliminase o clone celular possivelmente
contendo erros de replicagdo com um DNA defeituoso.

A replicacdo viral necessita forcar a célula a entrar nafase S e utilizar a0 méximo os
fatores de replicagdo celulares. Na maioria das vezes, isto se da por inativacdo dos genes
supressores pRB e pela liberacéo da transcricdo permitindo a formacéo dos complexos E2F-
DP. No caso do HPV, a proteina E7 se liga a pRB, permitindo a expresséo e formacdo do
complexo E2F-DP (Dyson et a., 1989). A initivacdo da pRB permite também a inativacéo
da p53, ainibicdo em conjunto destes dois fatores de inibicdo permite a plena replicacdo do

DNA, e mais importante ainda, subvertem os mecanismos normais de morte celular por
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inibicdo tanto da viaintrinseca, como da via extrinseca da apoptose, provocando um aumento
substancial do tempo de vida celular, fenbmeno conhecido como imortalizagdo” celular.

Nas células de mamiferos, as proteinas p53 sdo mantidas em baixas concentragdes
gracas ao controle das proteinas MDM-2 e MDM-X, que se ligam a p53 promovendo sua
poliubiquitinacdo. A expressao das MDM’s sdo reguladas positivamente pela p53, este
mecanismo auto-regulado permite pequenas variactes nas atividades destas proteinas. Sinais
de estresse celular possuem efeito inibitorio sobre as proteinas MDM, promovendo a
liberacdo da p53 de seu controle negativo. No momento em que a pRB € inibida pela E7 e
E2F, ocorre aregulagéo da proteina ARF que se liga a proteina MDM e diminui sua atividade
(Levineet a., 2009).

Stress Signals DN‘ Nutsitio

input fNTP  Spindle 0 - M Heaticold Oncogene

Gopmt) I)eplelhn I)amane [N()} deprivation  shock  Activation
irrldhthn

Gam— -«—

Core Regulation 9 / ﬁ

l

Response v v v
(output) Apoptosis Cellcycle Senescence
arrest

Figura 13 — Vias de ativacdo do p53: Fatores de estresse transmitem sinais para as moléculas
regulatorias do p53. MDM-2 é uma ligase ubiquitinap53. A MDM-X exerce efeito
regulatorio negativo. Por estimulos do fator de transcricdo E2F ocorre a transcricdo do ARF,
regulando negativamente a ubiquitinacdo do p53. Estes mecanismos ativados pela p53
resultam em senescéncia ou apoptose (Levine, 2009).

O equilibrio entre estes fatores permite a célula permanecer em estados quiescentes,
contudo em casos de hiperexpressdo de oncogenes inibidores de p53 e pRb ocorre o

crescimento exacerbado destas linhagens celulares.

3.2.9 Interagdes com o sistema imune

As interacBes imunoldgicas entre 0 hospedeiro e 0 HPV possuem caracteristicas
especiais que dificultam seu estudo. O HPV possui extrema especificidade sobre a espécie

humana, dificultando seu estudo em modelos animais e cultura de células.
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A inoculagdo de vacinas contendo VLP's de proteinas do capsideo de HPV s de alto
risco, como HPV-16 e HPV-18 tem conferido uma imunidade duradora e forte o suficiente
para prevenir infecgdes futuras, cumprindo satisfatoriamente o papel de vacinas profilticas
para as populagdes estudadas até 2007 (Kahn and Burk, 2007). Contudo, a imunidade
conferida por uma primoinfec¢cdo natural n&o demonstra forga ou persisténcia suficiente para
prevenir novas infecgOes (Carter et al, 2000), muito menos se correlaciona com a detecgdo de
HPV-DNA (Andersson et el, 2008). A participagéo de anticorpos ndo parece ser 0 mecanismo
mais eficaz de combate natural ainfecgdo pelo HPV, a descricéo da sindrome de WHIN, onde
existe a auséncia dos receptores CXCR4, em que a mobilidade e o recrutamento dos
neutréfilos estdo comprometidos, parece indicar uma maior participacdo da imunidade
celular no clearance das células infectadas pelo HPV (Gulino, 2003).

O componente mais imunogénico do HPV é a proteina L1, cujos titulos podem ser
medidos por ELISA. In vivo, as infecgbes causadas por papilomavirus desencadeiam a
producdo de anticorpos que apresentam maior reatividade contra as proteinas L1 em sua
conformagdo pentamérica. Contudo, em infecgdes naturais os titulos de anticorpos sdo baixos
e sua deteccdo é dificil. Para os tipos mais estudados, HPV-6, 11, 16 e 18, o tempo de
soroconversdo medio é de seis meses, embora 30 a 50% dos pacientes parecem jamais
adquirir imunidade contra qualquer particulaviral (Carter et al., 2000).

3.2.10 Classificacdo

As variagOes nos genes das proteinas L1, E6 e E7 sdo determinantes na classificagéo
dos novos tipos de HPV. A ICTV (International Council on the Taxonomy of Viruses)
determina que variagbes maiores que 10% individualizam novos tipos de HPV, variagdes
entre 2 e 10% permitem a classificagdo de subtipos, enquanto que variagdes menores que 2%
s80 considerados variantes de um mesmo tipo de HPV (Bernard et a. 1994). Os tipos de
HPV sdo identificados por nimeros, de acordo com a ordem de descricdo, desta forma o
primeiro e ser descrito foi 0 HPV 1, o0 segundo foi o HPV 2, e assim por diante. Existem mais
de 200 tipos de HPV descritos. Porém apenas cerca de 100 tipos possui sua sequéncia

gendmica completamente descrita (de Villiers, 2004), Figura 13.
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Figura 13 — Arvore filogenética dos 118 tipos de HPV. Baseado no sequenciamento da
regido ORF L1 (Devvilliers, 2004).

3.2.11 Potencial de Oncogénese

Os HPV sdo classificados de acordo com a tendéncia em provocar a transformacéo
para lesdes malignas. Séo classificados com de baixo risco oncogénico, ocorrendo em lesdes
benignas e intraepiteliais, raramente em lesdes cancerosas ( tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70, 72, 81 e CP6108 ). O grupo de ato risco oncogénico ocorre em lestes de ato grau e
especiamente nos carcinomas de colo uterino, anus e glande (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 68, 73, e 82), existem ainda tipos de provavel alto risco oncogénico (26, 53 e 66) e
os tipos 34, 57 e 83 sdo considerados de risco indeterminado (Munoz, 2003; Wheeler, 2008).

Normalmente o ciclo de replicacdo dura quatro semanas e a infeccdo é auto-limitada,
sendo eliminada pelo sistema imune espontaneamente. Contudo em alguns casos 0 virus
escapa as defesas do sistema imune, resultando em infeccBes persistentes. Pode ocorrer
integralizacdo do DNA viral ao DNA celular, com a sintese continua das proteinas E6 e E7,
permitindo a imortalizagao celular, este fendmeno ocorre mais comumente com os tipos
HPV-16 e HPV-18, nestes casos € importante ressaltar que apenas 2% evoluem para lesbes
malignas, sendo necesséria a participagdo de outros eventos ainda ndo completamente claros
para esta transformacéo (Meijer et a, 2000). Foi demonstrado que a proteina E6 se ligaauma

proteina celular ligante do gene supressor turmoral p53, inativando-o por ubiquinagéo,
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evitando a supressao do crescimento celular turmoral. Uma vez estabelecida alesdo maligna,
a participacdo de um tipo especifico de HPV tem sido demonstrada em mais de 90% dos
casos, pela deteccdo de DNA viral nos tecidos afetados, de fato, os genes virais E6 e E7 sdo

invariavelmente expressos pelas células tumorais (Yugawa, 2009).

3.2.12 Cofatores na Patogénese

Como jé citado anteriormente, apenas uma pequena parte das infecges persistentes
evoluem para formas neoplésicas, havendo a necessidade de eventos biol6gicos adicionais
para esta transformacdo. Estes facilitadores adicionais s@o conhecidos como cofatores e
incluem, segundo relatos da literatura cientifica, heranca genética, respostas imunoldgicas,

horméni os como a progesterona, tabagismo e promiscuidade (Magnusson, 2000).

3.2.13 Transfor magao oncogénica da primoinfecgéo ao carcinoma invasivo

O curso das doencas causadas pelo papilomavirus possui etapas conhecidas e bem
delineadas. Em uma fase inicial e geramente autolimitada da doenca ocorrem alteracOes
inflamatorias tipicas. Contudo, a persisténcia destas infecgbes pode cursar com ateracoes
progressivas que culminam com o carcinoma invasivo. O curso destes eventos pode ser
dividido em trés etapas distintas: um periodo inicial de inflamag&o, um periodo intermedi&rio
de alteracdes displasicas epiteliais, que diversos autores consideram neoplasias intraepiteliais,
e um periodo posterior com lesdes caracteristicas de carcinoma com extravasamento deste
crescimento para além dalaminabasal, caracterizando a carcinomainvasivo.

Apesar de um elevado nimero de pessoas sofrerem inflamagfes por papilomavirus
humano, apenas uma fracdo desta populacdo ird desenvolver as formas mais avancadas da
doenca, fatores pessoais, ambientais e relacionados a0 agente etiolégico devem ser
considerados. Atuamente, € amplamente aceito que as inflamacgfes persistentes sdo
necessarias para o surgimento das transformagdes neoplasicas, especiamente na presenca de
tipos de papilomavirus mais oncogénicos. Grande parte dos autores considera como
persistente uma inflamagdo comprovada por mais de sei's meses, na grande maioria dos casos
pode ser demonstrada a ativa replicagéo do HPV nestes tecidos (Ho, et al., 1998).
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O material genético do HPV pode ser encontrado na célula infectada em trés formas,
epissomal, integrado e na forma mista. Nafase inicia da infecgdo, ocorre ainternalizacdo do
virus, seu material genético é direcionado ao nucleo celular, e iniciase 0 processo de
replicacdo do préprio material naforma de fita dupla circular (0 epissomo), simultaneamente,
inicia-se 0 processo de transcricdo das proteinas codificadas pelo DNA viral diretamente a
partir da fita dupla circular, inicialmente, ocorre a transcricdo dos genes precoces que
codificam as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7, posteriormente ocorre a transcricao das
proteinas tardias responsaveis pela formacgéo do capsideo, L1 e L2. Neste periodo, ocorre o
surgimento das ateragfes dérmicas e mucosas proprias da lesdo inflamatéria causada pelo
virus, e estas ateracfes serdo mais severas quando houver uma carga vira mais elevada,
ocorrendo uma replicacdo viral mais intensa e uma maior eliminacdo de particulas virais
(Lillo, 2005).

Em um periodo posterior, pode ocorrer a integracéo de parte do material genético do
papilomavirus ao DNA celular. Esta integrac@o ocorre invariavelmente com apenas parte do
DNA viral, iniciando-se no meio da regido precoce com fragmentacdo do gene E2. Por este
motivo esta proteina deixa de ser expressa e ocorre uma auto-regulacdo das proteinas E6 e
E7. Neste periodo ocorre uma maior inativacdo dos genes de supressdo tumora pRB e p53,
com uma maior inibicdo da apoptose e uma consequente maior evidéncia de deformactes
celulares, descritas como atipias celulares intensas (displasia grau 111), o crescimento celular
desordenado se instala progressivamente, com ruptura dos limites epiteliais e invasdo além da
[&mina basal, configurando o carcinoma invasivo. Esta progresséo ndo ocorre
universalmente, de fato na maioria dos casos as lesdes inflamatérias sdo auto-limitadas. O
tempo transcorrido entre a primoinfeccdo e o surgimento do carcinoma invasivo é variavel,
sendo na maioria dos casos nescessario de 5 a 20 anos para que estes eventos ocorram

plenamente (Woodman, 2007).
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Figura 14 — Integracdo do DNA viral epissomal com o DNA cromossdmico da célula
hospedeira, apenas parte do gene E2 foi integrado, a proteina E2 deixa de ser expressa.

