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RESUMO

Foi realizado um estudo para analisar a infeccdo pelo HPV, a freqiiéncia do
polimorfismo da p53 codon 72 e fatores sdcio-econdmicos-culturais em pacientes com lesdo
cervical pré-maligna ou maligna na Fundacdo CECON-AM, centro de referéncia em
oncologia em Manaus, Amazonas. As pacientes foram submetidas a coleta de material
cervical para deteccio de HPV por reacdo da polimerase em cadeia (PCR) com primers
MY09/MY11 seguido de Nested-PCR com GP5+/GP6+ e para determinar o polimorfismo da
proteina p53. Das 164 pacientes participantes do presente estudo, 11 nfdo apresentaram
resultado histopatoldgico confirmatorio. Nas 153 pacientes, observou-se o DNA do HPV em
94,7% (145), sendo 100% (n=3) em Adenocarcinoma, Cancer cervical (n=21) e LSIL (n=14),
e 93% (n=115) em HSIL. Todos os tipos de HPV encontrados sdo considerados como de alto
risco e alguns de provdvel alto risco oncogénico, com maior freqii€ncia do HPV-16, -33 e -18
81,9%, 49% e 4,1%, respectivamente). As freqiiéncias gé€nicas da p53 evidenciadas na
populacdo (n=153) foram 0,63 para o alelo Arg e 0,37 para o alelo Pro, e as freqiiéncias
genotipicas foram 61% Arg/Pro, 32% Arg/Arg e 7% Pro/Pro. Os fatores s6cio-econdmicos-
culturais que apresentaram evidéncias de associacdo com as lesdes estudadas foram idade
(p=0,000), multiparidade (p=0,045), uso de anticoncepcional (p=0,003) e nimero de parceiros
sexuais (p=0,021). O conhecimento da alta freqii€éncia de tipos de HPV de alto risco em lesdes
cervicais pré-malignas e malignas refor¢a a necessidade da melhoria do acesso da populacgio
feminina aos programas de preven¢do e detec¢do precoce de lesdes do colo do ttero, acdo
que, no futuro, podera ser aliada a vacinacao contra o HPV, constituindo-se a melhor maneira
de diminuicdo da morbimortalidade associadas a neoplasia cervical.

PALAVRAS-CHAVE: HPV; Cancer cervical; p53; polimorfismo.
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ABSTRACT

To analyze HPV infection, the frequency of the p53 polymorphism at codon 72 and economic
and cultural factors in patients with precancerous or cancerous cervical injuries, we conducted
a study at Fundacdo CECON, cancer reference hospital, Manaus, Amazonas. All the patients
had been submitted to a collection of cervical specimens for detection of DNA HPV by
Nested-PCR using primers MY09/MY11 followed with GP5+/GP6+ and automated DNA
sequencing to identify the HPV type and to determine the p53 codon 72 polymorphism by
PCR. In 153 patients, 9.2% presented LSIL, 75.1% presented HSIL, 13.7% cervical cancer
and 2% adenocarcinoma. DNA HPV was presented in 94,7% (145) of all patients, being
100% in adenocarcinoma, cervical cancer and LSIL and 93% (107) in HSIL. All the know
high-risk HPV and some probably high-risk genotypes were detected, with HPV-16, -33 and -
18 the most frequent (81,9%, 4,9% e 4,1%). Genotypes frequencies of p53 polymorphism
(n=153) were 61% for ARG/PRO, 32% for ARG/ARG and 7% for PRO/PRO. The economic-
cultural factors with evidences of association with the patients lesions had been age
(p=0,000), multiparity (p=0,045) contraceptive use (p=0,003) and number of sexual partners
(p=0,021). The knowledge of high frequency of HPV high risk types in cervical lesions
strengthens the necessity of the improvement of women population access to the prevention
and early detection of cervical cancer programs, wich, in the future, could be allied to a
vaccination against the HPV - the best chance of decreasing the morbimortality associated
with cervical neoplasia.

Key words: HPV, cervical cancer, PCR, p53, polymorphism.
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1. INTRODUCAO

1.1 O colo do utero

A porcao inferior do ttero (Figura 1) que se localiza dentro da cavidade vaginal
possui uma por¢do interna denominada canal cervical ou endocérvice. A endocérvice é
revestida por uma camada tnica de células cilindricas produtoras de muco (epitélio colunar
simples), estendendo-se do orificio externo a juncdo do seu epitélio com o endométrio. A
parte externa, denominada ectocérvice, € revestida por um epitélio de vérias camadas de
células planas (epitélio escamoso estratificado), estendendo-se do orificio externo a reflexdo
do epitélio da cérvice até o fornice vaginal (MS, 2002; SILVA FILHO; LOGATO FILHO,

2000; VINHAES, 1997).

