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1. INTRODUCAO




Introducao

1.1 Carcinoma cervical e Papilomavirus humano (HPV)

O carcinoma cervical é considerado como o segundo tipo de cancer
mais comum em mulheres no mundo. A incidéncia varia de 40/100.000 em
muitos paises subdesenvolvidos a 10/100.000 em paises desenvolvidos
(Boer et al. 2004). A infecgao causada por certos tipos de HPV, é o fator de
risco mais importante para o desenvolvimento do cancer de colo de utero
(Morberg et al. 2003).

Os primeiros relatos do envolvimento das infecgcbes por HPV na
carcinogénese foram publicados em 1974 (Hausen et al. 1974). A
identificacdo de sequéncias de DNA de tipos especificos de HPV 16 (Durst
et al. 1983) e HPV 18 (Boshart et al. 1984) em amostras de carcinoma
cervical estimulou extensas investigacdes epidemiologicas de uma possivel
associacao de tipos especificos de HPV com cancer cervical e lesbes pré-
cancerigenas (Gissmann et al. 1987).

Desde 1976 sabe-se que as lesdes provocadas pelo HPV (condiloma
plano, invertido e papilar) no trato genital feminino, sdo freqlientemente
associadas a lesdes epiteliais escamosas de baixo grau (LSIL - Low
Squamous Intraepithelial Lesions), lesdes epiteliais escamosas de alto grau
(HSIL - High Squamous Intraepithelial Lesions e cancer cervical invasivo
(Syrjanen et al. 1983). Com o desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular mais de 55 tipos diferentes de HPV foram identificados em menos

de 10 anos (McCance et al. 1986, Syrjanen et al. 1986).
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Estudos recentes comprovaram que mais de 99% das amostras de

biépsias com cancer cervical contém sequéncias de DNA de HPV, e o tipo
mais comumente encontrado € o HPV16 (Morberg et al. 2003; Herrington et
al. 1999; Walboomers et al. 1999). Além disso, gendtipos de HPV foram
identificados em 77% das amostras de bidpsias de céncer cervical, cujos
exames colposcopico e citohistopatologico (microscopio Optico) néao
sugeriram infeccdo por HPV e em um estudo feito com amostras que
apresentavam um quadro de carcinoma cervical invasor, o DNA do HPV foi
diagnosticado em 93% dos casos (Bettini et al. 2003; Herrington et al. 1999).

Ha muitas infecgcbes assintomaticas por HPV e somente pequena
porcentagem de mulheres infectadas desenvolvem cancer cervical (Nguyen
et al. 2005). O DNA do HPV foi detectado entre 10% e 50% de mulheres
assintomaticas em idade reprodutiva e quando foi feita uma investigacao
prospectiva destas mulheres, colhendo seguidamente amostras cervicais
seriadas, observou-se que a maioria das infecgdes € transitoria e somente
uma pequena proporgao de mulheres tendem a permanecer com 0 mesmo
tipo de HPV em amostras subsequentes (Villa et al. 1997)

Ha muitos anos sabe-se que o genoma de HPV persiste em tumores
malignos, porém, pouco se sabe sobre os determinantes de risco da
infeccao persistente por esse virus (Vila et al. 1997). Estudos
epidemiologicos indicam que mulheres persistentemente infectadas por tipos
oncogénicos de HPV sao mais susceptiveis a desenvolver cancer cervical do
que aquelas infectadas transitoriamente (Peitsaro et al. 2002; Schiffman

1995).
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Em 1995 a Organizagcao Mundial da Saude concluiu que certos tipos

de HPV séao carcinogénicos. Varios estudos epidemiologicos e moleculares
conduzidos nos ultimos 20 anos tém confirmado que a infecgao cervical por
certos tipos de HPV é um evento precursor de cancer cervical (Bettini et al.

2003; Villa 1997; IARC Working Group 1995).

1.2 HPV

O HPV pertence a familia Papovaviridae. Sao virus pequenos com
diametro entre 40 a 55 nanbmetros, compostos por um capsideo
icosaédrico, constituido por duas proteinas estruturais L1 e L2 (Villa 1997;
Hausen e Villiers. 1994). O genoma de DNA de fita dupla circular do HPV
tem cerca de 8000 pares de bases, peso molecular de 5,2 x 10° daltons e é
dividido nas regides E (early - codifica as proteinas que serdo produzidas
inicialmente) e L (/ate - codifica as proteinas que serdo produzidas apés as
proteinas da regido E ). Essas duas regides codificadoras representam
respectivamente 45% e 40% do genoma viral e contém as open reading
frames (ORFs) E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1 e L2 (figura 1). Entre as regides E
e L, esta a regiao nao codificadora denominada LCR (/ong control region) ou
URR (upstream regulatory region), representando 15% do genoma viral,
envolvida no controle da expressao de genes virais (O’Brien et al. 2002;

Howley et al. 2001).
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Introducao

Figura1l. Esquema dos genes (ORFs) do HPV (modificado de
O’Brien et al. 2002)

Segundo Peitsaro et al. (2002), ja foram descritos mais de 120 tipos
de HPV, dos quais aproximadamente 40 estdo associados com lesdes no
trato anogenital. A especificidade tecidual dos HPVs parece ser exclusiva
para o epitélio pavimentoso da pele e das mucosas e, de acordo com as
propriedades bioldgicas, eles se dividem em dois grupos: cuténeotrofico e
mucosatréfico. No grupo cutaneotrofico estdo os HPVs agentes das verrugas
plantares e os que causam as verrugas vulgares. Dentro deste grupo existe
um subgrupo com cerca de 20 tipos de HPV que estdo associados a
epidermodisplasia verruciforme, uma doenca epitelial rara. No grupo cutéaneo
ha ainda HPVs de alto risco (HPV 5 e 8) que causam verrugas que podem

progredir para cancer. No grupo mucosatréfico, os virus séo classificados
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como de baixo, moderado e alto risco de progressdo maligna. Os tipos 6 e

11 causam verrugas genitais benignas ou condilomas acuminados e estao
associados a LSIL (displasia leve a moderada). Raramente associam-se
com HSIL (displasia acentuada) ou cancer cervical invasivo. Os tipos 26, 42,
44, 53, 55, 62 e 66 apresentam padrdes fisiopatolégicos similares aos dos
tipos 6 e 11. Ao contrario destes tipos, o HPV 16 e o HPV 18 sdo os que
mais se associam a lesdes intraepiteliais escamosas (SIL - Squamous
Intraepithelial Lesions) e carcinoma invasor e os tipos de HPV relacionados
ao 16 e 18 sdo 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58, 59, 67 e 68 (Voglino et al. 2000;

Ranst et al. 1993; Wilbur et al. 1988).

1.2.1. Patogénese e Citohistopatologia do HPV

Papilomas sao lesdes epiteliais benignas que possuem um periodo de
laténcia variando entre semanas, meses e anos. Os papilomas podem se
desenvolver no epitélio escamoso estratificado envolvendo a pele ou
mucosa. Sao chamados verrugas quando encontrados na pele e condiloma
na genitalia. As lesdes podem permanecer por meses a anos e entéo
regredir espontaneamente. Na infeccdo crénica, acredita-se que o virus
atinge células epiteliais basais que possuem longos periodos de capacidade
proliferativa. A replicacdo do DNA viral, a expressao de altos niveis de
proteinas virais e a montagem viral ocorrem na camada superior da
epiderme, onde acontece a diferenciacdo celular terminal (Lehtinen et al.

2003; Lowy et al. 2001).
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A infegcdo por HPV é caracterizada por uma epiderme espessada

(acantose) com papilomatose e as vezes com hiperceratose e paraceratose.
As células da camada superior da epiderme podem ter nucleo anormal,
excéntrico, picnoético e circundado por um halo claro (coilocitose). Os vasos
capilares da derme se caracterizam por estar proeminentes e em processo
de trombose (Lowy et al. 2001).

Todas as alteragdes provocadas pela infec¢ao do HPV sao causadas
por uma combinacdo de fungdes dos genes virais. Os genes L1 e L2
codificam proteinas responsaveis pela integridade do capsideo viral. E1 esta
diretamente envolvido na replicacdo do plasmidio; € uma  proteina
necessaria para a iniciacao e sintese do DNA viral (Liu et al. 1995). E2
auxilia na replicagcao do DNA, aumentando a habilidade de E1 (Yang et al.
1991) e também faz a manutencao do genoma (Piirsoo et al. 1996). E4 induz
colapso na rede de citoceratina; produzindo a imagem do halo de
coilocitose, ajudando o virus a penetrar na célula. Segundo alguns estudos,
o E5 pode induzir algumas transformacdes celulares; entretanto, esta
proteina nao é expressada na maioria das SIL HPV positivas, sugerindo que
este gene atue em papilomas benignos (Howley et al. 2001). E6 induz varias
mudancas importantes na célula hospedeira, causando impacto no ciclo de
vida normal da célula e no processo de imortalizagdo. Porém, quando
sozinho, ndo é capaz de imortalizar ceratdcitos primarios humanos (HFK —
Human Forskin Keratocites), mas pode imortalizar eficientemente células

epiteliais de mamiferos humanos (HMEC - Human Mammary Epithelial
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Cells). Portanto, E6 juntamente com E7 imortalizam HFK (Mcmurray et al.,

2001).

O DNA viral esta presente, da mesma forma, em células de tumores
primarios e em metastases, sendo transcripcionalmente ativo. Em LSIL, os
ORFs virais sao expressados, principalmente, nos niveis superiores do
epitélio (Stoler et al. 1992). Em HSIL, um numero mais restrito de ORFs se
expressam, principalmente E6 e E7, que sado expressados na camada basal
ou proliferativa do epitélio. Lesbes mais evoluidas estdo associadas a maior
expressao desses genes. A displasia acentuada e a progressao para
carcinoma, estdo associadas com a integragao do genoma viral, associadas
a delecao de grandes segmentos do genoma viral e também a transcrigao

de sequéncias da LCR (Nagao et al. 2002; Villa 1997; Baker et al. 1987).
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Figura 2. Alteragcbes em mucosa cérvico-vaginal. Células
atipicas com hipercromasia nuclear, polimorfismo,
cariomegalia, nucléolo  proeminente, ceratinizagao,
paraceratose e binucleagao (hematoxilina e eosina, 200x).