3.2.14 Transmissao

A transmissdo do HPV é atualmente considerada como sexual, figurando desta forma
como uma das principais doencas sexuamente transmissiveis, principamente por sua
frequéncia (Kjaer et al., 2001). Podem ocorrer transmissdes esporadicas por outras vias,
como fémites ou perinatal, tendo sido descrita a presenca de HPV em liquido amnidtico, pele
e orofaringe de recém-nascidos em até 73% dos casos (Cason et al., 1995.; Kaye et a.; 1996),
contudo esta aparente elevada contaminagdo ndo resultou em altos niveis de infeccdo

materno-fetal nas populactes estudadas.

3.2.15 Formas Clinicas

A infecdo pelo HPV tem sido descrita em trés formas de apresentacdo: clinica,
subclinica e latente. A forma clinica mais comum se traduz no surgimento de lesdes dérmicas
exofiticas de superficie granulosa, que podem ser Unicas, mas geramente sdo multiplas e de
tamanhos variados entre milimetros a poucos centimetros, cada lesdo. Podem apresentar
alteracbes de coloragdo em relacdo a pele norma, geralmente eritematosas ou
hiperpigmentares. Estas lesbes sdo conhecidas como verrucides ou condilomatosas
(verrugas ou condilomas) e sd0 mais encontradas em &reas dérmicas mais umedecidas, em
especia nas regifes anogenitais, como vulva, pequenos e grandes |abios, introito vaginal,
vagina, colo uterino, anus, canal anal, glande peniana, uretra distal e meato uretral. Os
sintomas relatados incluem os relacionados diretamente a presenca destas lesdes
proliferativas, como presenca das tumoracdes, sangramentos e pruridos provocados por

atrito, e até mesmo sintomas secundarios a obstrugdes locais, como por exemplo, obstrucéo
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urindria. Em casos raros podem ocorrer lesdes gigantes com necroses superficiais e
sangramentos, estas lesdes sdo conhecidas como tumores de Burske-Levenstein. A incidéncia
destas formas clinicas tem aumentados nos Ultimos anos nos paises em desenvolvimento,

mais caracteristicamente em pessoas com vida sexual promiscua (Franceschi, 2009).

Figura 15 — lesdes verrucoides dérmicas.

Figura 16 — lesdes verrucoides anogenitais.
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Figura 17 - lesbes verrucdides anogenitais.

Figura 18 — condilomas na glande peniana com eritema local.

Figura 19 — L esBes condilomatéides na regido vulvar.

As lesdes subclinicas apresentam-se como areas difusas de hiperplasia epitelia ndo
papilifera da camada germinativa (Meisels, 1976) e sua diferenciagdo histologica € plana ou
micropapilar (Reid, 1984). Estas lesdes ocorrem mais comumente no colo uterino e glande e
podem ser mais bem observadas ap0s a aplicacdo de acido acético a 5% que coagula e
precipita as proteinas intracelulares, demonstrando um epitélio acetobranco, méculas e
palulas (Lauro et a., 2000). Nas formas latentes ndo evidenciam-se lesdes macroscopicas e
nem ocorrem sintomas, sO permitindo sua identificacdo através de técnicas de biologia
molecular. Nestas formas o DNA viral se encontra na forma epissomal, replicando-se
lentamente, apenas a cada replicacéo celular, podendo ocorrer sua reativagdo e permitindo o

recrudescimento de formas infecciosas.



Figura 20 — colo uterino — epitélio acetobranco a colposcopia.
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Resumo

Héa aproximadamente 35 anos foi postulada a participacdo do papilomavirus
humano (HPV) no cancer cervical. Atualmente, o papel desta familia heterogénea de virus na
carcinogénese esta bem estabelecido, ndo apenas no carcinoma cervical, como também em
uma substancial quantidade dos outros canceres anogenitais e digestivos. Além disto, tipos
especificos de HPV tém sido relacionados com determinadas neoplasias cuténeas. Em
mulheres, a nivel mundial, as infeccbes por HPV estdo presentes em mais de 50% das
neoplasias ligadas as infecgbes, em homens, isto ocorre em apenas 5% dos casos. A
identificagdo e caracterizagdo do papilomavirus humano tipos 16 e 18, assm como a
demonstragdo de sua participagdo no desenvolvimento do cancer cervica com a descrigéo de
diversos mecanismos envolvidos vaeram ao Dr. Harald zur Hausen o prémio Nobel em
medicina e fisiologia no ano de 2008. O presente relato revisa aspectos historicos do
conhecimento sobre ainfec¢éo pelo papilomavirus humano.

Abstract

The first report that associated the human papillomavirus (HPV) in the cervical cancer
was published approximately 35 years ago. The role of this heterogeneous virus family in the
oncogenesis is well established, not only in the cervical cancer, but also in other skin and
mucosal cancers. For the women, the HPV infections are detected at least in 50% of the
infectious cancers, worldwide. For the men, it has been reported in only 5% . The
identification and characterization of the human papillomavirus 16 and 18 and the
demonstration of the role in cervical cancer oncogenesis were well described by Harald zur
Hausen (Nobel Prize of Medicine and Physiology, 2008). This paper reports the historical
aspects of the human papillomavirus infections.
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Introducéo

Os papilomavirus compdem um grupo de pequenos virus de DNA gue pertencem a
familia Papillomaviridae, dos géneros Alpha, Beta e Gama-papillomavirus. Estes virus sdo
epiteliotréficos e infectam homens e animais, causando uma grande variedade de lesBes
proliferativas (Bernard, 1994). Os papillomavirus sdo espécie-especificos, e ndo existem
relatos de que um tipo de papillomavirus cause infeccdo em mais de uma espécie (IARC,
1995). Até o momento, cerca de 200 tipos de HPV foram descritos, sendo que em torno de
100 tipos foram isolados e tiveram suas sequéncias gendmicas completamente identificadas
(Bernard, 1994). A infeccdo pelo HPV é a doenca sexuamente transmissivel (DST) mais
prevalente no mundo, nos Estados Unidos, estima-se que 20 milhdes de pessoas estejam
infectadas, com uma incidéncia de novos casos de 6,2 milhdes a cada ano (Zur Hausen,
2009).

Neoplasias de origem viral

As primeiras evidéncias sobre a possibilidade de transmissdo de lesdes neoplasicas
foram descritas por Ellerman em 1908, descrevendo a transmisséo de leucemia aviéria. Em
1911, Rous descreveu a transmissibilidade do sarcoma aviario. Entretanto, estas observacdes
ndo receberam a devida atencéo pelo meio cientifico, devido a auséncia de comprovacéo dos
fatores etioldgicos. Somente apds a identificacdo e demonstracdo experimental da
transmissdo de tumores murinos de origem viral nos anos 50 foi dado o devido valor para
aquelas observacdes ha tempos descritas, tendo valido o reconhecimento pelo Premio Nobel
de 1966 ao pesguisador Peyton Rous, aproximadamente 50 anos apOs suas descobertas
(Howley & Livingston, 2009).

A partir dos anos 30, comecaram a ser demonstrados tumores transmissiveis em
mamiferos. Shope descreveu a transmissao de tumores fibromatosos em coelhos através da
injecdo de extratos livres de células, atualmente reconhecidos como devido a presenca de
virus pox. Em alguns casos, estas |esdes papilomatosas evoluiram para carcinomas de células
escamosas em coelhos infectados (Rous & Beard, 1935; Shope & Hurst, 1933).
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Posteriormente, com a identificacdo e descricdo experimental da transmissibilidade da
leucemia murinica e dos virus polyoma em camundongos foi reconhecida a real participacéo
dos virus na transmissdo de algumas neoplasias, nascendo assim o campo de estudos da
Oncologia Vira (zur Hausen, 2009).

Estes achados permitiram o desenho e a elaboracdo de estudos controlados de
transmissdo vira de neoplasias. Atualmente, é reconhecido que entre 15 a 20% das
neoplasias humanas podem ser diretamente associadas a presenca de determinados virus
(Howley & Livingston, 2009). Destacam-se por sua maior incidéncia entre as neoplasias
virais causadoras de neoplasias os virus de DNA. Podem ser reconhecidos por suas
caracteristicas genéticas dois grupos. o dos pequenos tumor-virus-DNA, que incluem os
polyomavirus, os adenovirus e os papilomavirus, e um segundo grupo com outros Virus
DNA, que incluem os herpesvirus (Virus Epstein-Barr e o Herpesvirus do Sarcoma Kaposi) e
0 hepadnavirus (Hepatitis B virus).

De fato, a maioria dos importantes desenvolvimentos na Biologia Molecular deriva
diretamente dos estudos envolvendo a Oncologia Viral (Howley & Livingston, 2009), como
por exemplo, a descoberta da transcriptase reversa durante o estudo de virus RNA. Outra
importante descoberta relacionada ao estudo dos virus tumorais envolve a elucidacdo dos
mecanismos de inibicdo dos genes supressores tumorais pRB e p53, inicidmente
demonstrados por Lane e Crowford (1979), e também por Linzer e Levine, que em 1979
demonstraram a coligacdo entre a proteina T do virus SV40. Foi demonstrado também que a
proteina de 55 kDa codificada pelo gene E1B do adenovirus (Sarnow et al.,1982) assim como
as proteinas E6 do HPV comprometem a funcdo do p53 (Werness et al., 1990). Estes
mecanismos sdo considerados como elementos chave na atividade das oncoproteinas e na
inibicdo dos genes supressores de crescimento tumoral.

Elementos que elucidam a transformagéo celular durante a oncogénese também foram
originados em experimentos com virus oncogénicos. A demonstragcdo que certos elementos
cooperam entre si na producdo de um fenétipo transformado, como a interacdo entre as
proteinas E1A e E1B (Van den Elsen et a., 1983) serviram como base para o entendimento
da interacdo entre os oncogenes celulares myc e ras (Land et a., 1983). De mesma forma
estudos com virus permitiram o conhecimento dos mecanismos de modulagdo do complexo
de histocompatibilidade por genes virais oncogénicos, informando que uma supressdo do
sistema imune do hospedeiro € necessaria para que a génese tumoral possa ocorrer (Schrier et
al., 1983; Kovesdi et al., 1986).
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O estudo dos mecanismos envolvidos com a interacdo entre as proteinas de virus
oncogénicos e 0 hospedeiro celular permitiram inclusive o entendimento dos eventos
metabdlicos durante a degradacdo proteica in vivo e a via da ubiquitina, derivando
diretamente do estudo das proteinas do HPV. Estudos com a proteina E6 permitiram a
descoberta do p53 como o primeiro substrato identificado do sistema de degradacéo
dependente da ubiquitina (Scheffner et a., 1990) e a caracterizagdo da EGAP como a primeira
proteina-ligase para ubiquitinaE3 (Scheffner et al.,1993). Estudos subseguentes com
adenovirus identificaram a protedlise mediada pela ubiquitina como um importante processo

regul atorio durante a oncogénese (Querido et a., 1997).

Papilomatoses

A documentac&o historica sobre relatos relacionados as manifestacdes patol dgicas da
infeccdo pelo HPV nos remete inicialmente ao periodo greco-romano. Desde entdo, ja se
relacionavam as lesdes anogenitais a uma provave transmissdo sexual.

Rigoni-Stern (1842), um médico italiano, relatou seus achados tanatoscopicos em
relacdo as mortes ocorridas em mulheres na cidade de Verona, entre o periodo de 1760 a
1839. Ele observou atentamente que havia uma maior frequéncia de cancer cervical entre
mulheres de vida sexualmente ativa, como senhoras casadas, prostitutas e concubinas, ao
contr&rio das baixas incidéncias encontradas entre mulheres virgens, como religiosas e
celibatarias. Isto o0 levou a conclusdo que estas lesbes eram de natureza sexualmente
transmissivel.

A primeira demonstracdo de transmissdo de lesdes condilomatosas resultante da
inoculagdo de extratos livres de células foi feito por Ciuffo, na Itdia em 1907, comprovando
claramente a transmissibilidade destas lesbes e ainda demonstrando que ela ocorreria em
materia livre de células.

Alguns anos depois, foi descoberta a natureza infecciosa dos condilomas genitais e
das papilomatoses laringeais. A microscopia eletrénica foi capaz de demonstrar a presenca de
particulas virais nestes extratos infectantes (Strauss et al., 1949). Apesar da demonstracdo
mais antiga do potencia carcinogénico de lesbes papilomatosas em animais (Rous & Beard,
1934; Rous & Kidd, 1938; Rous & Friedewald, 1944), foi inicialmente atribuida ao Herpes
simplex tipo 2 o papel oncogénico em neoplasias de colo uterino (Rawls et a., 1968; Naib et

a., 1969; Nahmias et a., 1970). Contudo, estudos mais aprofundados, em mais larga escala
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demonstraram-se incapazes de confirmar os achados iniciais da presenca do herpes virus
nestas lesdes (Vonkaet al. 1984).