Figura 1: Colo do ttero
Fonte: http://www.saude.pr.gov.br/Cancer/pdf/falando cancer colo utero.pdf. Acesso em:
28/03/2007

Entre a ecto e a endocérvice encontra-se a jungdo escamocolunar (JEC) (Figura 1), que

corresponde a linha de demarcag@o entre os epitélios escamoso e colunar, a qual pode estar
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localizada mais interna ou externamente, dependendo da situagdo hormonal da mulher
(GROSS; BARRASSO, 1999; MS, 2002; VINHAES, 1997).

No periodo da menacme, quando ocorre produgdo estrogé€nica, a JEC situa-se ao nivel
do orificio externo ou para fora deste, entrando em contato com agentes agressores e/ou
mutagénicos. Esta exposicdo gera um ambiente hostil as suas células, podendo ocorrer a
transformagdo das células do epitélio colunar em escamosas, mais adaptadas, dando origem a
um novo epitélio chamado a terceira mucosa ou zona de transformacdo (ZT). Nesse novo
epitélio, drea limitrofe entre epitélio glandular e escamoso, a possibilidade de ocorrer
transformacdo atipica é grande. A ZT corresponde a mais de 90% dos céanceres do colo de
utero e € a zona de, praticamente, todas as lesdes precursoras deste cancer, drea considerada
como altamente suscetivel a influéncia oncogénica (BEKKERS et al., 2004; LOGATO

FILHO, 2000; MS, 2002; SILVA FILHO; VINHAES, 1997).

1.2 Lesoes intra-epiteliais escamosas e cancer do colo do utero

A histéria natural do cancer cervical envolve alteragdes reversiveis no epitélio
escamoso, com estigios varidveis que caracterizam OS Processos Pprogressivos no
desenvolvimento da neoplasia, onde lesdes intra-epiteliais escamosas de baixo grau podem
progredir a lesdes de alto grau ou cancer invasor ou regredir para a condicdo normal
(SCHIFFMAN; CASTLE, 2003; SCHLECHT et al, 2003).

O epitélio de revestimento do colo do ttero € formado por varias camadas de células
epiteliais pavimentosas ordenadas. As alteracdes nesse epitélio ocorrem desde as camadas
mais basais deste epitélio até um grau de desarranjo intenso, com células alteradas invadindo

o tecido conjuntivo do colo do ttero no carcinoma invasor (MS, 2002).
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Papanicolau e Traut foram os primeiros a demonstrar células malignas na citologia
exfoliativa. Na década de 60, Richart sugeriu que o cancer cervical se desenvolveria de um
estagio pré-maligno denominado neoplasia intraepitelial cervical (NIC) (BEKKERS et al.,
2004).

A classificacdo das lesdes segundo a extensdo do epitélio ocupada pelas células
alteradas define os vdrios tipos de neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC), cuja

caracterizacdo estd representada no quadro 1.

CLASSIFICACAO ANORMALIDADES EM CELULAS
ESCAMOSAS EPITELIAIS
NICI ou Lesdo Intra-epitelial Escamosa de | Células epiteliais neopldsicas  ocupam

Baixo Grau (LSIL) ou Displasia Leve

somente a camada basal do epitélio.

NICII ou Lesdo Intra-epitelial Escamosa de
Alto Grau (HSIL) ou Displasia Moderada

Células epiteliais neoplasicas ocupam metade
da espessura epitelial, preservando as
camadas mais superficiais.

NICIII ou Lesao Intra-epitelial Escamosa de
Alto Grau (HSIL) ou Displasia Acentuada

Desarranjo celular acomete praticamente
todas as camadas do epitélio.

NICIII ou Lesao Intra-epitelial Escamosa de
Alto Grau (HSIL) ou Carcinoma in situ

Toda a espessura epitelial estd ocupada por
células indiferenciadas.

Carcinoma invasor

Células neopldsicas indiferenciadas alcancam

o tecido conjuntivo do colo do ttero, abaixo
do epitélio.

Quadro 1: Classifica¢do das lesdes intra-epiteliais cervicais e carcinoma invasor
Fonte: SMITH, 2002; BEKKERS et al., 2004; MS, 2002; SILVA FILHO; LOGATO FILHO, 2000;
VINHAES, 1997.