1.2.2 Gene E7

O oncogene E7 do HPV é o responsavel pela producdo da
oncoproteina E7. Esta proteina nuclear de mais ou menos 100 aminoacidos
pode induzir a sintese de DNA em células inativas, a proliferagao,
imortalizagao e transformagao celular, além de contribuir com a progressao
carcinogénica. E7 altera os fendtipos de crescimento em uma variedade de
tipos celulares, principalmente nos HFK. A imortalizagdo dos HFK se
correlaciona com a oncogenicidade de varios tipos de HPV, principalmente

os subtipos 16, 18 e 31. Portanto este gene E7 é um fator importante na
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progressao da replicagdo de células cancerigenas (Nagao et al. 2002;

Mcmurray et al. 2001).

E7 interage com varias proteinas, se liga a proteina supressora de
tumor do retinoblastoma (pRb), histona deacetilase (HDAC), fatores de
transcricdo AP-1 e inibidores cdk entre outras (Sathish et al. 2004). Com
relacdo a pRb, reguladora do ciclo celular durante as fases S, G2 e M, E7
consegue desestabiliza-la e promover a sua protedlise. E7 desregula a pRB,
causando a inducdo de E2F (fator de transcricdo celular) que age na
atividade de p19 interferindo na estabilidade da p53 (proteina supressora do
crescimento tumoral) e causando a ativacdo do DNA celular para replicar
genes necessarios a multiplicagao do DNA viral (Glahder et al. 2003; Howley
et al. 2001). Além disso, esta oncoproteina provoca a duplicagdo anormal do
centrosomo celular, causando perturbagdes mitéticas que resultam em
aneuploidias, uma das caracteristicas do cancer e principal contribuicido do
HPV para com a progressdo maligna. (Sotlar et al. 2004; Mcmurray et al.
2001).

O papel do gene E7 e de todos os ORFs no ciclo de vida do HPV em
uma infeccado € a providéncia de um ambiente celular que favoreca a

replicacdo e manutencédo do DNA viral (Howley et al. 2001).

1.3 PCR em Tempo Real

A PCR (Polimerase Chain Reaction) em tempo real € um método de

detecgcdo do amplicom que pode ser visualizado durante a progressao da
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amplificacado através do monitoramento do acumulo de fluorescéncia, devido

a utilizagdo de varios fluorocromos, desenvolvidos recentemente e
disponibilizados no mercado aliados a um equipamento eficiente para a
deteccao de fluorescéncias (Mackay et al. 2002). Essa técnica pode produzir
dados no periodo de 2 - 3 horas e esse aumento na velocidade da reagao na
PCR em tempo real, é devido a remocédo dos procedimentos de detecgao
pos-PCR (eletroforeses) e reducao no tamanho do amplicon alvo (Mackay et
al. 2002; Niesters 2001; Schmittgen 2001). A PCR em tempo real utiliza-se
de sondas fluorogénicas que aumentam a especificidade da reacdo e seu
equipamento composto por um sistema de tubos fechados evita
contaminagdes e tem a capacidade de amplificar simultaneamente varios
virus em reagdes multiplex. As desvantagens dessa tecnologia em relagcao a
PCR convencional incluem entre outras: a incapacidade de analisar o
tamanho do amplicon e da sua sequéncia de nucleotideos e o custo elevado
(Dorak 2002; Mackay et al. 2002.

Os fluorocromos mais comumente empregados nos dias de hoje sao:
TagMan, Syber Green e Molecular Beacons (Ginzinger 2002; Mackay et al.
2002; Bustin 2000). O ensaio TagMan, explora a atividade 5' - nucleasica da
AmpliTagGold DNA Polimerase para clivar uma sonda fluorescente
(TagMan), durante a PCR. A sonda TagMan consiste de um
oligonucleotideo ligado em suas extremidades com um fluorocromo de

detecgao (5'- reporter) e outro de supresséo (3'- quencher). O principal
fluorocromo de deteccdo (reporter) utilizado é o FAM (6-carboxil-

fluoresceina), embora outros sejam disponiveis (figura 3).
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TAGMAN® PCR ASSAY

Figura3. Reagente quimico da PCR em tempo real.
Tagman (Modificado de Applied Biosystems).

Quando a sonda esta na sua forma nativa, a proximidade entre os
fluorocromos de deteccdo e supressdao faz com que o fluorocromo de
deteccéo transfira energia de excitagao induzida pelo laser através de FRET
(tranferéncia de energia ressonante) para o supressor - TAMRA (6-carboxil-
tetrametil-rodamina), que reduz o tempo de vida do estado excitado do
flourocromo de detecgao capturando o excesso de energia e emitindo-a com
sinal de fluorescéncia. Durante a PCR, os primers direto (foward) e reverso
(reverse) hibridizam a sequéncia especifica do DNA alvo. Em seguida, a

sonda TaqgMan hibridiza a sua sequéncia especifica, localizada entre os
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primers no DNA alvo. A AmpliTaqgGold DNA Polimerase cliva a sonda

TagMan através da sua atividade nucleasica 5'- 3". Assim os fluorocromos
de deteccdo e supressao sao separados apos a clivagem, resultando em
aumento da deteccao de fluorescéncia conforme ilustrado na figura 4.

Esse processo ocorre em cada ciclo e nao interfere com o acumulo
exponencial do produto. O aumento da fluorescéncia é medido, como
consequéncia direta da amplificacdo da sequéncia alvo durante a PCR.
Ambos os primers e a sonda podem hibridizar o alvo para a amplificacdo; no
entanto, o sinal fluorescente sé sera gerado se a sequéncia alvo da sonda
for amplificada durante a PCR. Assim, nenhuma amplificacdo nao-especifica
é detectada.

No presente trabalho, foi utilizado o Sistema de Deteccdo de
Sequéncia (SDS) GeneAmp 5700 (Applied Biosystems), capaz de excitar e
detectar fluorescéncia e de realizar ciclos térmicos. Neste sistema,
acoplados ao software, existem dois controles de calibragdo do aparelho
(ROX e ROI). O ROX (6-carboxi-NNN'N'-tetra-metilrodamina) é a referéncia
passiva, inclusa nos reagentes quantitativos, responsaveis pela
normalizacao do sistema evitando flutuagdes de fluorescéncia, enquanto que
o ROI, é a calibracao interna do aparelho (Mackay et al. 2002; Manual do
usuario Apllied Biosystems).

O Sistema de Deteccdo de Sequéncias GeneAmp 5700 (Applied
Biosystems), também emite dados térmicos da PCR, os quais sao fornecidos
através da curva de dissociacdo. Esta curva é usada para diferenciar a

presenca de produtos especificos dos inespecificos na amostra,
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principalmente os dimeros de primers, e além disso, ela também é capaz de

classificar um produto amplificado como "puro”, quando ele tem uma simples
e consistente temperatura de melting (Tm). Quando multiplos produtos estao
presentes, mais de uma (Tm) é observada, e isto é devido principalmente a
variagdo da quantidade de guanina/citosina (C-G), embora o comprimento
do fragmento e sua composicado também contribuam (Mackay et al. 2002;

Bustin 2000).
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sonda, a deteccéo (reporter) esta suprimida.

Clivagem @

B
P -
w -

e an

Durante a extensado, a DNA polimerase cliva o
fluorocromo de detecgao (reporter) da sonda.

Polimerizagcdo completa

Figura 4 - Ensaio TagMan. O ensaio utiliza uma
sonda fluorogénica que consiste de um
oligonucleotideo flanqueado por um fluorocromo de
deteccado (reporter) e um de supressao (quencher).
Durante a PCR, a sonda liga-se ao alvo de interesse
entre o primer direto e reverso. Durante a extenséo,
a sonda é clivada pela atividade 5'- nucleasica da
DNA polimerase. Isso separa os fluorocromos,
gerando um aumento da intensidade da
fluorescéncia (Modificado de Apllied Biosystems).
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Justificativa

O HPV contribui diretamente com o crescimento celular anormal
caracteristico de lesdes displasicas e carcinomas. A quantidade de DNA viral
presente no tumor pode representar um importante aspecto no curso da
doenca (Biedermann et al. 2004). A quantificagao através da PCR em tempo
real do gene E7 do HPV em mulheres infectadas pelo virus avaliou a carga
viral nestas amostras e as diferengas de quantidade de gene E7 entre os
tipos de HPV. Desta forma procuramos dar mais um passo para o melhor

entendimento da evolugao das lesGes provocadas pelo virus.
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Objetivos

Estudar a quantificacdo absoluta do gene E7, através da PCR em
tempo real, em amostras cérvico-vaginais de mulheres infectadas por HPV

tipos 16 € 18 sem ou com LSIL ou HSIL ou cancer cervical invasivo.
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4. ASPECTOS ETICOS




Aspectos Eticos

A colheita de material cérvico-vaginal faz parte da rotina do exame
preventivo procurado pelas pacientes com o objetivo de diagndstico e/ou
tratamento de alguma infeccédo; o unico procedimento adicional a que as
pacientes foram submetidas constituiu-se em uma unica colheita de 3-5 ml
de sangue por pungao venosa.

Este projeto de pesquisa foi analisado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, em sua 139 Reunidao Ordinaria realizada em 16/09/2002, e
enquadrado na categoria APROVADO, de acordo com o Processo HCRP n°

1497/2002 (em anexo).
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Casuistica e Métodos

5.1 Amostras clinicas

As amostras das mulheres que fazem parte deste projeto, foram
obtidas em dois postos de saude vinculados ao Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(HC-FMRP-USP): Centro Social e Comunitario de Vila Lobato (VL) e Centro
de Saude Escola (CSE) e de dois ambulatorios do proprio Hospital:
Ambulatério de Moléstias Infecto - contagiosas em Ginecologia e Obstetricia
(AMIGO) e Ambulatério de Oncologia (AONC). Nos CSE e VL foram colhidas
as amostras do grupo controle, visto que neles sdo feitos os atendimentos
primarios e de rotina. No AMIGO e AONC foi colhido o material de mulheres
infectadas pelo HPV ou com suspeita da infeccdo e com lesdes provocadas
pelo virus, pois estes ambulatorios sdo especializados em moléstias graves.