As papilomatoses como precur sor as das lesdes neoplasicas do colo uterino:

No inicio da década de setenta foram iniciados experimentos com a intencdo de
avadiar a participacdo dos papilomavirus no surgimento de lesdes tumorais. Estes estudos
baseavam-se em relatos de transformagdo tumoral de condilomas anogenitais (condylomata
acuminata) em carcinomas epidermdides (zur Hausen, 1977). Foi identificado um tipo até
entdo ainda ndo descrito de HPV em condilomas genitais, o HPV 6 (Gissmann and zur
Hausen, 1980; de Villiers et a., 1981), e um outro em papilomas laringeais, o0 HPV 11
(Gissmann et a. 1983). Meisels e Fortin (1976) encontraram transformacfes celulares
displésticas em esfregagos colpocitologicos que denominaram de células coloidiciticas,
postulando que o surgimento destas células seria a etapa precursora para 0 surgimento de
células neoplasicas. Esta teoria foi comprovada com a demonstragdo de particulas virais
internalizadas nas cé ulas coloidociticas por Della Torre (1978) e Hills & Laverty (1979).

Foram também identificadas particulas virais em lesdes condilomatosas gigantes,
conhecidas como tumores de Buschke-Lowenstein (Gissmann et al. 1982; Zachow, 1982).
Utilizando técnicas de hibridizagdo com o DNA do HPV 11, Gissmann (1983) conseguiu
isolar amostras deste DNA em algumas bidpsias de carcinoma cervical. Posteriormente,
também usando o HPV 11 DNA como sonda foi conseguido o isolamento de novos tipos de
HPV, identificando o HPV 16 e o HPV 18, tanto em amostras obtidas de bidpsias de canceres
cervicais, quanto em culturas de células com linhagens originadas em carcinomas
epidermoides (Dirst et al., 1983; Boshart et a., 1984). Contemporaneamente, foi possivel
demonstrar a presenca do HPV 16 em lesBes pré-tumorais anorretais, conhecidas entdo como
papulose Bowenoide (Ikenberg et al., 1983), e que gracas a estes achados sdo atuamente
consideradas como neoplasias intraepiteliais denominadas tumores de Bowen. Imediatamente
apos, foram também identificadas particulas tumorais de HPV 16 em carcinomas
intraepiteliais de colo uterino (Crum et al. 1984).

Carcinomas anogenitais
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LesBes verrucoides papilomatosas podem ocorrer na pele e mucosa da regido
anogenital, atingindo em maior frequéncia a vulva e a regido perianal. Grande parte destas
lesBes podem persistir de forma crénica, e em sua maioria, foi demonstrada a presenca de
HPV tipos 6 e 11 desde os anos oitenta (Gissmann et al., 1982; Zachow et al., 1982; Boshart
and zur Hausen, 1986). Em periodo subsequente, foi possivel a demonstragdo da presenca de
HPV 16 em lesBes papilomatdides de Bowen, que na época eram consideradas |esdes pré-
cancerosas que ocorrem mais frequentemente em regido periana e vulvar (Ikenberg et d
1983). Mais recentemente, foi demonstrada a presenca do HPV 16 entre 30 e 50% dos
carcinomas epidermoéides de pénis (Lont et a., 2006). De mesma forma, também foi
comprovada a presenca do HPV 16 em neoplasias epidermoides de vulva e vagina em 50%
dos casos (Madsen et al., 2008).

Apesar de apresentar uma baixa taxa de incidéncia anual, entre 0.1 e 2.1 por 100.000
habitantes, as neoplasias anogenitais tem uma importante relevancia, considerando-se seus
impactos clinicos em uma grande populacdo (Zur Hausen, 2009). Comportamentos de risco,
como promiscuidade e homossexualismo masculino podem aumentar probabilidade de se
adquirir estas patologias (Daling et al., 1987).

Carcinomas orofaringeais

A coversao maligina de lesBes papilomatosas orofaringeais em carcinomas tém sido
descritas desde meados dos anos 40 do século 20, embora nestes tempos ainda néo
houvessem sido estabel ecidas relacbes com infegdes virais (zur Hausen 1977). Contudo, em
1983, surgiram relatos da identificacdo da presenca de HPV em lesBes hiperplésicas e
condilomatdides orofaringeais (Syrjanen, 1983). Estes achados permitiram concluir que
poderia haver a participacdo do HPV no surgimento de lesdes malignas nestas regides. Os
primeiros relatos da identificacdo de determinados tipos de HPV em carcinomas
orofaringeais surgiram logo posteriormente (Loning et al., 1985). Relatos que se seguiram
confirmaram estes achados, com uma taxa de identificacdo variando entre 25 e 60% dos
casos (Weinberger et a., 2006; Psyrri and DiMaio, 2008; Gillison et al., 2008).

Carcinomas dér micos
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Os primeiros relatos cientificos a correlacionar |esdes verrucoides papilomatosas de
pele e neoplasias remontam aos anos 20 do século passado. Nesta época, Lewandowsky e
Lutz descreveram o surgimento de carcinomas de pele em pacientes portadores de
epidermodisplasia verrucdide, a partir de lesdes verrucéides papilomatosas expostas a uma
grande incidéncia de radiacOes solares (Lewandowsky & Lutz, 1922). Aproximadamente 40
anos apds, surgiram relatos da identificagdo de HPV em lesdes papilomatosas benignas de
pele (Ruiter & Van Mullem,1970; Yabe et a.,1969). Relatos anteriores ja haviam
demonstrado o carater infeccioso e transmissivel das lesdes papilomatosas verrucdides de
pele por inoculagdo de extratos livres de células (Lutz, 1946). Posteriormente, surgiram
relatos cientificos demonstrando a presencade HPV tipos 5, 8, 12, 14, 17 e 20 em carcinomas
epidermdbides de pele (Orth, 1986), em especial, naqueles surgidos a partir de lesdes
condilomatosas em pacientes portadores de epidermodisplasia verrucOide, cujo carater
hereditario foi comprovado em estudos genéticos que identificaram uma mutagdo com
inativacao dos genes EVERL/TMC6 e EVER2/TMCS (Orth, 2008).

Consideracbesfinais

Vérias publicagbes durante este periodo de descobertas da participagdo das lesdes
inflamatérias papilomatosas causadas pelo virus HPV no surgimento de lesdes cervicais,
anogenitais, orofaringeais e dérmicas, atribuiram a participacdo destes virus na oncogénese
de diversos outros canceres. Neoplasias de esdfago, prostata, bexiga, pulmao, entre outros
foram implicadas. Contudo, estudos mais aprofundados ndo conseguiram demonstrar uma
presenca persistente dos papilomavirus nestas lesdes (zur Hausen, 2009). Entretanto, o
recente relato do isolamento de um outro virus pequeno de DNA, muito semelhante ao HPV,
o polyoma virus, no cancer de Merkel (Feng et a., 2008), e a observacdo que outras
neoplasias aumentam em incidéncia em pacientes submetidos a prolongados periodos de
imunossupressao, tal como ocorre em outras neoplasias de origem inflamatéria (Vajdic et .,
2006), sugerem gue a pesquisa de mecanismos oncogénicos de origem viral nestas e em
outras neoplasias ainda podem permitir a elucidacéo de inimeros fatos ainda ndo conhecidos,
“nos causando verdadeiras surpresas’ (zur Hausen, no discurso de agraciamento do Prémio
Nobel, 2008).
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Resumo

Durante os Ultimos 40 anos tem se demonstrado a participacdo do papilomavirus
humano (HPV) no cancer cervical. Atualmente, o papel desta familia heterogénea de virus na
carcinogénese esta bem estabelecido, ndo apenas no carcinoma cervical, como também em
uma substancial quantidade dos outros canceres anogenitais e digestivos. Além disto, tipos
especificos de HPV tém sido relacionados com determinadas neoplasias cuténeas. Em
mulheres, a nivel mundial, as infeccbes por HPV estéo presentes em mais de 50% das
neoplasias ligadas as infecgbes, em homens, isto ocorre em apenas 5% dos casos. A
identificacdo e caracterizacdo do papilomavirus humano tipos 16 e 18, assim como a
demonstracdo de sua participacdo no desenvolvimento do cancer cervical com a descri¢éo de
diversos mecanismos envolvidos vaeram ao Dr. Harald zur Hausen o prémio Nobel em
medicina e fisiologia no ano de 2008.

O presente relato revisa os aspectos biologicos envolvidos no processo de infeccdo pelo
papilomavirus humano e sua participagao no surgimento de neoplasias epidermdides.

Abstract

In the last 40 years it has been associated the human papillomavirus (HPV) infection
in the cervical cancer. Actualy, the role of this heterogeneous virus family in the oncogenesis
iswell established, not only in the cervical cancer, but also in other skin and mucosal cancers.
For the women, the HPV infections are detected at least in 50% of the infectious cancers,
worldwide. For the men, it has been reported in only 5%. The identification and
characterization of the human papillomavirus 16 and 18 and the demonstration of the role in
cervical cancer oncogenesis were well described by Harald zur Hausen (Nobel Prize of
Medicine and Physiology, 2008). This paper reviews the biological aspects of the human
papillomavirus infections and the devel opment of epidermoid cancers.
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Introducéo

As infecgbes causadas por papilomavirus humanos (HPV) destacam-se por sua
elevada freqliéncia, implicagdes clinicas e interpessoais, além de serem relatadas como
fatores ambientais comprovadamente rel acionados a oncogenese.

A infeccdo pelo HPV é considerada uma doenca sexualmente transmissivel pela
Organizacdo Mundial de Salde (OMS) e sua prevaléncia é relatada entre 2% e 68% da
populacdo adulta, de acordo com o grupo estudado. Estima-se que a maiorias das pessoas
sexualmente ativas entrara em contato com o papilomavirus em algum momento de sua vida,
estudos indicam que 10 a 20% da populacdo adulta apresenta infeccdo pelo HPV. Estas
infeccbes podem apresentar-se como quiescentes na maioria dos casos, ou como lesdes
dérmicas verrucosas, geralmente pequenas. Em alguns casos podem apresentar-se com lesdes
gigantes (tumor de Bursk-Levenstein), ou evoluir para neoplasias epidermdides (zur Hausen,
2009).

Atuamente consideram-se as infegdes por HPV como agente etioldgico essencial no
desenvolvimento de neoplasias de colo uterino. O cancer cervical € a segunda causa mais
importante de mortes em mulheres, depois do cancer de mama. Cerca de 500.000 novos
casos sao anualmente diagnosticados em mulheres entre 25 a mais de 40 anos. O DNA-HPV
foi identificado na grande maioria dos casos de colo uterino (Walboomers et al., 1999),
pacientes com infeccbes prolongadas possuem maior probabilidade de desenvolver
neoplasias (Mufios et al., 2003). Mais de 40 subtipos de HPV foram identificados como
oncogénicos para a espécie humana, sendo classificados de acordo com a probabilidade de
causar neoplasia em baixo, médio e alto risco (Kjaer et al., 2001).

A infeccéo pelo HPV tem sido correl acionada também com o cancer de anus, estima-
se que aproximadamente 85% dos casos de cancer de anus estejam correlacionados com
infeccdo pelo HPV (Palesfsky, 1998), da mesma forma, cerca de 35 a 50% dos casos de
canceres de vulva, vagina e pénis tem sido atribuidos a infec¢do pelo HPV, assim como 20%
dos casos de cancer de orofaringe e 10% dos casos de neoplasias de laringe, trato respiratorio
e digestivo (Zur Hausen, 2009).

Os mecanismos genéticos envolvidos na iniciacdo e progressdo do cancer ndo sao

completamente conhecidos. Os processos relativos as ateracbes que podem ocorrer na
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cromatina durante a transformagdo celular e na eventual interacdo com agentes ambientais
também apresentam aspectos obscuros. Para elucidacdo destes mecanismos, 0 uso de
modelos experimentais favorece abordagens mdltiplas, sendo mais atraentes aqueles que

possibilitem contribuic¢des para control e de enfermidades associadas.