A medida que as lesdes progridem, além da ocupacio do epitélio pelas células
neopldsicas, ocorrem alteracdes celulares como nidcleos hipercorados e atipias celulares,
apresentando uma perturbagdo do processo de maturacio ou diferenciagdo celular
(BEKKERS et al., 2004; SILVA FILHO; LOGATO FILHO, 2000; VINHAES, 1997)

Lesdes intraepiteliais escamosas s@o alteragdes precursoras para o desenvolvimento de
cancer cervical e sdo causadas, primariamente, por HPV (papilomavirus humano), além de

varios fatores externos e genéticos que possam interferir nesse processo (BASEMAN,
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KOUTSKY, 2005; BOSCH et al., 2003; FLORES et al., 2006; SCHIFFMAN; CASTLE,

2003).

1.3 Fatores de risco para o desenvolvimento do cancer cervical

O carcinoma cervical tem apresentado uma distribuicio mundial, com
aproximadamente 500.000 mulheres desenvolvendo esta patologia em todo o mundo, a cada
ano. Em paises em desenvolvimento, o carcinoma cervical ¢ uma das primeiras causas de
morte em mulheres, geralmente precedido por cincer de pele e de mama (IARC, 2007; INCA,
2005a; WHO, 2005).

Em 99% das vezes, o dcido desoxirribonucléico (DNA) do HPV encontra-se presente
nas pacientes portadoras de cancer cervical, principalmente os de alto risco e suas variantes
ndo-européias, sendo esta infec¢do considerada um fator crucial no desenvolvimento da
malignidade do epitélio cervical (BOSCH et al., 2002; FERENCZY; FRANCO, 2002; LIU et
al., 2004).

A carga viral parece ter relacdo com o risco de desenvolver as lesdes malignas do
colo do ttero. Healey et al. (2001) concluiram que a associa¢do entre HPV e lesdo
intraepitelial escamosa (SIL) aumenta quando ocorre aumento da carga viral em um estudo
numa populacdo aborigene canadense com altas taxas de cancer cervical.

Flores et al. (2006) encontraram relacdo entre a carga viral e o risco de lesdes intra-
epiteliais de baixo e alto graus em mulheres do México e Estados Unidos, empregando a
reacdo da polimerase em cadeia em tempo real (Real Time PCR).

Porém, segundo Wang; Hildesheim (2003), a utilidade da medida da carga viral

como ferramenta de diagndstico continua em debate, pois os dados provenientes dos estudos
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epidemioldgicos ainda sdo considerados insuficientes para confirmar a associagdo entre a
carga viral e o risco de lesdo no colo do ttero.

Além do tipo de HPV envolvido, sua variante e a carga viral, o desenvolvimento e
progressdo até o cancer parece ter interferéncia de varios fatores, tais como: a)fatores s6cio-
econdmicos e culturais, como exposicdo hormonal (uso de anticoncepcional, nimero de
gestacdes), a idade da primeira relacdo sexual, nimero de parceiros sexuais, fumo, dieta,
outras doencas sexualmente transmissiveis, b) eficiéncia da resposta imune e c) fatores
genéticos do hospedeiro, como o haplétipo do antigeno de histocompatibilidade leucocitério
— HLA - e o polimorfismo da proteina guardia do genoma, p53, descritos como relevantes no
carcinoma cervical (BASEMANN; KOUSTSKY, 2005; BOSCH et al., 2002; FERENCZY;
FRANCO, 2002).

Em relacdo ao cancer cervical, esses fatores também podem estar relacionados,
promovendo a progressdo da doenca causada pelo HPV. Virias revisdes (BASEMAN;
KOUSTSKY, 2005; BOSCH et al., 2002; FERENCZY; FRANCO, 2002; SCHIFFMAN;
CASTLE, 2003; STOREY et al., 1998; VILLA, 1997) apresentam discussdes sobre a

influéncia desses fatores sécio-econdmicos-culturais na relagdo HPV e carcinoma cervical.

1.3.1 O papilomavirus humano (HPV)

Papilomavirus (do latim, “papilla”: pustula e “oma”: tumor) sdo agentes que podem
acometer epitélios de diferentes hospedeiros, incluindo mamiferos, aves e répteis, sendo que
os papilomavirus sdo espécie-especificos e podem induzir papilomas e cancer nos hospedeiros
suscetiveis (BOSCH et al., 2002; DE VILLLIERS et al., 2004; SANCLEMENTE; GILL,

2002; VILLA, 1997).
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No homem, esses DNA-virus apresentam tropismo por células do epitélio cutdneo-
mucoso, que sdo células de metabolismo elevado, acometendo principalmente o trato genital
feminino e masculino. Os HPV sio relacionados a lesdes benignas e malignas em diversas

partes do corpo (BEKKERS et al., 2004; GROSS; BARASSO, 1999).