Nos postos de saude VL e CSE e nos ambulatorios AMIGO e AONC,
apresentamos o Termo de Consentimento Livre e esclarecido a todas as
pacientes que se apresentaram para fazer o exame preventivo de
Papanicolau (em anexo). Das pacientes que concordaram em participar, foi
colhido duas amostras citologicas de raspado cérvico vaginal feitas com
espatula de Ayre partida longitudinalmente. A espatula com o raspado foi
colocada em um tubo tipo eppendorf contendo tampao de lise de eritrocitos.

As amostras devidamente identificadas foram estocadas a temperatura de —

20°C.
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Foi colhido um total de 106 amostras de pacientes HPV positivas sem
e com LSIL ou HSIL ou céancer cervical invasivo (tabela 5 em anexo), e 30
amostras de pacientes HPV negativas e sem lesdes de colo uterino. De
acordo com o tipo de HPV e com a presenca ou ndo de lesbes de colo
uterino, as amostras foram escolhidas e separadas em trés grupos: Grupo A
(30 amostras de pacientes HPV positivas sem lesdes de colo uterino). Grupo
B (30 amostras de pacientes HPV positivas com LSIL ou HSIL ou cancer
cervical invasivo). Grupo controle negativo (10 amostras de pacientes HPV

negativas sem lesdes de colo uterino).

5.2 Extragcao do DNA:

A extracdo de DNA do material citologico foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Higuchi (1989), com pequenas modifica¢gdes (em
anexo). Centrifugamos o material citolégico contido no eppendorf com o
tampéo de lise de eritrocitos, a 6000 x g por 1 minuto para que as células
precipitassem e retiramos cuidadosamente a espatula e a escovinha.
Centrifugamos novamente o material e o sobrenadante foi descartado. No
precipitado restante adicionamos 300ul de tampéo de lise de leucdcitos

(Tris/HCI a 0,5M, KCI a 2M, MgClI2 a 1M, NP-40 100% e Tween-20 100%)
com 5ul de Proteinase K. Homogeneizamos a solugéo e incubamos a 65°C

por uma hora e mais trés horas a 37°C. Ao final desta incubagcdo a amostra
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foi aquecida a 94°C por 10 minutos para inativacdo da proteinase K e

estocada a -20°C até o momento da analise.

5.3 Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR):

Para a PCR utilizamos 4ul de cada amostra de DNA, previamente
extraido. Aliquotamos cada amostra em um microtubo tipo eppendorf de 500
pl devidamente numerado, com auxilio de uma micropipeta e ponteiras
estéreis. Para preparar a mistura de reagdo da PCR, utilizamos um
eppendorf de 1,5 ml. A mistura de reacdo foi composta, respectivamente,
por: 12,25 ul de agua deionizada autoclavada, 2,5 pl de tampao de reagao
(10x), 1,5 de MgClI2 (50mM), 0,25 ul de solugdo de dNTP (deoxinucleotideo
trifosfato) (20mM), 4,0 pl de cada iniciador especifico para o HPV 16 ou HPV
18 (2,5 pmol/ul), e 1,5 U de Taq polimerase (Biotools - Espanha) (1U/ul),
fazendo um volume de 25ul. Em todas as analises foram utilizadas amostras
do controle negativo e controle positivo para detecgdo de contaminagéo
durante a reagdo e um marcador de 50pb.

Para o diagndstico do HPV utilizamos os primers descritos por Ting et
al. (1990) e para a tipagem do HPV utilizamos os descritos por Walboomers
et al. (1999), os quais podem ser vistos na tabela 1. A este passo seguiu-se

0 programa especifico para deteccédo do HPV.
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Tabela 1: Relac&o dos primers utilizados.

HPV 18E7. 799

GGCTTCACACTTACAACACA**

SISTEMA SEQUENCIAS INICIADORAS PB
\ 450
MYO09 CGT CCM AAR GGAWAC TGATC
MY11 GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG* 450
" 100
HPV 16E7. 667 GATGAAATAGATGGTCCAGC
" 100
HPV 16E7. 774 GCTTTGTACGCACAACCGAAGC
HPV 18E7. 696 AAGAAAACGATGAAATAGATGGA* 100
100

*Ting et al., 1990

** \Walboomers et al., 1999

O programa para execucdo da PCR é composto por trés etapas

principais, que se repetem por varios ciclos. A etapa de desnaturacéo é

responsavel pela separacdo da dupla hélice do DNA, a uma temperatura de

94°C. Na etapa de pareamento ocorre a hibridagao do iniciador (primer) com

o DNA molde, a temperatura de 55 a 72°C. Por fim, a etapa de extensao é

responsavel pela sintese de um novo filamento de DNA. Os passos de cada

um estao descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Programacéo para a execugao da PCR

ETAPA 1 (1Ciclo) 94°C por 5 minutos

ETAPA 2 (35 Ciclos) |94°C por 1 minuto; 55°C por 40 segundos e 72°C por 45

segundos;
ETAPA 3 (1 Ciclo): 72°C por 10 minutos, 4°C indefinidamente.

5.4. Analise do produto amplificado

Para visibilizagcdo dos produtos amplificados as amostras foram
aplicadas em géis verticais de poliacrilamida ndo denaturantes, submetidos
a condicdes eletroforéticas e corados de acordo com o método descrito por

Sanguinetti et al. (1994) (em anexo).

5.4.1. Separacgao eletroforética dos produtos amplificados

Em um microtubo foram misturados 4ul da amostra a ser analisada
com 6yl de tamp&o (900ul de bromophenol, 900ul de xilenocyanol, 900ul de
TBE (tris-acido bérico-EDTA) 10X, 4,5ml de ficol 30%, 1,8ml de EDTA 0,5M
pH8,0 e 3,6 de sacarose). Esta mistura foi aplicada em um gel de
poliacrilamida nao denaturante 10% sem pré-aquecimento das amostras.

O gel ndo denaturante foi feito diluindo-se a solugdo mae de
acrilamida (30%) para a concentragao desejada (i.e., 8,00ml), TBE 10X para
TBE 1X (i.e., 2ml), 1,4ml de glicerina bi-destilada e agua destilada para o

volume final de 20ml. A mistura de gel adicionou-se 500pl da solugdo
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saturada de persulfato de potassio e 15ul de TEMED

(tetrametiletilenodiamina) como catalizadores da reagao de polimerizagao e
imediatamente verteu-se a mesma em um cassete do tamanho determinado
previamente montado. Este cassete era composto por duas placas de vidro
e espagadores presos com grampos de ago. Logo apos verter-se o gel entre
as placas, colocou-se o pente na borda superior e aguardou-se a
polimerizagao por no minimo 20 minutos.

O gel polimerizado foi montado em uma cuba de eletroforese vertical
contendo tamp&o TBE 1X em ambos pdlos. Apds a mistura com o corante,
as amostras foram aplicadas no gel, assim como os devidos padrbes de
peso molecular. Apds este procedimento, o equipamento foi ligado a uma
fonte de alta voltagem e submetido a 200mA, constante, por um periodo de

duas horas.

5.4.2. Coloragao com nitrato de prata

Para revelagao das bandas do material separado pela eletroforese,
utilizou-se o0 método descrito por Sanguinetti et al. (1994) (em anexo). A
primeira etapa foi de fixagado, colocando o gel em 100ml de solugao fixadora
por cinco minutos no agitador (Hoefer Pharmacia Biotech Inc-Red Rocker -
Sao Francisco CA, USA). A impregnacao com nitrato de prata foi realizada
em seguida, adicionando-se dois ml de nitrato de prata a solugao fixadora,

permanecendo o gel em agitagdo por mais cinco minutos.
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Depois de descartada a solugao fixadora com prata, o gel foi lavado

em agua corrente. Em seguida, colocou-se 100ml de solugdo reveladora
com um ml de formaldeido sobre o gel, o qual foi agitado até o aparecimento

das bandas. Logo apés a coloragao procedeu-se a leitura do gel (figura 5).

Figura 5. Gel mostrando a tipagem do HPV16 (108pb) e

HPV18 (104pb). M: Marcador de 100pb e CN: Controle
negativo

5.5. Registro dos Resultados

Apés a leitura dos géis, estes foram secos para serem arquivados. A
secagem foi feita colocando-se o gel entre duas folhas de papel celofane

embebidas em agua, sobre uma placa de vidro, a temperatura ambiente por

dois ou trés dias.

5.6 PCR em tempo real

As amostras foram submetidas a PCR em tempo real para a

quantificagdo absoluta do gene E7 nas pacientes infectadas pelo HPV 16 e
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18. O DNA do gene E7 do HPV tipo 16 e tipo 18 foi quantificado por um

sistema de deteccdo de sequéncias de DNA GeneAmp 5700 (Applied
Biosystems, Foster City, California). O mix de PCR consiste de 3ul de DNA,
12,5ul de 2X universal master mix (Applied Biosystems, Foster City,
California), 8,75ul de H20 estéril, 0,5ul do primer forward (10uM) e 0,5ul do
primer reverse (10uM) e 0,5ul da sonda TagMan TAMRA (5uM) fazendo um
volume total de 25ul. As sequéncias dos primers foram selecionadas
utilizando o Primer Express software (versao 1.0) Applied Biosystems)

(tabela 3).