Estruturaviral

O HPV é formado por um genoma de DNA circular em fita dupla, com 7.200 a 8.000
pares de bases. Este material genético encontra-se envolto por um capsideo protéico com um
didmetro de 50 nm, este capsideo possui 72 subunidades icosaédricas denominadas de
capsomeros, que sao formados por duas diferentes proteinas, L1 e L2 (Modis et a., 2002;
Conway, 2009). O capsideo é possui uma predominancia de proteinas L1, em torno de 80%
da proteina vira, e€las sdo género-especificas e servem como medidor indireto da
infectividade. A proteina L2 € tipo-especifica, possuindo cerca de 70 kD, enquanto a L1
possui em torno de 55 kD (Chen, 2000; Sapp, 2009), vide figura 1.

Figura 1.

O pentamero que forma a unidade repetitiva da estrutura supramolecular do capsideo
€ formado por cinco unidades de proteina L1 e uma unidade de proteina L2 (figura 2).

Figura 2.

As proteinas L1 possuem dobramentos funcionais (“bragos’) com propriedades
hidrof dbicas que permitem uma adesdo firme tanto entre unidades formadoras do capsdmero,
como em capsomeros adjacentes. Estudos estruturais com cristalizagdo e criomicroscopia
eletrobnica (Chen et a., 2000; Modis et a., 2002) sugerem que o0s “bracos’ C-terminais
invadem as estruturas vizinhas e por interagbes hidrofébicas garantem a adeséo
interpentamérica (figura 3).

Figura 3.

Estudos estruturais e de espectrometria de massa demonstraram ainda que a formagéo
de uma quarta hélice (h4) formadora do “brago” lateral permite a aproximacao dos residuos
de cisteina cys-428 do pentdmero invasor com o residuo cys-175 do pentdmero receptor,
promovendo aformagdo de uma ponte de dissulfeto que estabiliza mais ainda a ultraestrutura
do capsideo viral (Modis et al., 2002). Baseando-se neste modelo, Carter (2003) demonstrou
gue a maioria dos anticorpos neutralizantes estdo direcionados contra epitopos contidos nas

algas C-terminais superficializadas.
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As setenta e duas moléculas de proteina viral L2 que formam o capsideo encontram-
se centralizadas no capsdOmero pentaédrico, firmemente coesas gracas a interacdes
hidrofébicas com as proteinas circundantes L1 (Buck et a., 2008). Estas propriedades
estruturais promovem a internalizacdo da maioria das acas protéicas, em especia do
segmento N-terminal, tornando menos acessivel a hidrdlise e a ligagdo com anticorpos (Yang
et a., 2003; Richards et a., 2006).

I nteracdo com receptores celulares

Estudos estruturais demonstram que 0s capsideos virais possuem a capacidade de
interagir com receptores de membrana extremamente conservados evolutivamente e
abundantes na superficie celular hospedeira. Esta adesdo entre o capsideo e a superficie
celular ocorre primariamente gragas a proteina L1 (MUller et al., 1995; Roden et a., 1994;
Volpers et a., 1995). Posteriormente foi comprovado que esta adesdo ocorre gragas a uma
grande afinidade entre a proteina L1 e os glicosaminoglicanos presentes nas proteinas dos
receptores de superficie celular, esta afinidade se encontra especiamente relacionada a
presenca de heparan sulfato (Joyce et al., 1999).

De fato, a maioria dos receptores de superficie celular sdo formados por estruturas que
contém proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs), podemos citar como exemplo: receptores
para fatores de crescimento, lipoproteinas, bactérias e virus (Bernfield et a., 1999). As duas
principais familias de receptores de superficie celular sdo sindecans e glipicans (Bernfield et
a., 1992; Fransson, 2003). Na realidade, ja foi comprovado que a maioria dos receptores
ligantes para os VLP de HPV's n&o sdo especificos. Os sindecans-1 s80 0s receptores mais
abundantes na superficie celular de células epiteliais, e podem servir de receptores
indistintamente tanto para VLP de HPV-11 e HPV-16 (Bernfield et a., 1992; Elenius et a.,
1991; Gallo et al., 1994).

Estudos in vitro demonstram que os papilomavirus (PV) podem se ligar a elementos
da matriz extracelular (ECM), estes elementos secretados pelos queratinécitos mediam a
ligacdo viral a superficie celular, proteinas como a laminina 5 (LN5), assim como

peptidoglicanos de heparan sulfato normamente participam destas interactes (Culp et d.,
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20063, 2006b; Selinka et al., 2007). Evidéncias recentes demonstram que a participagcdo de
um segundo receptor deve ser necessaria para ainternalizacéo do PV.

Day et a (2008) demonstraram recentemente que o pré-tratamento de capsideos com
uma peptidase, a furina, pode promover a internalizagdo celular destas particulas mesmo na
auséncia dos HSPGs. A figura seguinte demonstra um modelo de interagOes para a
internalizac&o do papilomavirus (Figura4).

Figura 4.

Estruturado DNA viral

O genoma do HPV consiste em um DNA circular de dupla fita com 7.200 a 8.000
bases, possui trés regibes que codificam as proteinas virais (Open Reading Frames, ou
ORFs). Este genoma possui trés fragmentos subgénicos, uma regido precoce (Early) que
possui 45% do genoma, uma regido tardia (Late) com 40% do genoma e uma outra regido
que contém elementos regulatdrios da transcricdo e da replicagdo viral, esta regido €
denominada NCR (non-coding region) ou LCR (long control region) representando 15% de
todo o genoma (Figura5).

Figurab.

A regido precoce possui seis genes, as proteinas que codificam possuem importantes
funcdes nareplicacéo (E1), natranscricdo do DNA (E1 e E2) e natransformagéo celular (E5,
E6 e E7) (zur Hausen, 2000) (ver tabela 2). A proteina E2 controla a transcricdo de outros
genes virais (E6 e E7), também possuindo atividade estimuladora da funcdo supressora
tumoral da proteina p53. A E2 também interage com a E1 facilitando sua ligacdo a origem da
replicagdo (Chiang et a, 1992). A proteina E4 possui funcfes ligadas a diferenciacdo dos
queratindcitos, sendo 0s mecanismos ainda ndo totalmente elucidados. Alguns autores
relatam que esta proteina € responsavel pela coilocitose, uma alteracéo da arquitetura celular
gue promove uma alteracdo termina dos queratinécitos promovendo o rompimento celular
facilitando a liberacdo das particulas virais (Doorbar et a., 1986; Roberts € al., 1997). A
proteina E5 liga-se ao receptor mitogénico, estimulando o crescimento epidérmico (Pim et al.
1992). O gene E6 expressa uma proteina que tem a capacidade de degradar proteoliticamente
a proteina supressora do crescimento tumoral p53, que resulta no descontrole do crescimento
celular que pode permitir a imortalizagdo dos queratindcitos (Storey, 1998). O gen E7
codifica a producéo de uma fosfoproteina liga-se a um gene supressor de tumor pRB, esta

ligac8o parece estar relacionada a inducdo da proliferacéo e imortalizacéo celular, haindicios
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de que esta habilidade de ligacdo E7-pRB esta relacionada ao grau de oncogénese do tipo
vira (Thierry, 2009).

Os genes da regido de replicagdo tardia codificam a sintese das proteinas formadoras
do capsideo viral, L1 e L2. Estas sequéncias sdo altamente preservadas entre todos os tipos
de papilomavirus humanos (Bernard et al, 1994). O gene L1 € o responsavel pela codificacdo
da proteina L1, a mais abundante no capsideo, e possui epitopos tipo-especificos altamente
imunogénicos, 0 gene L2 por sua vez, € o responsavel pela codificacdo da proteina L2,
também presente na estrutura do capsideo, porém em menor nimero, como ja descrito
anteriormente. Estes genes tardios sdo expressos nas camadas superficiais do epitélio
infectado.

Tabela 1.

Replicagéo

A replicacdo do papilomavirus humano ocorre exclusivamente em epitéio
estratificado da pele ou em mucosas. Estes sdo tecidos complexos e congtituidos de diversas
linhagens celulares. A grande maioria das células epiteliais compde-se de queratinécitos em
diferentes estagios de maturacdo, correspondendo a cerca de 80% deste tecido. Outras
linhagens celulares reunidas correspondem a 20% das células, e incluem melandcitos, células
de Langerhans e de Merkel.

Entre os queracindcitos, dois tipos possuem a capacidade de divisdo celular: células
tronco de crescimento lento e células da camada basal. Estas células proliferativas sdo o avo
para o crescimento dos papilomavirus, onde estabelecem uma populagéo celular infectada.
Os papilomavirus desenvolveram mecanismos complexos que adaptam a célula hospedeira,
promovendo a transcricdo de seu proprio DNA, promovendo a sintese de proteinas virais, que
regulam o metabolismo celular de forma a promover uma maior producdo protéica de seu
interesse e regulando o ciclo celular impedindo sua degeneracdo e morte (apoptose),
promovendo a sua “imortalizacao”.

O entendimento dos mecanismos envolvidos na replicagdo vira baseiam-se
principalmente em modelos experimentais da replicacdo do papilomavirus bovino tipo 1

(BPV-1) em culturas celulares de fibroblastos de camundongos (linhagem C 127). Sabendo-
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se que os mecanismos de replicagdo vira sdo atamente conservados e podem ser
perfeitamente extrapolados para o papilomavirus humano (Berg & Stenlund, 1997).

Logo apos a internalizacado dos papilomavirus pela célula hospedeira, ocorre a entrada
do seu DNA no nlcleo celular, através dos transportadores proprios da célula hospedeira.
Uma vez no nucleo celular, ocorre a ativacdo da regido regulatéria que inicia a transcricéo
das proteinas precoces, E1 e E2. Estas proteinas direcionam os fatores de replicagdo da célula
hospedeira, desencadeando em cascata um aumento na sintese das proteinas virais precoces
(Frattini and Laimins, 1994).

Experimentos in vitro, demonstram que a proteina E1 é responsavel pelo estiramento
do DNA viral, assim como a abertura da dupla hélice durante o processo de replicacdo
(Sedman & Stenlund, 1998). Porém, também foi demonstrado que a replicacéo viral necessita
da ligacdo conjunta das proteinas E1 e E2 na origem de replicacdo viral (Stenlund, 2003;
Kurg et al., 2006).

O recrutamento das proteinas de replicacéo hospedeiras ainda ndo estd compl etamente
esclarecido. Foi demonstrada a interacdo da proteina E1 com a proteina de replicagcéo A, com
a topoisomerase e com a polimerase a-primase (Clower et a., 2006). Também é conhecido
que a fosforilagdo pelo complexo ciclina E/Cdk2 e ciclina A/Cdk2 é necessario para a
localizag@o nuclear da proteina E1. A proteina E8, cujo dominio de atividade compreende 12
aminoéacidos no HPV-31, é necess&ria para a formagdo de um complexo com a proteina E2,
cuja atividade regul atdria negativa é necessaria para estabilizagao replicacional alongo termo
(Stubenrauch et al., 2000; Lace et al., 2008).

Outra importante atividade da proteina E2 € garantir a equilibrada divisdo do DNA
parental para as células hospedeiras filhas durante o processo de divisdo celular. Esta funcéo
é realizada através da fixagéo de moléculas de E2 em diversos pontos de fixacdo, conhecidos
como elementos de manutencdo minicromossomal (MME) A fixacdo das proteinas E2
garante a estabilizacdo do DNA recombinado, resultante da incorporacdo do DNA vira ao
DNA da célula hospedeira, durante o processo de divisdo celular (Piirso et al., 1996; You et
al., 2004).

Nos epitélios sadios, a divisdo celular, e consequentemente a replicacdo de DNA
ocorre apenas nas células basais. Uma vez que estas células se despreendem da camada basal,
a divisdo celular e a replicacdo do DNA é interrompida, e as células véo envelhecendo
conforme se distanciam da camada basal em estratos cada vez mais superficiais. Por outro

lado, as células infectadas pelo HPV subvertem os mecanismos normalmente inibitérios das
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células hospedeiras, esta atividade é exercida pelas proteinas E6 e E7. Estas proteinas virais
descontrolam os mecanismos inibidores das células hospedeiras nos pontos de controle
regulados pelas familias das ciclinas, das quinases dependentes da ciclina (cdks) e dos
inibidores de quinases (Funk et a., 1997; Jones et al., 1997).