1.3.2 Classificacao do HPV

Os tipos de HPV sdo identificados pelo grau de similaridade de seus DNAs, baseados
no gene L1, que € a por¢do mais conservada dentro do genoma dos papilomavirus. Os
papilomavirus humanos sdo classificados, atualmente, segundo andlise filogenética baseada
na comparacgdo entre os genes L1, onde os géneros compartilham menos de 60% de identidade
de nucleotideos (23 a 43% quando se compara géneros de familias Papillomaviridae),
espécies compartilham de 60 a 70% e os tipos presentes dentro de uma espécie apresentam de
71 a 89% de identidade de nucleotideos, onde a seqiiéncia do gene L1 é, pelo menos, 10%
diferente dos outros tipos. Os subtipos apresentam de 2 a 10% de diferenca dos tipos
conhecidos, baseado na seqii€éncia de L1. Atualmente, e devido a essa redefinicdo, os HPV 46,
HPV 55 e HPV 64 sdo conhecidos como subtipos dos HPVs 20, 44 e 34, respectivamente
(BERNARD, 2005; DE VILLLIERS et al., 2004).

Variantes de HPV tipo 16 apresentam menos de 2% de varidncia de nucleotideos.
Tais variantes sdo referidas como européia, asidtica, asidtico-americana, africana-1 e africana-
2, baseados na regido longa de controle (LCR) e no gene ES, e ainda a variante prototipo
(referida como o isolado original) européia e norte-americana, com base no seqiienciamento
das regioes E2, E6, L2 e L1 (BERNARD, 2005; SWAN et al., 2005).

O tipo de HPV presente no organismo parece determinar sua manifestagdo clinica,

histéria e evolugdo das lesdes. Os HPVs podem ser divididos, de acordo com o seu tropismo,



22

em tipos mucosos, 0s quais sdo encontrados, principalmente, no epitélio mucoso da
orofaringe e trato anogenital, e tipos cutineos, que infectam, predominantemente, a pele
(BEKKERS et al., 2004). Atualmente, mais de 100 tipos virais de HPV foram isolados, onde
mais de 85 destes foram identificados devido ao seu grande interesse médico. Desses, mais de
40 tipos e subtipos distintos infectam a area anogenital (BASEMAN; KOUSTSKY, 2005;
BERNARD, 2005; DOORBAR, 2005; LIU et al., 2004).

Segundo Munoz et al. (2003a), baseados em dados de 11 estudos caso-controle de
associacdo entre carcinoma cervical e infec¢do por HPV, os diversos tipos s@o classificados
em alto risco (15 tipos), provavelmente de alto risco (3 tipos), risco indeterminado (3 tipos) e

baixo risco (12 tipos), de acordo com seu potencial oncogénico (quadro 2).

CLASSIFICACAO DE TIPOS DE HPV
RISCO
Alto risco 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82
Provavel alto risco 26, 53, 66
Risco indeterminado 34,57, 83
Baixo risco 6, 11,40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, CP6108

Quadro 2 — Classificacdo e tipos de HPV
FONTE: BASEMAN; KOUTSKI, 2005; MUNOZ et al., 2003 a,b.

Os papilomavirus humanos de baixo risco estio relacionados com lesdo intraepitelial
escamosa de baixo grau no trato genital, com raras associagdes a processos carcinogénicos, e
os de alto risco estdo associados com lesdo intraepitelial escamosa de alto grau e carcinoma
invasivo. Os HPVs de baixo risco sdo, geralmente, aqueles encontrados nédo integrados ao
genoma da célula hospedeira (epissomais), e aqueles de alto risco, relacionados com a
oncogénese genital, apresentam os virions integrados ao genoma da célula parasitada. Porém,
um estudo avaliando as variagdes da seqiiéncia E2 do HPV 16 por polimorfismo dos
fragmentos de restricio (RFLP) parece contradizer o fato que a integracdo do material

genético do virus seria o pré-requisito mais importante para o desenvolvimento do carcinoma
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cervical invasivo, pois das 38 amostras positivas para a forma episomal do HPV 16, 30 (79%)
foram amostras de cancer cervical invasivo (SATHISH et al., 2004).