Tabela 3. Primers e sondas especificos para a PCR em tempo real

HPV16E7-96F AGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGT

HPV16E7-182R | CACTTGCAACAAAACGTTACAATATTG

HPV16E7-122T |6FAMCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACATAMRA
HPV18E7-2F TGCATGGACCTAAGGCAACA

HPV18E7-78R TAGAAGGTCAACCGGAATTTCATT

HPV18E7-23T 6FAMTGCAAGACATTGTATTGCATTTAGAGCCCCTAMRA

A amplificagéo foi feita com 50°C por 2 minutos e desnaturacéo inicial
por 10 minutos a 95°C, seguida por 55 ciclos 94°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto. A curva padrao foi obtida por amplificacdo de uma série de
diluicdes de dois clones do HPV16 e HPV18 em vetor pBR322 (doados por
pela Dra. Ethel Michelle de Villiers , German Cancer Center, Heidelberg,

Germany).
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5.7 Curva Padrao

As curvas Padrdo correspondentes aos tipos de HPV 16 e 18,
indispensaveis para a quantificagdo absoluta do gene E7, foram construidas
a partir de uma série de diluigdes, feitas em dois clones contendo o vetor
PBR322 e o genoma completo do HPV16 e HPV18, utilizando o DNA ultra
puro de Escherichia Coli (Sigma), como descrito no protocolo em anexo.
Com as titulagdes foram obtidas 20.000, 6.000, 2.000, 600, 200, 60, 20, 6 e
2 cépias por microlitro de amostra para cada tipo de HPV (tabela 4). Assim
sendo a curva padrdao é composta dos seguintes padrdes : 20.000; 6.000;

2.000; 600; 200; 60; 20; 6; 2 copias/ul

Tabela 4. Referente as titulagdes realizadas para a construgdo da curva
padrao

20.000 copias/ul | 180ul (10° copias) + 720ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)
6.000 copias/ul 60ul (10° copias) + 940ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)
2.000 copias/ul 50ul (20.000 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)
200 copias/ul 50ul (2.000 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)
20 copias/ul 50ul (200 copias/pl) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)

2 copias/yl 50pl (20 copias/pl) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)
600 coépias/yl 50ul (6.000 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)
60 copias/ul 50ul (600 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)

6 copias/yl 50ul (60 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul)

5.8 Analise dos resultados da PCR em tempo real
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A analise é realizada visualizando-se a relagéo entre quantidade de

DNA e Ct (ciclo do limiar - inicio da deteccéo de fluorescéncia), pois quanto

maior o Ct, maior é a quantidade de DNA.

5.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi feita usando o teste de Wilcoxon no programa
Instat versao 4.0 (Graph Pad Software, USA), baseado na quantidade de
copias do Gen E7 nas amostras, para verificar a diferenga entre o grupo de
pacientes HPV positivas com lesdo, grupo positivo sem lesdo e grupo
negativo sem lesdo, com significancia designada de p < 0,05.

Este trabalho foi realizado com orientagcao dos professores: Dr. Edson
Garcia Soares,Dr Aguinaldo Luis Simdes e Dr. Benedito Anténio Lopes da
Fonseca em laboratério totalmente equipado para a execugédo do projeto e

com o apoio financeiro da CAPES, FAEPA e FAPESP.
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Resultados

As 70 amostras cérvico vaginais de mulheres infectadas pelo HPV16
e HPV18 sem lesdes e com LSIL ou HSIL ou cancer cervical invasivo, foram
primeiramente submetidas a PCR, utilizando primers gerais, para o
diagnostico do virus e primers especificos para a tipagem dos subtipos 16 e
18 . Posteriormente, foi realizada a PCR em tempo real para quantificar o
gene E7 usando primers e sondas especificos.

Os coeficientes de correlagdo para o HPV16 e 18 foram
respectivamente r = 0,988826 e r = 0,985172, indicando a boa qualidade dos

padrées (figura 6 e figura 7).

Curva padrao HPV16

Standard Curve e

Cormrelation: -0.958826

38
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Figura 6. Curva padrao das amostras HPV 16 positivas com r = 0,988826
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Curva padrao HPV18
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Figura 7 .Curva padréo das amostras HPV 18 positivas com r = 0,985172

A figura 8 mostra o inicio da amplificacdo das amostras que foi entre 12 e
31 Ct. O limite de detecgao minimo foi de 20 cépias por microlitro, resultado

da boa qualidade do ensaio.
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Figura 8. Inicio da amplificagdo das amostras
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Nao houve diferenga estatisticamente significante (p = 0,1625), com

relacdo a frequéncia da sequéncia do gene E7, entre o grupo de mulheres
HPV positivas com SIL e o grupo sem lesdes de colo uterino; pois 0 niumero
de copias da seqUéncia alvo foi semelhante para ambos os grupos, com
poucas variagdes e nao foram encontradas cépias de E7 nas amostras do

grupo HPV negativo sem lesées. (figura 9)

Data Table-1
10.0 - . .
. » HPV + com leséo
. . + HPV + sem leséo
7.5 - . N
.:ll :
50 - e
(T A
25 o 1t
I:ll AA:AA
0.0
HPV + comlesdo HPV + sem lesdo

Figura 9. Referente a relagédo estatistica entre amostras HPV positivas
sem lesdes de colo uterino e HPV positivas com LSIL ou HSIL ou cancer
cervical invasivo
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Contudo, quando separamos os dois grupos de amostras acima
citados em quatro grupos (HPV16 com LSIL ou HSIL ou cancer cervical
invasivo, HPV16 sem lesdes de colo uterino, HPV18 com LSIL ou HSIL
ou cancer cervical invasivo e HPV18 sem lesdes de colo uterino), foram
encontradas diferengas significativas entre os grupos para o subtipo
HPV18 (p = 0,0129), onde a quantidade de E7 é maior no grupo com
lesbes. Mas nao foi encontrada diferenga significante (p = 0,4173) entre

0s grupos para o subtipo HPV16 (figuras 10 e 11).

Data Table-1
7.5 -
N = 18 sem lesao

“ + 18 com lesao
5.0
2.5 s .
0.0

18 sem lesao 18 com leséo
HPV
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Figura 10. Diferenca estatistica entre os grupos de amostras com o
subtipo HPV18 sem lesdes de colo uterino e com LSIL ou HSIL ou

cancer cervical invasivo

= 16 sem lesdo
16 com lesao

Data Table-1
10.01 .
7.5 . ‘
5.0 s,
2.5+ " .
0.0
16 sem leséo 16 com lesdo
HPV

Figura 11. Diferenga estatistica entre os grupos de amostras com o
subtipo HPV16 sem lesdes de colo uterino e com LSIL ou HSIL ou cancer

cervical invasivo

51



Resultados

Quando foi feita a analise estatistica entre os grupos de amostras,
considerando-se apenas os tipos de HPV sem levar em conta se ha lesdo ou
ndao de colo uterino, foram encontradas diferengcas entre pacientes

infectadas com HPV16 e HPV18 p = 0,0062 (figura 12).

Data Table-1
10.0- i

i = HPV + 16

o + HPV + 18
7.5- . .
5.0
2.5 . Lk
0.0

HPV + 16 HPV + 18

Figura 12. Referente a diferenga estatistica entre as amostras HPV16 e
HPV18
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Nas amostras com HPV16, a quantidade em numero de copias do gene
E7, & bastante superior as quantidades deste mesmo gene nas amostras

infectadas pelo HPV18, como podemos ver na figura 13.

Numero de cépias do gene E7

500.000.000,00
450.000.000,00+
400.000.000,00-

350.000.000,00-
300.000.000,00 mHPV16
250.000.000,00+ mHPV18
200.000.000,00

150.000.000,00
100.000.000,00

50.000.000,00- y 4

0,00 ‘
HPV16 HPV18

Figura13. Grafico referente a diferenca entre o numero de cépias do gene
E7, quantificadas nas amostras infectadas pelo HPV16 e HPV18, onde o
valor médio equivale respectivamente 499.188.234,78 e 652.029,93
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Discussdo

Segundo Boer et al. (2005) e outros autores, o HPV é a principal
causa do cancer cervical. A presenga do virus HPV tipos 16 e 18 na mucosa
do colo uterino aumenta a progressao do grau de LSIL. Entretanto essa
lesdo pode regredir espontaneamente na grande maioria dos casos (Nguyen
et al., 2005). Embora uma alta porcentagem de mulheres seja positiva para
o HPV 16 a maioria das infecgdes provocadas por este virus sao subclinicas
em pacientes imunocompetentes ou manifestam verrugas transitérias.
Todavia, uma pequena mas importante, porcentagem das lesdes
provocadas pelo HPV progridem para HSIL e cancer cervical.

As pacientes que cederam suas amostras cérvico-vaginais para a
execucao deste trabalho fazem parte do ambulatério AMIGO, ou seja, séo
em sua maioria pacientes HIV positivas e apresentam infec¢des persistentes
provocadas pelo HPV. Pacientes que possuem o sistema imunolégico
comprometido, como receptores de transplante renal, ou pacientes
infectadas pelo HIV1, tém lesbes que progridem mais rapidamente. Essas
observagbes sugerem que a resposta imune € importante no controle da
infeccao pelo HPV e progressao para o cancer (Nguyen et al. 2005).

Segundo Mcmurray et al. 2001, todas as alteragdes provocadas pelo
HPV séo causadas por uma combinagcao de genes virais E1, E2, E4, E5, E6
e E7. O gene E7, entre outras fungdes, afeta a transcricdo dos genes
envolvidos na progresséo do ciclo celular e/ou da diferenciagao celular,

desta forma induzindo a proliferacéo, imortalizagao e transformacao celular.
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Porque alguns tipos de HPV causam cancer? Tal feito reside na

necessidade de que tanto as formas virais benignas como as malignas
precisam estimular a progressdo de G1 e a entrada da fase "S", para que
ocorra a replicagao dos seus genomas dentro da célula. Eles provavelmente
conseguem esse feito, se sobrepondo de varias formas no andamento do
ciclo celular. Os caminhos desfeitos pelos virus oncogénicos podem levar a
acidentes cromossémicos que podem causar as conversdes malignas, da
mesma forma que os caminhos modulados por tipos ndao oncogénicos
resultam na obtencdo dos objetivos virais com perturbagcdes minimas para a
célula epitelial. O que difere um virus oncogénico de um ndo oncogénico &,
por exemplo, a interagdo da proteina E7, produzida pela acdo do gene E7,
com a proteina Rb, onde a afinidade de ligagdo do E7 oncogénico € maior
que a proteina E7 do ndo oncogénico (O'Brien et al. 2002; Mcmurray et al.
2001).