Estrutura e atividade biolégica da proteina viral E6

Os genes que codificam as proteinas E6 estdo presentes em todos os papilomavirus no
inicio da ORF, logo apos a regido ndo-codificante (NCR). As proteinas E6 sdo compostas de
aproximadamente 150 aminoéacidos, contém duas algas CX,C-X29-CX,C, unidas por um
interdominio de 36 aminoacidos. Estas a¢as sdo ladeadas por segmentos terminais amino
(N) e carboxi (C) terminais de tamanhos variados (Cole & Danos, 1987). O modelo
tridimensional da proteina E6 foi estudado através de cristalizagdo e ressonancia magnética
nuclear (RMN), por Nomine (2006) e é apresentado na figura 6:

Figura 6.

Até o presente momento nenhuma atividade enzimatica foi atribuida a proteina E6.
Demonstrou-se que a atividade biolégica desta proteina se deve a interagdes interprotéicas
(Ristriani et al., 2001) (ver figura 7).

Figura7.

A primeira interacdo metabdlica descrita para a E6 foi com a proteina proteina E6
associada (E6AP), uma ligase capaz de unir a E6 com a ubiquitina (Huibregtse et al., 1991).
A via da ubiquitina direciona proteinas para a degradacdo proteossomal através da adicéo de
diversos monémeros de ubiquitina a proteina destinada a hidrélise. A proteina E1 ativa os
mondmeros de ubiquitina que sdo posteriormente transferidos pela E2 a uma E3-ubiquitina
ligase, que confere especificidade ao substrato para a degradacdo. (Hershko & Ciechanover,
1992). O substrato mais estudado do complexo E6/E6AP-ubiquitina € a proteina fator de
repressao tumoral p53, a principal consequéncia desta inativacdo é a inibicdo da apoptose da
célula infectada pelo HPV, tornando seu ciclo de vida bem maior ao normalmente alcancado
por células sadias.

A via intrinseca da apoptose desencadeia a morte celular a partir de sinais
intracelulares, como DNA danificado, estresse oxidativo, desnutri¢do intracelular, e estimulos
por gquimoterapicos (Kaufmann and Earnshaw, 2000; Wang, 2001). Estes estimulos ativam

diversas vias metabdlicas que convergem para as mitocondrias. A mitocondria por sua vez
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recebe tanto estimulos pr6 como anti apoptéticos, quando esta o fiel desta “baanca’
metabdlica pende para o lado da apoptose, ocorre ativacdo das proteinas pro-apoptoticas
BH3, ocorre a formagdo de poros na membrana mitocondrial com o extravasamento de
citocromo c, fator de inducéo de apoptose (AlF), endonuclease G, Smac/Diablo and Htr/Omi.
Estas proteinas mitocondriais formam o “ apoptossomo”, um complexo protéico que resulram
na clivagem das proteinas citoplasmaticas caspase 3 e caspase 7, que se tranformam nas
caspases executoras, que clivam seus substratos poli-ADP-ribose, polimerase e laminina B,
provocando a morte celular (vide figura 8).

Figura8.

A via de apoptose extrinseca pode ser induzida durante a infec¢do viral como parte
das respostas do hospedeiro, sendo ativada por sinais extracelulares que induzem a ativacéo
de “receptores letais’ na superficie celular. Estes receptores sdo representados principal mente
pelos receptores do fator de necrose tumora (TNFR). Esta familia de receptores inclui o
receptor para TNF 1 (TNFR-1) , Fas/CD95, e os ligantes TNF-relacionados (TRAIL) DR-4 e
DR-5. Uma vez ligados, os fatores recrutam moléculas adaptadoras dos iniciadores de
caspase, como a caspase-8 e a caspase-10, formando complexos sinalizadores, que ativam as
caspases 3 e 7, também resutando namorte celular (Figura9).

Figura9.

Relatos cientificos demonstram que a proteina E6 blogueia a apoptose ligando-se a
proteina Bak, induzindo sua inativacdo através de sua degradacdo pela via da ubiquitina,
provavelmente com a participacdo da proteina ligante E3. Embora o papel exato da proteina
Bak ainda ndo estgja completamente elucidado, a sua integridade € necessdria para o
desencadeamento dos eventos envolvidos na apoptose. Também ja foi demonstrado que a
proteina E6 blogueia diretamente a via extrinseca da apoptose por interacdo direta com as
proteinas TNFR-1, FADD and caspase-8, também levando-as a um processo proteolitico
(Filippovaet al., 2002).

Estrutura e atividade biol6gica da proteina viral E7

As oncoproteinas E7 sdo compostas de aproximadamente 100 aminoéacidos, a por¢ao
aminoterminal contém uma regido similar a porcdo conservada CR1 e uma porcéo

inteiramente similar & CR2 do adenovirus (Vousden and Jat, 1989). A presenca de uma
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sequéncia conservada Leu-X-Cys-X-Glu (LXCXE) na regido CR2 é indispensavel para a
interacdo com a proteina de repressao tumoral do retinaoblastoma (pRB) na sua inativagéo
(Munger et a., 1989). A porcdo C-terminal contém um dominio de zinco composto por dois
motivos Cys-X-X-Cys (Barbosa et al., 1989) e pode funcionar como um sitio para
dimerizagcdo, embora ndo existam comprovagdes in vivo que esta formagéo de dimeros de E7
ocorra.

A estrutura tridimensional da proteina E7 foi elucidada por ressonancia magnética
nuclear (NMR) e cristalografia por RX (Liu et al., 2006; Ohlenschlager et al., 2006), vide
figura 10.

Figura 10.

Estudos recentes demonstraram que a proteina E7 é degradada por um mecanismo
proteossomal que envolve a conjugacao de sua por¢do amino terminal com a ubiquitina, com
um tempo de meia vida de menos de duas horas (Reinstein et a., 2000). Até o presente, ndo
foram demonstradas atividades enzimaticas para a proteina E7, atribuindo-se suas atividades
bioldgicas gragas as suas interacOes intermoleculares com outras proteinas e com o0 DNA,
subvertendo mecanismos metabdlicos celulares normais (figura 11).

Figura 11.

Ambos os genes das proteinas E6 e E7 sdo conservadamente integrados ao DNA
celular, e s80 0s Unicos consistentemente expressados nos carcinomas cervicais. Entre as
proteinas de origem viral, apenas o complexo EL/E2 possui atividade enzimatica até entdo
demonstrada, desta forma a presenca ativa de proteinas celulares responsaveis pela replicacéo
€ necessaria para a continuidade da replicacdo viral. Sabendo-se que as células epiteliais
acima da camada basal evoluiram para um estagio ndo replicativo, espera-se que
normal mente ndo ocorra sintese de DNA nestas células, entdo para que 0s virus continuem a
se replicar, € necessario que estes mecanismos inibitorios sejam subvertidos. Esta subversao
dos mecanismos inibitorios da replicacdo do DNA se da gracas principal mente a atividade
biolégica da proteina E7 sobre a pRB, direcionando-a a protedlise pela via da ubiquitina
(Collins et al., 2005) e por regulacéo da atividade transcripcional.

Regulacéo transcripcional

Uma das principais caracteristicas do HPV é a sua capacidade de integrar seu proprio

genoma ao da célula hospedeira. De fato, esta incorporacdo se da de forma eficiente, com a



87

integracdo de até centenas de cdpias. Contudo apenas um segmento de controle de replicacéo
éintegrado (LCR). Estes segmentos contém promotores da regido regulatoriaviral, P105 para
0 HPV-18 e P97 para 0 HPV-16 e o HPV-31. Esta demonstrado que as proteinas E1 e E2 séo
as iniciadoras da integragdo e da transcricdo, e possuem um efeito inibitorio sobre a
transcricdo das proteinas E6 e E7, enquanto estas também possuem um efeito inibitorio sobre
a transcricdo das proteinas E1 e E2. Desta forma ocorre um controle do tipo “feed-back”
negativo entre elas (Thierry and Yaniv, 1987). A regido controladora TATA encontra-se na
regido regulatéria imediatamente anterior a P105, e parece recrutar os reguladores
transcripcionais TFIID. Esta regi&o promotora é estimulada pela presenca de quatro proteinas
E2 (Figura12).

Figura 12.

Além de seus proprios promotores, o HPV também faz uso de reguladores
transcripcional da célula hospedeira, como o AP1 e o SP1. O regulador transcripciona SP1
participa da regulacdo de cerca de 30% dos genes das células epiteliais. Outros reguladores
foram demonstrados, como GRE, NF1, YY1, Oct-1 e C/EBP.
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I nativagéo dos supressorestumorais p53 e pRB

Ao entrar no nucleo celular, 0 HPV necessita transcrever uma porgdo de seu genoma,
aregido precoce. Esta regido expressa produtos necessarios para a replicacéo do DNA virdl.
Os produtos desta regido gendmica iniciam um ciclo de replicagdo celular, necessitando de
toda a atividade enzimatica celular que contribuem para a replicacdo do DNA (precursores,
DNA-polimerases, ligases, etc). Os genes que codificam estas proteinas sdo regulados por
diversos fatores de transcricdo. O complexo E2F-DP promovem a expressao destes genes.
Este complexo estd ligado a trés diferentes proteinas retinoblastoma (pRb) em células
guiescentes, 0 que inibe a expressdo dos genes necess&rios para a entrada na fase S.
Normamente as células recebem estimulos hormonais externos para a divisao, resultando na
sintese de ciclina D, que se combina com as quinases dependentes da ciclina, as cdk-4/6.
Estas quinases fosforilam as proteinas pRb com a liberacdo dos complexos E2F-DP,
permitindo a sintese da ciclina E. A formagdo do complexo ciclina E-cdk2 completa a
fosforilacdo das proteinas pRb e a completa expressdo do complexo E2F-DP, permitindo a
expressao dos genes necessarios a entrada na fase S. A transcri¢do das ciclinas D e E ativam
um “feedback” que promove um processo autocatalitico com entrada na fase S. Neste
processo, a proteina p53 atua detectando sinais de estresse que possam induzir erros na
duplicagdo destas células. Danos no DNA, hipoxia celular, choques térmicos, privagdo
nutriciona e ativagdo por oncogenes servem como desencadeadores da atividade da proteina
p53. Quando ocorre ativacdo da proteina p53, ocorre sua modificacdo por metilagdo e
fosforilacdo. Uma das atividades da p53 € regular a expressao do gene p21, produzindo uma
proteina que se liga a ciclina D-cdk 4/6, inibindo a fosforilagdo da pRb e prevenindo a
entrada na fase S. Em sua atividade méxima, a proteina p53 inicia uma cascata de eventos
gue culminam na apoptose, com a morte celular elimina-se o clone celular possivelmente
contendo erros de replicagdo com um DNA defeituoso.

A replicacdo viral necessita forcar a célula a entrar nafase S e utilizar a0 méximo os
fatores de replicagdo celulares. Na maioria das vezes, isto se da por inativagdo dos genes
supressores pRb e pela liberagdo da transcricdo permitindo a formagdo dos complexos E2F-
DP. No caso do HPV, a proteina E7 se liga a pRb, permitindo a expressdo e formacédo do
complexo E2F-DP (Dyson et a., 1989). A initivacdo da pRb permite também ainativacédo da
p53, a inibicdo em conjunto destes dois fatores de inibicdo permite a plena replicagdo do

DNA, e mais importante ainda, subvertem os mecanismos normais de morte celular por
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inibicdo tanto da viaintrinseca, como da via extrinseca da apoptose, provocando um aumento
substancial do tempo de vida celular, fenbmeno conhecido como imortalizagdo” celular.

Nas células de mamiferos, as proteinas p53 sdo mantidas em baixas concentractes
gracas ao controle das proteinas MDM-2 e MDM-X, que se ligam a p53 promovendo sua
poliubiquitinacdo. A expressao das MDM’s sdo reguladas positivamente pela p53, este
mecanismo auto-regulado permite peguenas variagdes nas atividades destas proteinas (Wu et
al., 1993). Sinais de estresse celular possuem efeito inibitério sobre as proteinas MDM,
promovendo a liberacdo da p53 de seu controle negativo. No momento em que a pRb é
inibida pela E7 e E2F, ocorre a regulacdo da proteina ARF que se liga a proteina MDM e
diminui sua atividade (Levine et al., 2009).