Variantes de HPV tipo 16, as quais apresentam menos de 2% de varidncia de
nucleotideos, sdo consideradas relevantes para a historia natural da infec¢do por este virus
(DE VILLLIERS et al., 2004; SWAN et al., 2005; VILLA, 1997).

Xi et al. (1997), com a finalidade de determinar a associacdo entre variantes de HPV
16 e risco de desenvolvimento de neoplasia intraepitelial cervical concluiram que variantes
tipo nao-protétipo t€m maior risco quando comparados com as variantes prototipos.
Hildesheim et al. (2001), num estudo de coorte com 10.000 mulheres, revelaram que
diferentes variantes de HPV 16 t€m potencial oncogénico distinto, sugerindo que as pacientes
portadoras da variante ndo — européia teriam 11 vezes mais chance de serem diagnosticadas

com carcinoma cervical do que aquelas portadoras da variante protétipo.

1.3.3 Estrutura genémica do HPV

O papilomavirus humano (Figura 2) é um DNA-virus nao cultivdvel, pertencente a
familia Papillomaviridae, formado por um pequeno capsideo icosaédrico sem envelope e 72
capsOmeros, que contém uma unica molécula circular de dupla hélice de DNA, com

aproximadamente 8000 pares de bases (DE VILLLIERS et al., 2004; MUNQOZ et al., 2003a).

Figura 2: Papilomavirus humano.
FONTE: <http://www.hpv.cervix.cz.charakteristika-viru.htmI>.. Acesso em: 10A\05/2007.
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O tamanho do HPV, considerado pequeno, contrapde-se ao seu complexo perfil
molecular. Seu genoma (Figura 3), estudado a partir de HPVs de alto risco, principalmente o
HPV 16, considerado causa primdria de carcinoma cervical, estd organizado em trés regides:
uma regido modulatéria LCR (regido longa de controle ou long control region), regido
precoce (E, early) e a regido tardia (L, late). As regides E e L foram assim designadas
considerando suas expressdes no ciclo de vida do virus, onde a regido E € responsavel por

processos iniciais, e L, responsdvel pelas etapas finais da replicacdo do virus (DOORBAR,

2005; SANCLEMENTE; GILL, 2002; SCHIFFMAN et al., 2005; SOLIMAN et al., 2004).

Geoe  HPV16

i

Figura 3: Genoma do HPV.
FONTE: http://www.pkzr.ac.bialystok.pl/rysunki/genom.gif. Acesso em: 02/05/2007.

A regido LCR contém a origem de replicagdo viral e elementos responsivos
transcricionais que regulam a expressdo do gene do HPV. A regido E contém 6 genes: E1, E2,
E4, E5, E6 e E7 (Quadro 3). As proteinas E1 e E2 sdo codificadas pelos genes E1 e E2, que
modulam a replicag@o e transcri¢do, sendo proteinas regulatdrias, enquanto que os genes E6 e
E7 sdo considerados como de potencial patogé€nico ligados a HPV de alto risco (DE
VILLLIERS et al., 2004; SOLIMAN et al., 2004; VILLA, 1997).

A regido tardia apresenta dois genes, L1 e L2, com seqii€ncias altamente conservadas

em todos papilomavirus. As proteinas L1 e L2, codificadas ,respectivamente, pelos genes L1 e
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L2, constituem as proteinas estruturais, que compdem o capsideo viral (Quadro 3) (de
VILLLIERS et al., 2004).

O DNA viral pode estar integrado ou ndo ao DNA da célula hospedeira,
freqiientemente préximo de um proto-oncogene. Certas proteinas do interior do virion, como
E6 e E7, podem eliminar a repressdo sobre os proto-oncogenes e promover a anarquia celular,

determinando graves lesdes epiteliais (DOORBAR, 2005; GROSS; BARASSO, 1999).

GENES | FUNCAO

E1l Atividade DNAhelicase, atividade de ATPase, papel na replicacdo e na
repressdo da replicagdo

E2 Regulador da transcricdo e replicacdo viral, controle da expressao do gene da
regido viral inicial, necessario para eficiente replicacdo viral, juntamente com
El.

E4 Expresso como gene tardio na diferenciacdo do epitélio, papel na infec¢dao

produtiva, associado com o citoesqueleto de queratina de células epiteliais
cultivadas, etc.

ES Provavelmente estimula proliferacdo inicial de células in vivo, mas pode ter
papel na iniciagdo da carcinogénese.
E6 Papel no processo de transformacdo juntamente com E7. Propriedades de

ativagdo transcricional. E6 de HPVs de alto risco inativa pS3 por indugdo de
sua degradacdo. Juntamente com E7, proporciona um ambiente para a
replicagdo do DNA viral.