Acreditavamos que quantificando o gene E7 poderiamos responder
varias perguntas sobre a patogénese do HPV e que haveria uma diferenca,
com relacdo as quantidades deste gene E7, entre mulheres HPV positivas
sem lesdes de colo uterino e mulheres HPV positivas com LSIL ou HSIL ou
cancer cervical invasivo. Entretanto, neste trabalho comprovamos que néao
ha diferenca estatisticamente significante entre esses grupos. Contudo,
separando esses dois grupos em quatro, HPV 16 sem lesbes de colo
uterino, HPV16 com LSIL ou HSIL ou cancer cervical invasivo, HPV18 sem
lesbes de colo uterino e HPV18 com LSIL ou HSIL ou céncer cervical

invasivo, foram encontradas diferencas significantes entre os dois ultimos
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grupos de subtipo HPV18 ), onde a quantidade de E7 € maior no grupo com

lesbdes.

Segundo Hajeer e Hutchinson. 2000, o Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF-a) € uma citocina que esta envolvida nas reagdes imunes celulares e
inflamatdrias. Na situagdo aguda, a producdo local de TNF-a é benéfica,
entretanto a exposicdo sistémica ou prolongada ao TNF-a pode ser
prejudicial (ex: choque toxico e transtornos do metabolismo). O TNF-a pode
também ter um efeito citotoxico sobre células tumorais, regulando
substancias importantes para a implantagao tumoral, tendo desta forma uma
fungdo pré-tumorigénica. O gendtipo TNF-a pode influenciar na resposta

inicial a infecgao viral, tal como na neutralizacao do virus e sua eliminacéo.

As amostras utilizadas neste trabalho fazem parte daquelas tipificadas
por Simoes et al. (2003) para os microssatélites do gene TNF. Analisando as
amostras ja tipificadas, submetemos os quatro grupos (HPV 16 sem lesdes
de colo uterino, HPV16 com LSIL ou HSIL ou céncer cervical invasivo,
HPV18 sem lesdes de colo uterino e HPV18 com LSIL ou HSIL ou céncer
cervical invasivo) ao teste exato de Fisher para verificar a associagéo do
microssatélite TNF-a com os tipos de HPV. Nessas analises encontramos
diferencgas significantes apenas nos grupos de subtipo HPV18, com relagéo

aos alelos de TNF: 2 (p = 0,0024), 6 (p = 0,0370), 7 (0,0089) e 10 (0,0370).

Segundo Pociot et al. (1993), alguns alelos dos microssatélites TNF

estdo envolvidos na maior ou menor producao do TNF-a, entre eles os

alelos TNF a2 e a6 estdo respectivamente envolvidos na maior e menor
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secrecao desta citocina. Os nossos resultados estdo de acordo com os

autores acima, pois o alelo a2 foi encontrado em maior quantidade em
amostras HPV18 com LSIL ou HSIL ou cancer cervical invasivo (23%) e o
alelo a6 foi encontrado em maior quantidade em amostras HPV18 sem
lesbes de colo uterino (14%).

Segundo Glahder et al. (2003), o potencial oncogénico que o virus
HPV de alto risco (principalmente os tipos 16, 18 e 31) possui € medido pela
sua capacidade de produzir oncoproteinas.

Segundo Sotlar et al. (2004), os oncogenes de transcricdo podem ser
considerados como um risco para o desenvolvimento de SIL e progressao
das SIL para o cancer cervical. Os oncogenes E6 e E7 possuem uma
atividade transcripicional importante no desenvolvimento e manutengao da
carcinogénese cervical encontrada nas células escamosas. Contudo, ha
diferencas consideraveis entre os tipos 16 e 18 no sentido de produgao
transcripicional. O HPV 16 possui dois receptores de ligagao que geram trés
diferentes transcripts, possibilitando a producdo de uma maior quantidade de
proteinas. Enquanto que o HPV 18 possui apenas um receptor de ligagao
que gera apenas dois transcripts diferentes.

Biedermann et al. 2004, afirma que a quantidade de DNA viral
presente no tumor pode representar um importante aspecto para o curso e
poder da doenca. Concordamos com o autor, neste aspecto, mas
concordamos mais com oOs autores acima, pois em nosso trabalho
encontramos uma diferenga bastante significante entre os tipos virais 16 e

18. Por todas as razdes acima citadas, acreditamos que o tipo viral também
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influencia bastante. O HPV16 apresenta maior quantidade de coépias do

gene E7 do que o tipo 18, o que nos leva a entender o porque deste tipo de
HPV ser mais relacionado ao progndstico de evolugéo de SIL para cancer de
colo uterino, e também ser considerado por muitos autores o tipo mais
virulento (Boer et al. 2005; Fiedler et al. 2004; Sathish et al. 2004; Glahder et
al. 2003).

A PCR em tempo real, que ao mesmo tempo amplifica e quantifica a
sequéncia de DNA ou RNA alvo, utiliza dois métodos gerais para a detecgao
quantitativa do amplicom: o sistema Tagman e o Syber green. Nagao S et al.
(2002) desenvolveu um protocolo para quantificar o DNA do HPV 16, por
PCR em tempo real, usando Syber Green molecular probes e teve bons
resultados pelo método ja estar bem padronizado e protocolado. Morberg et
al. (2003) afirma que o sistema TagMan é mais especifico e sensivel. As
sondas TagMan usam a atividade exonuclease fluorogénica 5' da Taq
polimerase, para medir a quantidade de sequéncias marcadas na amostra
de DNA, se anelando a regiao interna do produto de PCR. Quando a
polimerase amplifica a seqliéncia na qual a sonda TagMan esta ligada, sua
atividade exonuclease 5' cliva a sonda. Esse feito finaliza a atividade do
quencher, e o reporter comecga a emitir fluorescéncia que aumenta a cada
ciclo proporcionalmente, na razao da clivagem da sonda. O acumulo dos
produtos amplificados € detectado através do monitoramento do aumento na
fluorescéncia do reporter. As sondas TaqMan originam amplificacbes
especificas, porque a clivagem ocorre somente se a sonda hibridiza o alvo.

Por essa razao este € um método bastante sensivel e mais especifico que o
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Syber Green. Este tipo de PCR em tempo real, feito com Molecular beacons,

apesar de possuir reporter, a0 mesmo tempo que se adaptam em forma de
pinga, ficam livres na solugao para produzir a fluorescéncia, e o quencher se
aproxima para produzir a fluorescéncia a ser detectada. Contudo, a
proximidade do reporter e quencher em forma de pinga, inibe a fluorescéncia
do reporter. Nesta analise utilizamos Tagman primers e probes para a
quantificacdo do gene E7 do HPV16 e HPV18. Nossos resultados foram
bastante satisfatorios, principalmente com relagdo a precisdo da técnica,
porém comprovamos que ainda € um procedimento bastante caro.

Em varios trabalhos feitos com PCR em tempo real, foram feitas
diluigdes de 10" a 10° copias de DNA utilizando agua estéril. Neste presente
trabalho, foram feitas diluicbes dos plamideos de HPV 16 e 18 em DNA ultra
puro de Escherichia coli (Sigma) para obter 20.000, 6.000, 2.000, 600, 200,
60, 20, 6 e 2 copias de HPV por microlitro. Foi observada a amplificacdo até
20 copias, nao havendo amplificagdo nas amostras com 6 e 2 coépias por

microlitro, o que comprova o auto grau de sensibilidade do método.
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Desta forma concluimos que:

Ha diferenga significante (p = 0,0129) entre as amostras
HPV18 sem lesdes de colo uterino e HPV18 com LSIL ou
HSIL ou cancer cervical invasivo, com relagao a quantidade do

gene E7 que € maior no grupo com lesdes.

Ha diferenga significativa (p = 0,0062) entre os tipos 16 e 18
com relagdo ao numero de cépias do gene E7 encontrado nas
amostras, independente da presenga ou ndo de SI/L ou cancer
cervical invasivo.

Futuras avaliagbes devem ser realizadas para se entender

melhor a patogénese do virus HPV.
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BETTINI, JSR. QUANTIFICAGAO ABSOLUTA DO GENE E7 POR
PCR EM TEMPO REAL EM AMOSTRAS CERVICAIS DE MULHERES
INFECTADAS POR HPV. 2005. 103pgs. Tese (Doutorado em Patologia
Experimental) — Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de

Sao Paulo, Ribeirao Preto.

O Papiloma virus humano (HPV) é conhecido como agente etiolégico
do cancer de colo uterino. Hd muitos anos sabe-se que o genoma do HPV
persiste em tumores malignos. Porém, pouco se sabe sobre os
determinantes de risco da infeccdo persistente do HPV. Estudos
epidemiolégicos tem indicado que quando uma mulher € persistentemente
infectada por tipos oncogénicos de HPV, ela estda mais susceptivel para
desenvolver cancer cervical, do que se estivesse sendo infectada
transitoriamente. O gene E7 dos HPVs de alto grau oncogénico,
principalmente HPV16 e o HPV18, atuam diretamente sobre os genes que
regulam o crescimento celular, levando ao desenvolvimento de lesdes
intraepiteliais escamosas (SIL - Squamous intraepithelial Lesions), que
podem evoluir para cancer cervical invasor.

A PCR em tempo real € um método de deteccdo molecular, que
utiliza-se de primers e sondas fluorogénicas para determinar a presenca ou
auséncia de uma sequéncia especifica de DNA ou RNA em amostras

clinicas e industriais, usando termocicladores para amplificar essas
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sequéncias de acidos nucléicos e medir a concentragdo dos mesmos

simultaneamente.