O equilibrio entre estes fatores permite a célula permanecer em estados quiescentes,
contudo em casos de hiperexpressdo de oncogenes inibidores de p53 e pRb ocorre o
crescimento exacerbado destas linhagens celulares.

I nter agbes com o sistemaimune

As interacBes imunoldgicas entre 0 hospedeiro e 0 HPV possuem caracteristicas
especiais que dificultam seu estudo. O HPV possui extrema especificidade sobre a espécie
humana, dificultando seu estudo em modelos animais e cultura de células.

A inoculacdo de vacinas contendo VLP's de proteinas do capsideo de HPV s de alto
risco, como HPV-16 e HPV-18 tem conferido uma imunidade duradora e forte o suficiente
para prevenir infecgdes futuras, cumprindo satisfatoriamente o papel de vacinas profilaticas
para as populacdes estudadas até 2007 (Kahn and Burk, 2007). Contudo, a imunidade
conferida por uma primoinfec¢cdo natural ndo demonstra forga ou persisténcia suficiente para
prevenir novas infeccdes (Carter et al, 2000), muito menos se correlaciona com a deteccéo de
HPV-DNA (Andersson et el, 2008). A participagao de anticorpos ndo parece ser 0 mecanismo
mais eficaz de combate natural ainfeccdo pelo HPV, a descricéo da sindrome de WHIN, onde
existe a auséncia dos receptores CXCR4, em que a mobilidade e o recrutamento dos
neutréfilos estdo comprometidos, parece indicar uma maior participacdo da imunidade
celular no clearance das células infectadas pelo HPV (Gulino, 2003).

O componente mais imunogénico do HPV € a proteina L1, cujos titulos podem ser
medidos por ELISA. In vivo, as infecgbes causadas por papilomavirus desencadeiam a

producdo de anticorpos que apresentam maior reatividade contra as proteinas L1 em sua
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conformacdo pentamérica (Christensen et a., 1994). Contudo, em infeccbes naturais 0s
titulos de anticorpos sdo baixos e sua deteccéo € dificil. Para os tipos mais estudados, HPV-6,
11, 16 e 18, o tempo de soroconversdo meédio € de seis meses, embora 30 a 50% dos
pacientes parecem jamais adquirir imunidade contra qualquer particula vira (Carter et al.,
2000).

CLASSIFICACAO

As variagOes nos genes das proteinas L1, E6 e E7 sdo determinantes na classificagéo
dos novos tipos de HPV. A ICTV (International Council on the Taxonomy of Viruses)
determina que variagdes maiores que 10% individualizam novos tipos de HPV, variagdes
entre 2 e 10% permitem a classificagdo de subtipos, enquanto que variagdes menores que 2%
sdo considerados variantes de um mesmo tipo de HPV (Bernard et a. 1994). Os tipos de
HPV sdo identificados por nimeros, de acordo com a ordem de descricdo, desta forma o
primeiro e ser descrito foi 0o HPV 1, o0 segundo foi o HPV 2, e assim por diante. Existem mais
de 200 tipos de HPV descritos. Porém apenas cerca de 100 tipos possuem sua sequéncia
gendmica completamente descrita (de Villiers, 2004), Figura 13.

Figura 13.

POTENCIAL DE ONCOGENESE

Os HPV sdo classificados de acordo com a tendéncia em provocar a transformacéo
para lesdes malignas. S&o classificados com de baixo risco oncogénico, ocorrendo em lesdes
benignas e intraepiteliais, raramente em lesdes cancerosas ( tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70, 72, 81 e CP6108 ). O grupo de ato risco oncogénico ocorre em lesdes de ato grau e
especialmente nos carcinomas de colo uterino, anus e glande (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 68, 73, e 82), existem ainda tipos de provavel alto risco oncogénico (26, 53 e 66) e
os tipos 34, 57 e 83 sdo considerados de risco indeterminado (Mufioz, 2003; Wheeler, 2008).

Normalmente o ciclo de replicacdo dura quatro semanas e a infeccdo é auto-limitada,

sendo eliminada pelo sistema imune espontaneamente. Contudo em alguns casos 0 Vvirus
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escapa as defesas do sistema imune, resultando em infeccles persistentes. Pode ocorrer
integralizacdo do DNA viral ao DNA celular, com a sintese continua das proteinas E6 e E7,
permitindo a imortalizagao celular, este fendmeno ocorre mais comumente com 0s tipos
HPV-16 e HPV-18, nestes casos € importante ressaltar que apenas 2% evoluem para lesdes
malignas, sendo necesséria a participacdo de outros eventos ainda ndo completamente claros
para esta transformacéo (Meijer et al, 2000). Foi demonstrado que a proteina E6 se ligaauma
proteina celular ligante do gene supressor turmoral p53, inativando-o por ubiquinacdo,
evitando a supressdo do crescimento celular turmora (Beaudenon, 2008). Uma vez
estabelecida a lesdo maligna, a participagdo de um tipo especifico de HPV tem sido
demonstrada em mais de 90% dos casos, pela deteccdo de DNA viral nos tecidos afetados, de
fato, os genes virais E6 e E7 sdo invariavelmente expressos pelas células tumorais (Yugawa,
2009).

COFATORES NA PATOGENESE

Como j& citado anteriormente, apenas uma pequena parte das infeccles persistentes
evoluem para formas neoplasicas, havendo a necessidade de eventos biol6gicos adicionais
para esta transformagdo. Estes facilitadores adicionais sdo conhecidos como cofatores e
incluem, segundo relatos da literatura cientifica, heranga genética, respostas imunolégicas,

horm®ni os como a progesterona, tabagismo e promiscuidade (Magnusson, 2000).

TRANSMISSAO

A transmissdo do HPV é atualmente considerada como sexual, figurando desta forma
como uma das principais doencas sexualmente transmissivels, principamente por sua
frequéncia (Kjaer et al., 2001). Podem ocorrer transmissdes esporadicas por outras vias,
como fémites ou perinatal, tendo sido descrita a presenca de HPV em liquido amnidtico, pele
e orofaringe de recém-nascidos em até 73% dos casos (Cason et a., 1995.; Kaye et al.; 1996),
contudo esta aparente elevada contaminacdo ndo resultou em altos niveis de infecgcdo

materno-fetal nas populactes estudadas.

Transformagao oncogénica da primoinfeccéo ao carcinoma invasivo

O curso das doencas causadas pelo papilomavirus possui etapas conhecidas e bem

delineadas. Em uma fase inicial e geramente autolimitada da doenca ocorrem alteragcOes
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inflamatorias tipicas. Contudo, a persisténcia destas infeccbes pode cursar com ateragoes
progressivas que culminam com o carcinoma invasivo. O curso destes eventos pode ser
dividido em trés etapas distintas. um periodo inicial de inflamagdo, um periodo intermediario
de ateragOes displésicas epiteliais, que diversos autores consideram neoplasias intraepiteliais,
e um periodo posterior com lesdes caracteristicas de carcinoma com extravasamento deste

crescimento para além dalaminabasal, caracterizando a carcinomainvasivo.

Apesar de um elevado nimero de pessoas sofrerem inflamagdes por papilomavirus
humano, apenas uma fracdo desta populacdo ird desenvolver as formas mais avancadas da
doenca, fatores pessoais, ambientais e relacionados a0 agente etiolégico devem ser
considerados. Atuamente, € amplamente aceito que as inflamagbfes persistentes sao
necessarias para o surgimento das transformacdes neoplésicas, especialmente na presenca de
tipos de papilomavirus mais oncogénicos. Grande parte dos autores considera como
persistente uma inflamacéo comprovada por mais de sei's meses, na grande maioria dos casos

pode ser demonstrada a ativa replicagéo do HPV nestes tecidos (Ho, et al., 1998).

O material genético do HPV pode ser encontrado na célula infectada em trés formas,
epissomal, integrado e naforma mista Nafase inicia dainfeccdo, ocorre a internalizacéo do
virus, seu material genético é direcionado ao nucleo celular, e iniciase 0 processo de
replicacéo do préprio material naforma de fita dupla circular (0 epissomo), simultaneamente,
inicia-se 0 processo de transcri¢do das proteinas codificadas pelo DNA vira diretamente a
partir da fita dupla circular, inicialmente, ocorre a transcricdo dos genes precoces que
codificam as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7, posteriormente ocorre a transcricdo das
proteinas tardias responséveis pela formacdo do capsideo, L1 e L2. Neste periodo, ocorre o
surgimento das alteracbes dérmicas e mucosas préprias da lesdo inflamatéria causada pelo
virus, e estas alteracOes seréo mais severas quando houver uma carga vira mais elevada,
ocorrendo uma replicacdo viral mais intensa e uma maior eliminacdo de particulas virais
(Lillo, 2005).

Em um periodo posterior, pode ocorrer a integracéo de parte do material genético do
papilomavirus ao DNA celular. Esta “integragdo” ocorre invariavelmente com apenas parte
do DNA vira, iniciando-se no meio da regido precoce com fragmentagdo do gene E2. Por
este motivo esta proteina deixa de ser expressa e ocorre uma auto-regulacdo das proteinas E6
e E7. Neste periodo ocorre uma maior inativagdo dos genes de supressdo tumoral pRB e p53,

com uma maior inibicdo da apoptose e uma consequente maior evidéncia de deformagdes
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celulares, descritas como atipias celulares intensas (displasia grau 111), o crescimento celular
desordenado se instala progressivamente, com ruptura dos limites epiteliais e invasdo além da
[&mina basal, configurando o carcinoma invasivo. Esta progressdo ndo ocorre
universalmente, de fato na maioria dos casos as lesdes inflamatorias sdo auto-limitadas. O
tempo transcorrido entre a primoinfeccéo e o surgimento do carcinoma invasivo é variavel,
sendo na maioria dos casos nescess&rio de 5 a 20 anos para que estes eventos ocorram
plenamente (Woodman, 2007), vide figura 14.

Figura 14.

FORMASCLINICAS

A infecdo pelo HPV tem sido descrita em trés formas de apresentacdo: clinica,
subclinica e latente. A forma clinica mais comum se traduz no surgimento de lesdes dérmicas
exofiticas de superficie granulosa, que podem ser Unicas, mas geralmente séo multiplas e de
tamanhos variados entre milimetros a poucos centimetros, cada lesdo. Podem apresentar
alteracbes de coloragdo em relagdo a pele norma, geralmente eritematosas ou
hiperpigmentares. Estas lesdes sdo conhecidas como verrucdides ou condilomatosas
(verrugas ou condilomas) e sGo0 mais encontradas em areas dérmicas mais umedecidas, em
especial nas regifes anogenitais, como vulva, pequenos e grandes |&bios, introito vaginal,
vagina, colo uterino, anus, canal anal, glande peniana, uretra distal e meato uretral. Os
sintomas relatados incluem os relacionados diretamente a presenca destas |esdes
proliferativas, como presenca das tumoragOes, sangramentos e pruridos provocados por
atrito, e até mesmo sintomas secundarios a obstrugdes locais, como por exemplo, obstrucdo
urindria. Em casos raros podem ocorrer lesdes gigantes com necroses superficiais e
sangramentos, estas lesdes sdo conhecidas como tumores de Burske-Levenstein. A incidéncia
destas formas clinicas tem aumentados nos Ultimos anos nos paises em desenvolvimento,
mai s caracteristicamente em pessoas com vida sexual promiscua (Franceschi, 2009).

As lesdes subclinicas apresentam-se como areas difusas de hiperplasia epitelia néo
papilifera da camada germinativa (Meisels, 1976) e sua diferenciagdo histologica € plana ou
micropapilar (Reid, 1984). Estas |esdes ocorrem mais comumente no colo uterino e glande e
podem ser mais bem observadas ap0Os a aplicacdo de &cido acético a 5% que coagula e
precipita as proteinas intracelulares, demonstrando um epitélio acetobranco, méculas e

palulas (Lauro et a., 2000). Nas formas latentes ndo evidenciam-se lesdes macroscopicas e
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nem ocorrem sintomas, sO permitindo sua identificacdo através de técnicas de biologia
molecular. Nestas formas o DNA vira se encontra na forma epissomal, replicando-se
lentamente, apenas a cada replicagdo celular, podendo ocorrer sua reativagdo e permitindo o

recrudesci mento de formas infecciosas.
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Figura 1. modelo em computacdo gréficado capsideo do Virus HPV (Galloway, 2003).