E7 Propriedades de transativagdo similares ao do promotor E2 do adenovirus,
induz sintese de DNA em células quiescentes, papel na transformagdo celular
em cooperacdo com o oncogene ras ativado. E7 se liga a forma
hipofosforilada da proteina do retinoblastoma (pRB), resultando em sua
inativagdo funcional, permitindo a progressdo celular para a fase S do ciclo
celular. Proteinas E7 dos HPVs de baixo risco tipo 6 e 11 se ligam menos
eficientemente do que as proteinas E7 de HPVss de alto risco (tipos 16 e 18).

L1 Proteina do capsideo principal.

L2 Proteina do capsideo.

Quadro 3 — Genes relacionados ao HPV e fungdes.
FONTE: SANCLEMENT; GILL, 2002; SOLIMAN et al., 2004.



26

1.3.4 Transmissao do HPV

Estudos tém mostrado que a maioria das mulheres sexualmente ativas (acima de
50%) foi infectada por um ou mais tipos de HPV genital alguma vez (BASEMAN;
KOUSTSKY, 2005).

Os HPV anogenitais sdo reconhecidamente transmitidos via sexual, provavelmente
através de goticulas microscopicas na superficie do epitélio durante a relagdo sexual, por
contato epitélio-epitélio vaginal, oral ou anal (BASEMAN; KOUSTSKY, 2005;
SCHIFFMAN; CASTLE, 2003).

A transmissdo também pode se dar por vias ndo-sexuais, como na transmissio
vertical pela mae-feto e durante o nascimento - responsdvel pela papilomatose do recém-
nascido; a transmissdo horizontal por outros membros da familia, principalmente os que
mantém contato mais intimo com criancas; autoinoculacdo de um sitio para outro e por
fomites. Porém, tais rotas ttm um impacto muito menor do que a via sexual (GROSS;
BARASSO, 1999; KOSS; GOMPEL, 1997; RINTALA et al., 2005; SCHIFFMAN; CASTLE,
2003; TSENG et al., 2002).

Contato intimo ndo-sexual, atividade sexual ndo-penetrativa e uso de tampdes

também sdo propostos para infeccio cervical por HPV (FRANCO et al., 1995).

1.3.5 Epidemiologia do HPV

Estd bem estabelecido que o HPV esteja presente na maioria dos carcinomas
cervicais e estd associado a lesdes pré-malignas (BASEMAN; KOUSTSKY, 2005).

Considerando somente o0 HPV, este agente parece ser responsdvel por quase 11% de
todos os casos de cancer femininos em todo o mundo, sendo que os casos de carcinoma

associados ao HPV excedem a cifra de um milhdo (MONSONEGO, 2005).
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Estimativas para o futuro, em 2050, apontam para um quadro onde existirdo
1.090.000 novos casos de cincer cervical por ano (WHO, 2005). Isso seria duplicar o nimero
de casos anuais nos proximos 50 anos, se nada for feito para combater essa doenca, sendo que
a maioria desses novos casos serd detectada nos paises em desenvolvimento (MONSONEGO,
2005; SOLIMAN et al., 2004).

No mundo, o carcinoma cervical é a segunda causa mais comum de cincer feminino,
com uma mortalidade de 288.000 mulheres por ano. Dessa totalidade, 80% das mortes estdo
concentradas em paises em desenvolvimento, principalmente nas regides mais pobres como
Africa, América Latina e Asia (IARC, 2007; WHO, 2005).

No Brasil, um estudo conduzido por Cavalcanti et al. (1999) analisou a presenca de
HPV pela técnica de hibridizacdo in sifu em bidpsias de pacientes com carcinoma cervical e
detectou a prevaléncia deste virus em 55,2% das amostras. Nesse estudo, HPVs de alto risco
foram detectados em 80,5% das pacientes com lesdes progressivas acompanhadas durante 8
anos. Estudo multicéntrico realizado pela Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer
(IARC) envolvendo o Brasil detectou de 75 a 100% de prevaléncia de DNA de HPV em
amostras de céncer cervical, por técnica de reacdo da polimerase em cadeia, aumentando
ainda mais a prevaléncia quando se utilizou oligonucleotideos mais sensiveis (GP5+ e GP6+)
(BOSCH et al., 1995).