Foram coletadas sessenta amostras de esfregaco cérvico-vaginal, de
mulheres infectadas pelo HPV, sem e com LSIL ou HSIL ou cancer cervical
invasivo e 10 amostras de mulheres sadias, sem lesdes de colo uterino. Nos
observamos que nas amostras HPV16, a quantidade, em numero de copias
do gene E7, é bastante superior as quantidades deste mesmo gene nas
amostras infectadas pelo HPV18. Nessa analise também foram observadas
diferencas significantes entre os grupos de amostras HPV18 sem lesdes de
colo uterino e HPV18 com LSIL ou HSIL ou cancer cervical invasivo, com

relagdo ao numero de cépias do gene E7 que é maior no grupo com lesdes.

Palavras-chave: 1. HPV, 2. PCR em tempo Real, 3. Cancer cervical, 4. SIL,

5. Gene E7.
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BETTINI, JSR. ABSOLUTE QUANTIFICATION OF GENE E7 THROUGH
REAL TIME PCR TECHNIQUE IN CERVICAL SAMPLES OF WOMEN
INFECTED BY HPV. 2005. 103p. Thesis (PhD in Experimental Pathology) —
Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto.

It is known that human papillomavirus (HPV) is the etiological agent of
cervical cancer and that its genoma persists in malign tumors. In spite of that,
little is known about the determinant factors of persistent infection by HPV.
Epidemiologic studies indicate that when a woman is persistently infected by
oncogenic types of HPV, she is more susceptible to develop cervical cancer
than having transitory infections. Gene E7 from high oncogenic grade HPVs,
mainly from HPV16 and HPV18, acts directly on genes that regulate cellular
growth, leading to the development of SIL (Squamous Intraepithelial
Lesions), which can evolve to an invasive cervical cancer.

Real Time PCR is a method of molecular detection that uses primers
and fluorogenic probes to determine the presence or absence of specific
DNA sequences or RNA sequences in clinical and industrial samples, using
thermocyclers to amplify specific sequences of nucleic acids and measure
their concentration simultaneously.

There were colected sixty samples of vaginocervical smears from
women infected by HPV with or without LSIL (Low Squamous Intraepithelial
Lesions) or HSIL (High Squamous Intraepithelial Lesions) or invasive cervical

cancer and ten samples from healthy women, without cervical lesions. We

77



Anexos

observed that in samples of HPV16, the quantity of gene E7 copies is higher

than the quantities of the same gene in the samples infected by HPV18. In
this analysis there were observed results significative among the samples
groups HPV18 without SIL and HPV18 with LSIL or HSIL or invasive cervical
cancer, regarded to the number of copies of gene E7 that is higher in the

group with cervical lesions.

Keywords: 1. HPV, 2. Real time PCR, 3. Cervical Cancer, 4. SIL, 5. E7 Gen.
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BRASIL FONE: 802-1000 - FAX (016) 633-1144

Ribeirdao Preto, 19 de setembro de 2002

Oficio n® 2560/2002
CEP/SPC

Prezada Senhora:

O trabalho intitulado “QUANTIFICAGAO DA
EXPRESSAO DOS GENES E6 E E7 POR PCR EM TEMPO REAL EM
AMOSTRAS CERVICAIS DE MULHERES INFECTADAS POR HPV”, foi
analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua 139* Reuniao
Ordinaria realizada em 16/09/2002, e enquadrado na categoria:
APROVADO, de acordo com o Processo HCRP n° 1497/2002.

Aproveito a oportunidade para apresentar a

Vossa Senhoria protestos de estima e consideracao.

em Pesquisa do HCFMRP-USP e da FMRP-USP

Ilustrissima Senhora

JUSSARA DE SOUZA RIBEIRO BETTINI
Depto. de Patologia - FMRP-USP

Em maos .
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12.2. Termo de Consentimento

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario Monte Alegre - Fone: 633-1000 - Fax: 633-1144
CEP 14048-900 RIBEIRAO PRETO - SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO POS - INFORMACAO

NOME DA PESQUISA:
QUANTIFICACAO ABSOLUTA DO GENE E7 POR PCR EM TEMPO REAL EM
AMOSTRAS CERVICAIS DE MULHERES INFECTADAS POR HPV

PESQUISADORAS RESPONSAVEIS: Jussara de Sousa Ribeiro Bettini

DESCREVER ABAIXO AS INFORMAGOES DADAS AOS PACIENTES SOBRE:

1) Ajustificativa e o objetivo da pesquisa;

2) Os procedimentos que serdo utilizados e seu propdsito, bem como a identificagdo dos
procedimentos que serao experimentais;

3) Os desconfortos e riscos esperados;

4) Os beneficios que se pode obter.

AS INFORMAGOES SUPRA CITADAS DEVEM SER REDIGIDAS EM TERMOS SIMPLES
CONHECIDOS PELAS PACIENTES E DE FORMA QUE POSSAM ENTENDER:

Nesta pesquisa vamos analisar o seu sangue e esfregaco vaginal, para verificar se ha
alguma substancia que faga com que as mulheres adquiram com mais facilidade a infecgao
por um virus chamado HPV. Caso vocé concorde em participar desta pesquisa, faremos
uma coleta do seu esfregaco vaginal e 3 a 5 ml de sangue, que serdo analisados em
laboratério. Se vocé autorizar, o restante do sangue colhido sera estocado para futuros
exames de outros componentes, sempre mantendo seu nome em sigilo.

Nao ha riscos para vocé, pois todo material utilizado é descartavel e o desconforto é
somente o da picada da agulha e o da nova coleta de citologia vaginal. Para vocé, o
beneficio serd o da nova colheita de citologia, que podera revelar o aparecimento da
evolugao da doenga, caso vocé esteja infectada pelo virus, que ndo tenha sido detectada na
primeira citologia. Para noés, este € um estudo importante, pois ajudara a esclarecer
possiveis relagdes entre infecgdo por HPV e genética.

Os resultados desta pesquisa estardo a disposi¢cdo do seu médico, quando for concluida.
Vocé tem total liberdade de se recusar a participar desta pesquisa ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da mesma, sem prejuizo ao seu tratamento.

Vocé tera garantia de segredo que assegure sua privacidade, pois somente o numero da
citologia é interessante para o nosso conhecimento. O seu nome n&o estara associado aos
dados obtidos na pesquisa nem presente nos relatérios da mesma.

PESQUISADORA RESPONSAVEL
Jussara de Sousa Ribeiro Bettini
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EU

R.G: , abaixo assinado, tendo recebido as informag6es acima,

e ciente dos meus direitos abaixo relacionados, concordo em participar.

1 - A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionamentos com a
pesquisa e o tratamento a que serei submetida;

2 - Aliberdade de retirar meu consentimento a qualguer momento e deixar de participar do
estudo sem que isso traga prejuizo a continuacédo do meu cuidado e tratamento;

3 - A segurancga de que nao serei identificada e que sera mantido o carater confidencial da
informacgao relacionada com minha privacidade;

4 - O compromisso de me proporcionar informacgao atualizada durante o estudo, ainda que
esta possa afetar minha vontade de continuar participando;

5 - A disponibilidade de tratamento médico e a indenizagao que legalmente teria direito,
por parte da Instituicho a Saude, em caso de danos que a justifiquem, diretamente
causados pela pesquisa €;

6 - Que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo orgamento da pesquisa.

Tenho ciéncia do exposto acima e desejo fazer parte deste trabalho de pesquisa.
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Ribeirdo Preto, de de

Assinatura do Paciente

12.3. Protocolo de Extragcao de DNA

- Homogeneizar a amostra de secreg¢ao cérvico-vaginal total lentamente

- Pipetar 300pl da amostra em cada eppendorf

- Pipetar no mesmo 1ml de tampéo de Lise | (Tris/HCI 0,5M e pH 7,6, MgCI2 1M e Triton

X-100 a 100%), homogeneizar no agitador, centrifugar e descartar o sobrenadante.

- Repetir essa lavagem no minimo por 3 vezes

- Apds a lavagem com lise 1, acrescentar o tampao de lise Il (Tris/HCI 0,5M e pH 8,5,
KCI2 1M, NP-40 a 100% e Tween-20 a 100%) + a proteinase K (esta vai digerir os
restos das membranas). Agitar e levar para a estufa de 65° por 1 hora. Depois levar as
amostras para a estufa de 37° overnight.

- Apds o overnight, as amostras estdo prontas para a PCR ou podem ser guardadas no

freezer.
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12.4. Protocolo de Coloracgao

- Depositar o gel de poliacrilamida em um recipiente limpo contendo 100ml de solugado
fixadora (50ml de etanol, 2ml de acido acético e 300ml de H20 deionizada).

- Adicionar 1ml da solugéo de prata (AgNO3 + H20) a 10%, agitando por 5 minutos.

- Lavar em H20 corrente.

- Adicionar a solugéo reveladora (4,5g de NaOH, 1ml de formaldeido 37% e 200ml de
H20) agitar até observar o surgimento das bandas.

- Desprezar a solugéo reveladora e adicionar 100ml da solucdo fixadora, para fixar as

bandas.

12.5. Construcao da Curva Padrao

Segue abaixo os calculos para a preparacao de padrdes com numero de cépias de um
determinado gene por pl de solugdo. Darei como exemplo os célculos que utilizei para

preparar os meus padroes.
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1.Vocé deve saber o tamanho do plasmidio e do inserto que vocé quer trabalhar.
EX: Plasmidio pBR322 = 4.363 pb
Genoma completo de HPV16 = 8.000 pb
2. A seguir, vocé utiliza as rela¢des abaixo :
1 célula = 6,0X10° pb = 6,0 pg de DNA(dados extraidos da literatura)
pBR322 + HPV16 completo = 12.363 pb = 0,0123fg de DNA = 1,23X10% ng
3. A partir dessas relagdes, vocé pode preparar o padrao que contém o maior numero
de cépias do seu alvo.
EX:
1,23X10® ng 1 copia

X 10° copias

X =1,23X10°ng = 1,23 pg/ul

4. Tendo a solugédo acima preparada, € s6 vocé dilui-la em um DNA sem HPV (DNA
ultrapuro de E. coli - da Sigma) para obter os outros padrbes de numero de copia.
Abaixo esta a forma com que eu preparo os meus padroes.