Figura 2. Pentédmero icosaédrico formado por cinco unidades de L1 e uma unidade de L2
(em vermelho), representacéo em computacdo gréfica das moléculas (Chen 2000).
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Figura 3. Estrutura do HPV L1. (A) Estrutura do mondmero, (B) Capsdmero com interagao
pentamérica (Chen et al., 2000). (C) Detahe do bragco C-termina promovendo a adesdo
interpentamérica (Modis et a., 2002).
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Figura 4. Ligacdo do HPV aos receptores peptideoglicanos na matrix extracelular (PGHS1)
que os direcionam aos receptores de superficie (PGHS2) com internalizagdo por carreadores
protéicos. No citoplasma ocorre protedlise do capsideos e direcionamento do epissomo ao
nucleo.
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Figura 6. Modelo pseudodimérico da proteina E6. (A) modelo com os segmentos N-terminal
e C-terminal com os segmentos hidrofobicos demonstrados. (B) modelo com os segmentos
hidrofobicos interagindo. (C) Demonstracéo linear dos segmentos hidrofébicos. (D) Mapa do
modelo com 0s segmentos ndo previstos no modelo. (E) Demonstracdo dos residuos
conservados em todas as proteinas E6 (Normine et al., 2006).
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Figura 7. Proteinas que interagem com a E6, alterando diversas vias metabdlicas (Howie,

2000).
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Figura 11. Ligacdo da proteina E7 ao pRB e inibic&o de suas atividades.
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Figura 12. Representacdo esquematica do HPV-18 DNA integrado. (A) Replicacdo ativa das

proteinas E6 e E7 pela promocdo da regido LCR. (B) Presenca da proteina E2 provocando a
inibicdo das proteinas E6 e E7 e seus efeitos sobre os fatores de supressdo tumoral p53 e pRb.
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Figura 13. Arvore filogenética dos 118 tipos de HPV. Baseado no sequenciamento da regizo
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Figura 14. Ciclo biolégico do papilomavirus e ateracbes epiteliais cofféspondentee
correlacionadas a integracdo do DNA viral (Ciaran, 2007).

Tabelas

Tabela 1 — genes codificados no HPV-DNA

Gene tamanho regiao Proteina Atividades protéicas

L1 7200a8000bb  ORF - Late L1 - Participa naformagao da estrutura do
capsideo

L2 ~5500 bb ORF - Late L2 - Participa naformagao da estrutura do
capsideo

El ORF - Early E1 - Fixacdo do DNA viral ao hospedeiro
- Ativagéo dareplicag@o do DNA viral
- Ativacdo dos mondmeros de ubiquitina

E2 ORF - Early E2 - Fixac&o do DNA viral ao hospedeiro
- Ativacéo dareplicacéo do DNA viral
- Estabilizag@o do DNA viral durante a
divisdo celular
- transferéncia dos substratos de ubiquitina
paraaE3-ligase EGAP
- Estimulo da funcdo supressora do p53
(controle negativo)

E4 ORF - Early E4 - Transferéncia dos substratos de ubiquitina
paraaE3-ligase EGAP

ES ORF - Early ES

E6 ~150aa ORF - Early E6 - inibi¢do da das vias intrinseca extrinseca
da apoptose

E7 ~100aa ORF - Early E7 - Inibic&o da atividade da pRB
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RESUMO

A extracdo de DNA de diferentes origens possui grande importancia, tanto para o
diagnéstico clinico, investigagdes médico-legais, como também para estudos cientificos. Na
prética clinica diaria, os materiais obtidos removidos cirurgicamente de pacientes tanto para
diagnostico quanto para tratamento, sdo fixados em formol e incluidos em blocos de parafina

para posterior avaliagdo histopatoldgica. O papiloma virus humano tem sido implicado como
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fator essencial na oncogénese de diversas neoplasias epidermdides, sendo identificada sua
presenca em neoplasias orofaringeais e gastrointestinais, como esdfago, estbmago e colon,
muito embora em incidéncias variaveis. Duas amostras de material parafinizado de tecido
anal, dentre 09 testadas, apresentaram resultado positivo para o HPV através da amplificacéo
por primer consensus, assim como 01 amostra de sangue de paciente com alteragdes
gastricas. Apenas 01 caso positivo para HPV-16 foi encontrado nas amostras parafinizadas de
tecido géstrico utilizando o PapilloCheck como scanner de microarray para genotipagem das
amostras. Estes dados indicam a necessidade de otimizagdo de protocolos de identificagéo e
genotipagem para o HPV, viabilizando uma analise epidemiol dgica mais ampla da infecgéo

pelo HPV no trato digestivo.

ABSTRACT

DNA extractions from a wide sources are very important, for clinical diagnosis, forensis
investigations, and also for cientifical studies.Specimens surgically removed for clinical
diagnosis and treatment are fixed in formalin solutions and included in parafin block for
histopatology. In order to evaluate the role of human papillomavirus in epidermoids cancers
the HPV-DNA have been identified in orofaringeal, anogenital and gastrointestinal cancer
specimens with a wide range of results. This paper reports the DNA extration from paraphin
embeebed tissues, from anogenital and gastric mucosa specimens and the HPV primers

amplification (PCR) and detection, using Agilent Bioanal yser 2100 and Papillocheck test.

1INTRODUCAO
A extragdo de DNA de diferentes origens possui grande importancia, tanto para o
diagndstico clinico, investigacbes médico-legais, como também para estudos cientificos. Em

grande parte das vezes, as amostras a serem andisadas possuem DNA em peguenas
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quantidades. Desta forma, métodos que permitam a extracdo e amplificacdo do DNA obtido a
partir destas fontes encontram-se em constante aperfeicoamento (Barea, 2004; Bueno, 2004,
Doan & Monuki, 2008). Na prética clinica diaria, os materiais obtidos removidos
cirurgicamente de pacientes tanto para diagnéstico como para tratamento, sdo fixados em
formol e incluidos em blocos de parafina para posterior avaliagcdo histopatol 6gica (Biel awski
et al., 2001). O DNA contido neste material pode ser necessario tanto para fins diagndsticos,
como para estudos cientificos (Lehmann & Kreipe, 2001). O DNA extraido, mesmo em
pequenas quantidades pode ser amplificado por técnicas de polimerizacdo em cadeia (PCR),
obtendo-se concentracgfes suficientes para andlise (Mies, 1994).

O papiloma virus humano tem sido implicado como fator essencial na oncogénese de
diversas neoplasias epidermdides (zur Hausen, 2009). O estudo de sua participacdo no
surgimento de carcinomas gastricos cervicais e anogenitais permitem identificar as infecgdes
persistentes por HPV como o elemento desencadeador destas patologias (Meijer et al., 2000).
Estudos realizados nas Ultimas décadas associam a presenca do HPV DNA com a oncogénese
dos carcinomas epidermdides cervicais e anogenitais, identificando-o na maioria dos tecidos
oriundos destas neoplasias (Munger et al., 2002). Relatos diversos descrevem a identificagdo
da presenca do HPV DNA em outras neoplasias, em especia de neoplasias orofaringeais e
gastrointestinais, como esbfago, estdmago e célon, muito embora em incidéncias varidvels
(zur Hausen, 2009).

Em virtude da comprovada participacdo do HPV na oncogénese de diversas
neoplasias, diversos estudos foram delineados com o objetivo de identificar sua presenca
nestes tecidos. De fato, técnicas que permitiram o isolamento do HPV DNA nestas amostras
permitiram a identificagdo de diversos tipos de HPV, sendo que alguns foram implicados
mais intensamente na génese de neoplasias, enquanto que outros tipos estavam mais

associados com lesdes benignas (zur Hausen, 2009). Estas descobertas permitiram a
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classificacdo dos tipos de HPV em baixo, médio e elevado risco de oncogénese, de acordo
com sua maior ou menor participacdo no surgimento de neoplasias (Munoz, 2003; Wheeler,
2008).

No presente estudo, forma analisadas amostras de tecido gastrico e ana parafinizado
como fonte de DNA para identificacdo da presenca do HPV, assm como de amostras de

sangue circulante, pela metodologia de PCR e microarray.

2METODOLOGIA
2.1 Amostras biol6gicas

18 amostras de tecidos parafinizados forma utilizadas neste estudo, sendo 09 de tecido
gastrico e 09 provenientes da regido anal. Tais amostras foram obtidas no Departamento de
Patologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco de acordo com o
comité de ética CAAE - 0014.0.172.000-08. Foram incluidos neste estudo amostras de tecido
ndo-parafinizado e amostras de sangue coletados de pacientes normais ou portadores de

alteracfes no sistema digestivo.

2.2 Extragdo DNA parafinizado

O protocolo para extragdo de DNA a partir de material parafinado foi realizado utilizando-
se o kit comercial QIAamp DNA FFPE Tissue de acordo com as normas do fabricante, exceto
pela etapa de desparafinizacdo. Foram obtidos 30 cortes histologicos a partir dos blocos
parafinizados com espessura de 0,2 pm, os quais foram misturados a 180 pL de tampédo ATL
e 20 pL de solucéo de proteinase K, seguido de incubagdo overnight a 56°C, sob leve
agitacdo. Posteriormente, adicionou-se a amostra 400 p L de tampé&o AL e etanol (1:1 v/iv) e
homogeneizou-se vigorosamente. O lisado foi cuidadosamente transferido para uma coluna

acoplada a tubo de 2 mL. Realizou-se uma centrifugacdo a 8000 rpm por 1 min e o filtrado
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foi descartado. A coluna foi lavada em duas etapas, utilizando-se 500 pL dos tampdes AW1 e
AW?2, separadamente. Em cada etapa realizou-se uma centrifugacdo a 8000 rpm porl min,
sendo o filtrado descartado. Ao final da 22 lavagem uma nova centrifugacdo foi realizada a
14000 rpm por 3 min. A eluicdo do DNA ligado a coluna foi realizada adicionando-se 50 pL
de tamp&o ATE e incubando-se a temperatura ambiente por 10 min, seguida de centrifugacéo
a 14.000 rpm por 1 min. Esta etapa foi repetida duas vezes e o materia euido foi
armazenado a -20°C. A concentracdo do DNA das amostras bioldgicas e da amplificacéo por
PCR foi analisada utilizando DNA 7500 LabChip® Kit no Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent

technologies, Waldbronn, Germany).

2.3 Identificagdo do HPV

A identificacdo da presenca do HPV nas amostras bioldgicas foi realizada por PCR
utilizando os primers consensus GP5+/6+ e MY 09/11. O volume final dareacéo foi de 20 pL
contendo 2 puL do DNA extraido, 10mM Tris/HCI pH 8.0, 50 mM KCI, 2.5 mM of each
dNTP, 10 mM each of primer and 2,5U da Platinum Taq (Invitrogen). As condi¢cdes de
amplificagdo foram as seguintes: (i) 94°C por 3 minutos; (ii) 34 ciclos de desnaturagdo a
95°C por 1 minuto, anelamento por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; (iii) extensdo
fina a 72°C por 10 min. Os primers consensus para a regido do gene L1 GP5+ (5'-
TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3') e GP6+ (5-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3') amplificam 150pb com temperatura de
anelamento de 45°C. Os primers MY09 (5-CGTCCMARRGGAWACTGATC-3') e MY11
(5- GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3') foram utilizados para amplificagdo de uma regido
de 450pb deste mesmo gene, sob temperatura de anelamento de 55°C. Como controle
positivo foi utilizado o plasmidio pBR322.HPV16, gentilmente cedido pelo Instituto

Butantan.
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O gene B-globina foi utilizado como gene repdrter para garantia da qualidade da extragéo
do DNA das amostras biologicas, amplificando uma regido de 268pb. A amplificacdo foi
preparada para o volume final de 25 pL e as condigdes da PCR foram: desnaturacdo inicial
por 10 min a 94°C, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a
62°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min. A etapa de extensdo final foi realizada a 72°C
por 7 min (Simoanto et al., 2007). Como controle negativo da reacdo foi utilizada agua

ultrapura e como controle positivo foi utilizado DNA extraido de sangue humano.