O cancer cervical ocupa o terceiro lugar no Brasil, sendo superado somente pelo
cancer de pele e de mama. Dentre os estados brasileiros, 0 Amazonas encontra-se em segundo
lugar em taxas nacionais de mortalidade por cancer cervical, alteracdo maligna responsavel
por acometer mais de 50% dos casos de neoplasias em mulheres no estado (IARC, 2007;
INCA, 2007; WHO, 2005).

Em Manaus, estudo de prevaléncia de HPV realizado por Castro (2002) detectou 32

amostras positivas (39,28%) para o DNA de HPV, através da PCR, utilizando os
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oligonucleotideos MY09 e MY11, em 83 pacientes com diagndstico citoldgico sugestivo de
lesdes intra-epiteliais de baixo e alto grau e cancer invasor do colo uterino, atendidas na
Fundacio Centro de Oncologia do Amazonas (FCECON - AM).

Souza (2004), estudando mulheres HIV positivas atendidas na Fundacido de Medicina
Tropical do Amazonas, detectou o DNA do HPV em 14,2% das amostras cervicais através da
técnica de PCR, utilizando os oligonucleotideos MY09 e MY 11 .

Estudo recente de Corréa (2005) analisou amostras de mulheres com carcinoma
cervical, encontrando 100% (n = 42) de prevaléncia do DNA do HPV. Essse estudo
evidenciou tipos de HPV de alto risco em algumas amostras seqiienciadas, utilizando PCR
com oligonucleotideos MY09 e MY 11, seguido de Nested-PCR com oligonucleotideos GP5+
e GP6+.

A infeccdo por HPV acomete, principalmente, mulheres jovens, com pico apds
iniciacdo sexual (mulheres com idade inferior a 25 anos), diminuindo a prevaléncia na faixa
de 35-54 anos, e um segundo pico depois dos 55 anos, talvez por reativacio de virus latente
(BASEMAN; KOUSTSKY, 2005).

A incidéncia de HPVs de alto risco, considerados oncogénicos, parece ser maior do
que com tipos de baixo risco (BASEMAN; KOUSTSKY, 2005; FRANCO et al., 1999). Um
estudo realizado em Séao Paulo (FRANCO et al., 1999) encontrou resultados que confirmam o
destaque da incidéncia viral para tipos de alto risco.

Em pacientes com carcinoma cervical, mais de 85% apresentam por volta de 15 tipos
de HPVs, sendo os tipos 16 e 18 os mais identificados. Esses tipos, 16 e 18, representam 54%
e 17% dos achados, respectivamente (MUNOZ et al., 2003a; BOSCH et al., 2002; ZEHBE;
WILANDER; 1997). O estudo de Singh et al. (2004) encontrou 90% (n=50) dos tumores
cervicais positivos para HPV, onde o HPV 16 foi encontrado em trinta amostras e HPV 18 em

cinco. A associag@o entre 0 DNA do HPV em amostras cervicais e cancer cervical € uma das
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mais fortes jd observadas para o cancer humano, independente de outros fatores de risco e
bastante consistente (BOSCH et al., 2002; FERENCZY; FRANCO, 2002; SINGH et al.,
2004).

Infeccdes por HPV precedem lesdes pré-malignas e cancer cervical por alguns anos.
Porém, como somente algumas mulheres com infec¢do persistente por HPV irdo desenvolver
o cancer cervical, a infec¢do sozinha, provavelmente, ndo € uma condi¢do precursora
suficiente para o desenvolvimento da doenga. A persisténcia viral associada a fatores sdcio-
econdmicos, culturais, genéticos e imunoldgicos podem contribuir para o desenvolvimento e
progressao da malignidade (BOSCH et al, 2002; FERENCZY; FRANCO, 2002;

SCHIFFMAN; CASTLE, 2003; VILLA, 1997).

1.3.6 Ciclo de vida e oncogénese

A infecc@o pelo HPV ocorre através da penetragdo do virus no epitélio, a partir de
camadas basais e parabasais, o que, para alguns tipos de HPV, seria necessdrio um dano no
epitélio estratificado, através de abrasdes ou microtraumas, como no contato sexual
(DOORBAR, 2005; GROSS; BARASSO, 1999).

A entrada do virus nas células ocorre por ligagdes a receptores da superficie celular,
onde se sugere que a a-6-integrina e o sulfato de heparan possam exercer papel importante
nesta ligacdo (DOORBAR, 2005; SANCLEMENTE; GILL, 2002).

A liberagdo do HPV no interior da célula pode ser facilitada pela quebra das ligacdes
dissulfidricas intracapsoméricas no meio ambiente reduzido da célula, permitindo o transporte
do DNA viral para o nicleo (DOORBAR, 2005; LI et al., 2004).