180ul (10° copias) + 720ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 20.000 copias/pl

Se vocé tem uma solugéo contendo 100.000 copias (10° copias) e quer obter uma outra
com 20.000 copias, vocé precisa dilui-la 5 vezes. Se vocé dividir 720 por 180, vocé tera
4 como resultado. Assim sendo, se vocé pegar uma parte da solugdo de 10° copias e
dilui-la em 4 partes de DNA de E. coli , vocé vai obter a solugdo diluida 5 vezes,
conforme vocé desejava.

60ul (10° copias) + 940ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 6.000 copias/pl

O raciocinio € o mesmo de cima.

A seguir, deve-se diluir serialmente cada padréo de n°® de copias 10 vezes, ou seja, 1
parte do padréo e 9 partes do DNA de E.coli.

50pl (20.000 cépias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 2.000 cépias/pl

50ul (2.000 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 200 copias/pl

50pl (200 copias/ul) + 450l DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 20 copias/pl
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50pl (20 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 2 copias/pl

O raciocinio € o mesmo de cima.
50ul (6.000 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 600 copias/pl
50pl (600 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 60 copias/ul

50pl (60 copias/ul) + 450ul DNA de E.coli (2,5 ng/ul) = 6 copias/pl

Assim sendo a curva padrao é composta dos seguintes padroes :

20.000; 6.000; 2.000; 600; 200; 60; 20; 6; 2 copias/ul

OBS.:Usamos o DNA de E. coli porque € um DNA ultrapuro, com
dosagem precisa e vendido comercialmente. Nada impede de se usar um
outro DNA que nao contenha HPV para preparar esses padrdes. Nao tem
referéncia bibliografica para isso porque € mais um cuidado estabelecido
pelos laboratérios da Merck e que foi adotado no Instituto Ludwig de
pesquisa sobre o cancer (Sao Paulo - SP). Com relagao a utilizagdo de 9
padrées para produzir a curva padrao, também foi um excesso de
cuidado, pois dois pontos sdo suficientes para determinar uma reta,
utilizamos nove que variam de uma alta até uma carga viral bem baixa.
Assim, temos padrdes que representam a carga viral da grande maioria

das amostras.
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12.6. Tabela referente as 106 pacientes do HC-FMRP-USP

AMOSTRA TIPO DE HPV HIV GRAU DE LESAO

1 18 Negativo -

2 16 Positivo LSIL
3 16 Positivo HSIL
4 16 Negativo -

5 16 Positivo HSIL
6 16 Negativo HSIL
7 16 Positivo HSIL
8 18 Positivo INVASOR
9 16 Positivo HSIL
10 18 Positivo -
11 16 Negativo -
12 18 Positivo -
13 16 Positivo HSIL
14 X Positivo HSIL
15 18 Negativo LSIL
16 18 Negativo -
17 16 Negativo -
18 16 Negativo -
19 16 Negativo -
20 X Negativo HSIL
21 16 Negativo -
22 16 Negativo HSIL
23 16 Negativo -
24 18 Negativo LSIL
25 18 Positivo -
26 18 Negativo -
27 18 Positivo LSIL
28 18 Negativo -
29 18 Positivo HSIL
30 16/18 Negativo LSIL
31 16 Positivo HSIL
32 X Negativo HSIL
33 18 Negativo HSIL
34 18 Negativo -
35 16 Negativo HSIL
36 18 Negativo HSIL
37 16/18 Positivo HSIL
38 18 Negativo HSIL
39 18 Negativo LSIL
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40 16/18 Negativo -
41 16/18 Positivo HSIL
42 16 Negativo HSIL
43 18 Negativo HSIL
44 16 Negativo HSIL
45 18 Negativo LSIL
46 16 Positivo LSIL
47 16 Positivo -
48 16/18 Positivo -
49 X Positivo -
50 16 Negativo -
51 X Negativo -
52 16 Positivo LSIL
53 X Negativo LSIL
54 X Negativo HSIL
55 X Negativo HSIL
56 X Negativo LSIL
57 18 Negativo -
58 16 Negativo HSIL
59 18 Positivo -
60 16 Positivo LSIL
61 X Negativo HSIL
62 X Negativo HSIL
63 16/18 Negativo HSIL
64 X Positivo HSIL
65 X Positivo -
66 16/18 Negativo HSIL
67 X Negativo HSIL
68 X Negativo HSIL
69 16/18 Negativo HSIL
70 X Negativo -
71 X Negativo INVASOR
72 18 Negativo -
73 X Positivo -
74 X Negativo HSIL
75 16 Negativo -
76 16 Negativo -
77 18 Positivo -
78 16 Negativo -
79 X Negativo HSIL
80 16/18 Negativo HSIL
81 X Positivo LSIL
82 X Negativo LSIL
83 X Negativo HSIL
84 16 Negativo -
85 16 Negativo HSIL
86 16 Negativo -
87 X Negativo -
88 X Positivo -
89 16/18 Negativo HSIL
90 X Negativo -
91 18 Positivo -
92 X Negativo LSIL
93 18 Positivo LSIL
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94 X Negativo LSIL
95 X Positivo LSIL
96 16/18 Negativo HSIL
97 16/18 Negativo HSIL
98 18 Negativo LSIL
99 18 Positivo -
100 X Negativo -
101 18 Positivo LSIL
102 18 Negativo LSIL
103 16/18 Negativo HSIL
104 18 Positivo HSIL
105 16 Negativo -
106 18 Positivo -
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ABSTRACT

Background/Aims: Human Papillomavirus (HPV) is known to be the etiology of
cervical cancer. E7 gen of high grade oncogenic HPVs, especially HPV16 and
HPV18, act directly on genes that regulate cellular growth, leading to the
development of precancerous lesions, which can evolve into invasive carcinoma.
Methods: There were collected sixty samples of vaginocervical smears from women
infected by HPV, with or without cervical lesions and 10 samples of healthy women.
The absolute quantification of gene E7 was performed through Real Time PCR
technique, using primers and specific probes.

Results: We observed that in samples of HPV16, the quantity of gene E7 copies is
higher than the quantities of the same gene in the samples infected by HPV18. In

this analysis there were observed results significative among the samples groups
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QHPV18 without SIL and HPV18 with LSIL or HSIL or invasive cervical cancer,
regarded to the number of copies of gene E7 that is higher in the group with cervical
lesions.

Conclusions: In this analysis there observed there was more quantity of E7 gene
copies in HPV18 samples group with SIL and the quantity of gene E7 copies is

higher than the quantities of the same gene in the samples infected by HPV18

INTRODUCTION

Human Papillomavirus (HPV) is known to be the etiologic agent of cervical
cancer. Epidemiological and molecular studies performed in the last 20 years state
that the infection by certain types of HPV is an event that precedes cervical
neoplasia. Since many years it is known that the HPV genome is present in
malignant tumors. [1] [2] [3] Despite that, little is known about the risk determinants
of persistent infection by HPV. When a woman is persistently infected by oncogenic
types of HPV, she is more susceptible to develop cervical neoplasia than another
that was infected temporarily. [4] [5] [6] [7]

There are more than 120 types of HPV described nowadays. The HPV16 and
HPV18 types are the most associated to Squamous Intraepithelial lesions (SIL) and
invasive cervical cancer (invasive carcinoma). [8] All the cellular alterations induced
by HPV infection are caused by a combination of functions from the viral genes. The
oncogene E7 contributes directly to abnormal cellular growth typical of dysplastic
lesions and carcinomas; besides, the amount of DNA present in the tumor may
represent an important aspect in the course of the disease. [9] [10] The
quantification of this protein in cervical samples of women infected by HPV may
favor the prognosis of lesions induced by the virus.

Real time PCR detects a fluorescent sign produced during the amplification of

PCR product. TagMan probe is labeled at the 5 end with a reporter fluorochrome
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(FAM) and a quencher fluorochrome (TAMRA) added at the 3’ end. The probe
anneals to the labeled sequence between the sites of primers forward e reverse,
generating a substrate that is cleaved by the activity 5’of Tag DNA Polimerase. This
process just occurs if the target is amplified. [11] [12]

The present study evaluated the frequency of gene E7 among women infected
by HPV16 and 18 with LSIL (Low Squamous Intraephitelial Lesions) or HSIL (High
Squamous Intraephitelial Lesions) or Invasive cervical cancer and women without
SIL, with the purpose of favour the prognosis of lesions induced by HPV as well as

to better understand the pathogenesis of these diseases.

CASUISTIC AND METHODS
Clinical sample and DNA extraction

Seventy samples obtained from patients of Hospital das Clinicas, Ribeirdo
Preto Medical School, University of Sao Paulo were analyzed. There were collected
vaginocervical smears from women infected by HPV with or without cervical lesions.
The samples were divided into three groups: group A (30 samples from positive
HPV patients without cervical lesions), group B (30 samples from positive HPV
patients with LSIL or HSIL or invasive cancer) and a negative control group (10
samples of negative HPV patients without cervical lesions). The DNA extraction of

the samples was performed according to Higuchi (1989). [13]

Polimerase Chain Reaction (PCR):
HPV diagnosis and typing was performed through PCR technique according to

Bettini et al (2003). [14]

Real time PCR:
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The samples were submitted to Real Time PCR for absolute quantification of
gene E7 in the patients infected by HPV16 and 18. The DNA of gene E7 from
HPV16 and 18 was quantified by a system of DNA detection DNA Gene Amp 5700
(Applied Biosystems, Foster City, Calif.). PCR mix consisted of 3ul of DNA, 12,5l of
2X universal master mix (Applied Biosystems, Foster City, Calif.), 8,75ul of sterile
water, 0,5ul of primer forward (10uM) e 0,5ul of primer reverse (10uM) and 0,5yl of
TagMan probe TAMRA (5uM) with a total volume of 25ul. The primer sequences
were selected using Primer Express software (version 1.0), (Applied Biosystems)
(Table1).