2.4 Genotipagem do HPV

O PapilloCheck® HPV-screen DNA-chip foi utilizado para simultaneamente detectar
e genotipar 0 HPV presente nas amostras biologicas. A genotipagem pelo PapilloCheck
permite identificar os 06 sorotipos de baixo risco (06, 11, 40, 42, 43, 44) e 18 sorotipos de
alto risco (16,18, 31, 33, 39, 44/45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73, 82). O teste se
baseia na amplificagdo de uma regido de 350pb do gene E1 do HPV através de 24 pares de
sondas tipo-especificas. O controle interno para amplificacéo do gene ADAT1 € visualizado
pelo fluor6foro Cy5 no canal verde, enquanto que o resultado positivo para o virus é
visualizado no cana vermelho pelo uso do fluoréforo Cy3. Cada chip analisado compreende
12 pocos de 10mm?, cada um deles contendo 140 spots capazes de identificar os 24 tipos de
HPV, aém dos 4 controles de processo. Cada HPV é identificado por 5 spots compostos pelas
sondas especificas para hibridizacdo. Os resultados sdo considerados positivos pelo
PapilloCheck guando a amostra apresentou resposta positiva para os controles de amostra,
PCR e hibridizagzo, indicados no software utilizado pelo CheckScanner ™, assim como em

pelo menos 3 dos 5 spots de leitura de cada tipo de HPV.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Identificagdo do HPV pelos primers consensus MY 09/11 e GP5+/6+

Véarias ferramentas laboratoriais tém sido utilizadas para deteccdo de DNA viral em
amostras bioldgicas. Este é o primeiro trabalho que avalia a qualidade da extracdo de DNA de
amostras de tecido gastrico e ana conservadas em parafina pelo uso do Bionalyzer 2100
(Agilent) e a presenca de HPV pelo uso de primers consensus e pelo microarray do
Papillocheck (Greiner). Amostras de sangue e tecidos ndo parafinizadas também foram
utilizadas no estudo. A Tabela 01 enumera as amostras trabalhadas com a correspondente
andlise clinica/histopatol égica e os resultados de identificacdo por PCR.
Tabelal

O material extraido foi analisado no Agilent 2100 Bioanayzer, sendo possivel
visualizar na Fig. 01 que amostras parafinizadas apresentam DNA mais fragmentado quando
comparado ao DNA extraido de sangue. Amostras extraidas de parafina de tecido géstrico
apresentaram concentracdo mais baixa de DNA extraido em relacdo as amostras de tecido
anal.
Fig. 1

Para o tecido periana, 3 amostras, dentre as 9 trabalhadas, ndo apresentaram
amplificagdo para o gene controle da beta-globina, negativando também para a amplificagdo
do DNA de HPV pelos primers consensus GP5+/6+ e MY09/11. No entanto foi possivel
identificar a amplificagdo da regido do gene L1 do HPV em duas amostras, utilizando os
primers GP5+/6+. Nestes casos ndo foi possivel identificar resposta positiva para os primers
MYQ09/11 (Fig. 2). A amostra de nimero 03 é proveniente de bloco de parafina de amostra
coletada de paciente masculino com diagnéstico de condiloma acuminado, enquanto que a
amostra 06 foi obtida de paciente feminino diagnosticada com adenocarcinoma bem

diferenciado. A associagdo de infecgdes pelo HPV e anormalidades epiteliais no anus e reto
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vem sendo investigada desde meados da década de 1980, desde entdo, através de técnicas
para deteccdo de HPV DNA demonstrou-se sua presenca em mais de 50% dos casos de
doencas condilomatosas e carcinomas epidermdides anorretais (Frazer, Medley et al., 1986;
Scholefield, Sonnex et a., 1989).

Fig. 2

Em mulheres, ainda ndo esta clara a existéncia de uma relacdo direta entre infecgbes
cervicais e anais. Contudo, existe uma prevaléncia bem maior de HPV no cana ana de
mulheres com neoplasias intraepiteliais cervicais de grau Ill quando comparadas com
mulheres que apresentaram resultados normais em testes colpocitol égicos (Veo, Saad et al.,
2008).

As amostras de tecido gastrico apresentaram maior dificuldade de amplificacdo do
gene controle da beta-globina, coincidindo com extracdes de DNA com menor concentracéo
final. Nenhuma amostra gastrica apresentou resultado positivo para amplificacdo do DNA
vira (Figura 2). Em todos os testes foi utilizado um controle positivo representado pelo DNA
extraido de sangue humano com adi¢do do plasmidio pRB322 contendo 0 genoma completo
do HPV-16.

Amostras de DNA extraido de sangue e de tecido ndo-parafinizado também foram
analisadas quanto a presenca do DNA viral. A fig. 3 apresenta os resultados de amplificacdo
para a beta-globina destas amostras nos painéis A e B, aonde é possivel observar que houve
amplificagdo da regido deste gene homologo no tamanho esperado de 268 pb. No painel C
observa-se o resultado para a avaliagdo da presenca de HPV nas referidas amostras. Neste
caso a amostra de numero 19, extraida de sangue, apresentou resultado positivo para a
amplificacdo do DNA vira pelo primer MY09/11, com diagnostico histopatoldgico de
adenocarcinoma gastrico. Amostras de tecido gastrico sGo normamente utilizadas na

pesquisa da presenca do HPV, contudo alguns autores realizaram a busca da presenca do
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DNA do papilomavirus no sangue circulante, principalmente através de técnicas de PCR com
primeres GP5+/6+ e MY (09/11, como também utilizando chips comerciais de deteccdo de
HPV DNA, como o EasyChip Blot Kit (Linet a., 2008).

Fig. 3

3.2 Genotipagem das amostras

Todas as amostras extraidas de tecido anal e gastrico parafinizados, alem de amostras
frescas foram analisadas no PapilloCheck (Greiner), independente de apresentarem resultado
positivo para a presenca do HPV. Apenas a amostra 12 apresentou resultado consistente com
a presenca do HPV-16 no material extraido de paciente feminino, com 32 anos de idade,
diagnosticado com gastrite cronica ativa moderada associada ao H. pylori.

Esta amostra apresentou resultado negativo para os testes de amplificagdo pelos
primers consensus, sendo discordante do resultado obtido pelo PapilloCheck. Esta
inconsi sténcia também foi observado em amostras de raspagem cervical de mulheres entre 20
e 65 anos, utilizando-se PapilloCheck test e PCR com primer GP5+/6+ e captura hibrida,
observaram-se inconsisténcias entre os métodos, principalmente para tipos de HPV de alto
risco oncogénico (Jones et a. 2009). Dados inconsistentes em relagdo ao uso de primers
consensus ja foram relatados por Karlsen et al. (1996), no qual amostras de biopsias foram
testadas para os primers consensus MY09/11, GP5+/6+ e CP (E1). O PapilloCheck, que
consistem em um microarray de detecgdo simulténea de 24 tipos de HPV, apresenta maior
sensibilidade que os demais métodos testados, incluindo captura hibrida e PCR-EIA (método

de imunoensaio mediado por PCR enzimaético via GP5+/6+) (Peevor et a., 2009).
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4 CONCLUSOES

Técnicas que permitam o estudo da presenca do DNA do papilomavirus em células de
tecidos inclusos em formalina possuem uma importancia relevante, haja vista que na préatica
clinica € comum o estudo histopatolégico por microscopia Optica com coloragdo de
hematoxilina e eosina

Fragmentos teciduais parafinizados apresentam conservacdo do DNA viral, sendo
possivel a identificacdo génica por técnicas de amplificagdo (PCR) utilizando-se primers
consensus adequados, em nosso caso em 02 das 18 amostras avaliadas para a deteccéo do
gene que codifica aproteina L1 do HPV-16 com o uso do primer GP5+/6+.

Também foi possivel detectar DNA de HPV em amostras de sangue circulante de
paci ente com adenocarcinoma gastrico com o primer MY 09/11.

O PapilloCheck foi um método sensivel para deteccdo do DNA vira, embora ndo
tenha apresentado resultados coincidentes com os testes de PCR.
A otimizacdo da extracdo de DNA das amostras parafinizadas pode aumentar a eficiéncia de
ambos os testes, de PCR e microarray, melhorando a qualidade do material avaliado e a
sensibilidade/reprodutibilidade dos testes, permitindo estudos de identificacdo génica em
materiais oriundos de estudos histopatologicos e previamente preservados em blocos de
parafina. Estudos com materiais de variadas origens teciduais e com diferentes primeres
podem contribuir para melhoria da técnica permitindo uma maior amplitude de sua
aplicabilidade, podendo se tornar uma ferramenta importante no auxilio ao diagndéstico,

principal mente em patol ogias que atingem 6rgdos de dificil acesso.
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L egendas das Figuras

Fig. 1. Eletroforese pelo Agilent 2100 Bioanalyzer do produto da extracdo de DNA das amostras (A) de tecido
perianal parafinizado (linhas 1 a9), sangue congelado de pacientes com cancer gastrico (linhas 19 e 20) e (B) de

mucosa gastrica parafinizada.

Fig 2. Eletroforese pelo Agilent 2100 Bioanalyzer do produto de amplificagdo do DNA das amostras com 0s
primeres de B-globina, GP5+/6+ e MY 09/11 (A) de tecido periana e (B) de mucosa gastrica. Controles: coluna
C+ com sangue fresco adicionado o plasmideo pBR322, contendo o genoma do HPV-16 (controle positivo) e

colunaH20 com &gua destilada (controle negativo).

Fig 3. Eletroforese pelo Agilent 2100 Bioanalyzer do produto de amplificagdo do DNA das amostras com 0s
primeres de -globina, GP5+/6+ e MY(09/11 (A) de sangue congelado (19 e 20) e fresco (SgL), (B) tecido
perianal em formalina, extraido com kit comercial Qlagen (21Q) e com kit comercial Macherey-Nagel (21MN),
(C) sangue congelado (192 19B, 20 e 20B), tecido perianal em formalina (212 e 21B). Controles. coluna C+
com sangue fresco adicionado o plasmideo pBR322, contendo o genoma do HPV-16 (controle positivo) e

coluna H20 com agua destilada (controle negativo).
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Tabela 1 —Amostras avaliadas, diagnoésticos histopatol dgicos e primeres amplificados.

Amostra Material Diagnéstico Histopatol dgico Primer amplificado
1 Tecido perianal parafinizado Mucosa normal p-globina
2 Tecido periana parafinizado Ectasia venosa
3 Tecido periana parafinizado Condiloma acuminado B-globina  GP5+/6+
4 Tecido perianal parafinizado Carcinomain situ B-globina
5 Tecido perianal parafinizado Condilomas virais
6 Tecido perianal parafinizado Adenocarcinoma bem diferenciado ~ B-globina  GP5+/6+
7 Tecido periana parafinizado Adenocarcinoma medianamente B-globina
diferenciado
8 Tecido periana parafinizado Adenocarcinoma bem diferenciado ~ B-globina
Tecido periana parafinizado Carcinoma de células “em anel de
sinete” metastético

10 Mucosa géstrica parafinizada Mucosa normal

11 Mucosa gastrica parafinizada Mucosa normal

12 Mucosa géstrica parafinizada Gastrite cronica ativa moderada

associadaao H. Pylori
13 Mucosa géstrica parafinizada Carcinoma mal diferenciado
14 Mucosa géstrica parafinizada Carcinoma de células em “anel de p-globina
sinete”

15 Mucosa géstrica parafinizada Adenocarcinoma focal B-globina

16 Mucosa géstrica parafinizada Carcinoma indiferenciado B-globina

17 Mucosa géstrica parafinizada Adenocarcinoma mal diferenciado

18 Mucosa géstrica parafinizada Adenocarcinomamal diferenciado

19 Sangue congelado Adenocarcinoma B-globina MY09/11
20 Sangue congelado Adenocarcinoma p-globina

21 Tecido perianal em formalina Condiloma acuminado B-globina

SgL Sangue fresco - B-globina

C+ Sangue fresco adicionado o - B-globina  GP5+/6+ MY09/11

plasmideo pBR322
H20 Agua destilada -
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