Table 1. Primers e specific probes

HPV16E7-96F AGAGGAGGAGGATGAAATAGATGGT
HPV16E7-182R CACTTGCAACAAAACGTTACAATATTG
HPV16E7-122T 6FAMCAGCTGGACAAGCAGAACCGGACATAMRA
HPV18E7-2F TGCATGGACCTAAGGCAACA
HPV18E7-78R TAGAAGGTCAACCGGAATTTCATT
HPV18E7-23T 6FAMTGCAAGACATTGTATTGCATTTAGAGCCCCTAMRA

The amplification was performed at 50°C for 2 minutes and initial denaturation
for 10 minutes at 95°C, followed by 55 cycles at 94°C for 15 seconds and at 60°C
for 1 minute. The standard curve was obtained through amplification of serial
dilutions of two clones of HPV16 and HPV18 in vector pBR322 (donated by Dr.

Ethel Michelle de Villiers, German Cancer Center, Heidelberg, Germany).

Standard Curve

The standard curve correspondent to the types HPV16 and 18, essential to
absolute quantification of gene E7, was built from serial dilutions, performed in two
clones containing the vector PBR322 and the complete genome of HPV16 and

HPV18 (donated by Dr. Ethel Michelle de Villiers, German Cancer Center,
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Heidelberg, Germany), using ultra pure DNA of Escherichia coli. With the titulation
there were obtained 20.000, 6.000, 2.000, 600, 200, 60, 20, 6 e 2 copies/ul of

sample for each type of HPV.

Analysis of Real time PCR results

The analysis was performed observing the relationship between the amount of
DNA and Ct (threshold cycle-beginning of fluorescence detection). The higher the
Ct, the higher was the amount of DNA. Both samples with HPV16 and 18 had Ct

from 12 to 31.

Statistical analysis.

The statistical analysis was performed using Wilcoxon test from Instat
program version 4.0 (Graph Pad Software, USA), based on the amount of copies
from gene E7 in the samples, to verify the difference among the groups of HPV
positive patients with SIL, positive group without lesions and negative group without

lesions, with significance of P < .0,05.

RESULTS.

The correlation coefficients for HPV16 and 18 were respectively r = 0, 988826
and r = 0, 985172, indicating good quality in the standards. The minimal limit of
detection was of 20 copies/ul, resulting in good quality of the assay. There was no
statistical difference between HPV positive group with and without lesion in regard to
the frequency of E7 gene sequence (p = 0,1625) and there were not found E7
copies in the samples of HPV negative group without lesions. However when we
separated this two HPV positive groups in four (HPV16 with LSIL or HSIL or

invasive cervical cancer, HPV16 without lesions, HPV 18 with LSIL or HSIL or
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invasive cervical cancer and HPV18 without lesions) and verify the difference

among this groups, we observed results significative among the samples groups
HPV18 (p = 0,0129). There was more quantity of E7 gene copies in HPV18 samples
group with SIL. In the samples group HPV16 there was no statistical difference
significative (p = 0,4173). There were found differences between infected samples
with HPV16 and 18 (p = 0,0062). In the samples with HPV16, the amount of copies
of gene E7 is higher than the amount of the same gene in the samples infected by

HPV 18.

DISCUSSION

Boer et al. [15] as well as other authors stated that HPV is the main cause of
cervical cancer. The presence of HPV types 16 and 18 in cervical mucosa increases
the progression of LSIL. Nevertheless this lesion may disappear spontaneously in
the great majority of the cases [16]. Despite the fact that a high percentage of
women are positive to HPV 16, the majority of the infections caused by this virus are
subclinical in immunocompetent patients or show transitory warts. Even so, a small
percentage of these lesions caused by HPV progress to HSIL and cervical cancer.

The vaginocervical smears to perform this investigation were from HIV
positive women from AMIGO ambulatory, which presented persistent infections
caused by HPV. Patients that possess compromised immunologic system like renal
transplanted and HIV1 infected ones, have lesions that progress more rapidly.
These observations suggest that immune response is important to infection control
by HPV and progression to cancer [16].

In agreement to Mcmurray et al. [9], all the disturbances caused by HPV are

from a combination of the viral genes E1, E2, E4, E5, E6 and E7. The gene E7,
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among other functions, affect the transcription of genes involved in the progression

of cellular cycle and/or cellular differentiation, inducing cellular proliferation,
immortalization and transformation.

Why do some types of HPV cause cancer? This effect resides in the need of
some benign and malign viral forms to stimulate the progression of G1 and the
beginning of fase S, to replicate their genomas inside the cells. They probably
achieve this objective affecting the cellular cycle in many ways. The disarranged
pathways caused by oncogenic virus can achieve cromossomical accidents that
lead to maligne conversions, in the same way that pathways modulated by non-
oncogenic types result in the obtention of viral objectives with minimal disturbance to
epithelial cells. The difference between an oncogenic and a non-oncogenic virus is,
for example, the interaction between protein E7, produced by gene E7 action, and
the protein Rb: the bonding affinity of oncogenic E7 is higher than the protein E7 of
non-oncogenic ones. [9] [17]

We believed that quantifying gene E7 could answer several questions about
the pathogenesis of HPV and that there would be a difference regarded to the
quantities of gene E7, among HPV positive women without cervical cancer and HPV
positive women with LSIL or HSIL or invasive cervical cancer. Nevertheless, in this
report we proved that there is no significative difference between these groups.
Despite of that, separating these two groups in four (HPV 16 without cervical
lesions, HPV16 with LSIL or HSIL or invasive cervical cancer, HPV18 without
cervical lesions and HPV18 with LSIL or HSIL or invasive cervical cancer) there
were found significant differences between the last two groups of subtype HPV18,

where the quantity of E7 is higher in the groups with lesions.
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TNF-a is a citocine involved in inflammatory and cellular immune reactions
ones. [18] In an acute situation, the local production of TNF-a is beneficial, but
systemic or prolonged exposition to TNF-a can be injurious (ex: toxical shock and
metabolical disturbance). TNF-a may have a citotoxical effect on tumoral cells,
regulating important substances to tumoral implantation, having a pro-tumorigenic
function. The TNF-a genotype can influence the initial response to viral infection,
neutralizing and eliminating the virus.

The samples utilized in this investigation are part of those classified by
Simodes et al. [19] of microsatellites of gene TNF. Analyzing the samples already
typified, we submitted the four groups to Fisher’s test to verify the association of
TNF-a microsatellites with the types of HPV. In this analysis we found significative
differences in the groups of subtype HPV18 regarded to the alleles of TNF 2 (p =
0,0024), 6 (p = 0,0370), 7 (0,0089) and 10 (0,0370).

Pociot et al. [20] stated that some alleles from TNF microsatellites are
involved in a higher or less production of TNF-a, among them the alleles TNF a2
and a6 respectively. Our results are in agreement with these authors, because the
allele a2 was found in greater quantity in samples HPV18 with LSIL or HSIL or
cervical cancer (23%) and the allele a6 was found in higher quantities im samples
HPV18 without cervical lesions (14%).

Glahder et al. [21] stated that the oncogenic potencial of high risk HPV
(mainly types 16, 18 and 31) is measured by its capacity of producing oncoproteins.

Transcription oncogenes may be considered as a risk for the development of
SIL and the progression of SIL to cervical cancer [22]. The oncogenes E6 and E7
possess an important transcriptional activity in the development and maintenance of

cervical carcinogenesis found in squamous cells. The HPV 16 possess two bonding
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receptors that generate three different transcripts, favouring the production of more

proteins whereas HPV18 possess only one bonding receptor that generates only
two transcripts.

Biedermann et al. [10] stated that the quantity of viral DNA present in the
tumor may represent an important aspect to the course and power of the disease.
We agree with the authors because in our investigation we found a significative
difference between the viral types 16 and 18. For all the stated reasons, we believe
that viral type also influences. The HPV16 presents more copies of gene E7 than
type 18, which can take us to understand why this type of HPV can be more related
to the evolution prognosis of SIL to cervical cancer, and also be considered by
several authors the most virulent type. [15][21][23][24] PCR real time, which
amplifies and quantifies the DNA or target RNA sequences, uses two methods for

quantitative detection of amplicom: the Tagman and Syber green systems. Nagao

et al. [25] developed a protocol to quantify the DNA of HPV 16 through PCR real

time, using Syber Green molecular probes and obtained good results becuse of the

well standartized method. Morberg et al. [4] stated that TagMan system is more
specific and sensitive. TagMan probes use the activity of exonuclease fluorogenic 5'
of Taq polimerase to measure the quantities of marked sequences in DNA samples,
annealing to the internal region of PCR product. When the polimerase amplifies the
sequence where the Tagman probe is bonded, its exonuclease 5' activity cleaves
the probe. This finalizes the activity of the quencher, and the reporter starts to emit
fluorescence increasing in each cycle proportionaly, in the reason of the probe
cleavage. The acumulation of the amplified products is detected through monitoring

the increase of reporter fluorescence.
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The TaqMan probes create specific amplification, because the cleavage
occurs only if the probe hibridyzes the target. For this reason it is a sensitive method
and more specific than Syber Green. This type of PCR real time, performed with
Molecular beacons and possessing the reporter, the same time that they adapt in
the shape of a hairpin, they stay free in the solution to produce the fluorescence and
the quencher aproximates to produce the fluorescence to be detected.
Nevertheless, the proximity of the reporter and quencher in the shape of a hairpin,
inhibits the reporter fluorescence. In this analysis we used Tagman primers and
probes to quantify gene E7 from HPV16 and HPV18. Our results were satisfactory,
mainly regarded to the technique precision, even though being a expensive
procedure.

Several investigations performed with PCR real time used the dilutions of 10
'to 10° copies of DNA with esterile water. In the present investigation there were
performed dilutions of the HPV plasmids 16 and 18 in ultrapure DNA of Escherichia
coli (Sigma) to obtain 20.000, 6.000, 2.000, 600, 200, 60, 20, 6 and 2 copies of HPV
by microliters. It was observed amplification until 20 copies, with no amplification in

the samples with 6 and 2 copies, which proves the high sensitivity of this method.
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