Apos penetragdo e liberagdo do virus na célula infectada, o ciclo de vida do HPV

pode apresentar fase ndo produtiva ou de manuten¢do do genoma, e fase produtiva ou
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proliferativa, ligados & diferenciacio dos queratindcitos (DOORBAR, 2005;

SANCLEMENTE; GILL, 2002).

1.3.6.1 Fase nao-proliferativa ou manutengdo do genoma

Ap6s a entrada do virus na célula, ocorre a manutencdo do genoma viral, o qual
permanece na forma episomal e em pequeno nimero de cépias (10-200 cpias por célula) nas
células basais e parabasais do epitélio (DOORBAR, 2005; SANCLEMENTE; GILL, 2002).

Nessa fase, o modelo de expressdo genética viral ndo estd bem definido, mas ha
consenso que as proteinas virais E1 e E2 seriam suficientes para manter o DNA viral na forma
episomal (DOORBAR, 2005; SANCLEMENTE; GILL, 2002).

As células infectadas deixam a membrana basal para diferenciarem-se. Essa fase é
conhecida como estdgio proliferativo do ciclo de vida, ocorrendo da metade do epitélio até as

camadas superficiais (DOORBAR, 2005).

1.3.6.1.1 Amplificacdo do genoma viral

A multiplicagdo celular impede a replicacdo auténoma do virus. Num epitélio
normal, as células basais cessam o ciclo celular, ndo mais se multiplicam, migrando para a
camada suprabasal e chegando a superficie, em um processo de diferenciacdo terminal e
queratinizagdo (DOORBAR, 2005; MIDDLETON et al., 2003).

Para a produg@o de virions infecciosos, o HPV necessita amplificar seu genoma viral,
0 que ocorre na camada média ou superior do epitélio, principalmente para o HPV 16
(DOORBAR, 2005). Para isso, ocorre um aumento da atividade do promotor tardio, o qual se

encontra dentro da regido aberta de leitura (ORF) do gene E7 e acredita-se que sua
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superregulacdo conduza a um aumento na expressdo de proteinas envolvidas na replicacdo do
DNA viral (E1, E2, E4 e ES), sem necessariamente afetar a expressdo de E6 e E7. A ligacdo
de E2 a regido regulatéria do HPV se faz necessaria para a replicagdo viral, recrutando a El
DNA helicase para a origem viral de replicacdo. O complexo de iniciacdo E1-E2 se agrega na
origem viral e permite a replicacdo do genoma viral sem que ocorra a sintese do DNA celular.
Os mecanismos moleculares que levam a ativacdo do promotor tardio e superregulacdo da
expressdo de E1 e E2 ainda estdo sendo desvendados, mas é possivel que o promotor
encontre-se ativo em todos os estigios durante o ciclo produtivo (DOORBAR, 2005; VILLA,

1997).

1.3.6.1.2 Sintese viral

Ap6s a completa amplificagdo do genoma, o HPV codifica duas proteinas estruturais,
L1 e L2, presentes somente na camada superficial do epitélio, nos queratindcitos
diferenciados (DOORBAR, 2005; SANCLEMENTE; GILL, 2002).

As proteinas estruturais do capsideo viral, L1 e L2, sdo produzidas na camada de
células que expressam E4, sendo codificadas pelos genes L1 e L2 (DOORBAR, 2005;
VILLA, 1997).

Apés a sintese de L1 e L2, estas proteinas sdo direcionadas ao nucleo celular. A
proteina do capsideo principal, L1, é expressa posteriormente a L2, permitindo assim a
agregacdo de particulas infecciosas na camada superior do epitélio (DOORBAR, 2005;
SANCLEMENTE; GILL, 2002).

HPVs nao sdo liberados até que as células epiteliais infectadas cheguem a superficie
epitelial. O produto do gene E4 parece contribuir na maturagéo e liberagdo viral, onde as

proteinas virais poderiam inibir a expressdo de marcadores de diferenciacdo, prevenindo a
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formacdo de escamas cornificadas normais, perturbando a integridade da queratina e afetando
a agregacdo do envelope cornificado da camada do epitélio (DOORBAR, 2005; VILLA,
1997).

Papilomavirus ndo lisam as células infectadas e necessitam sair e sobreviver no meio
extracelular antes de reinfectarem nova célula. A sobrevivéncia extracelular parece aumentar
quando o HPV ¢ liberado da superficie epitelial dentro de uma escama cérnea (DOORBAR,

2005; VILLA, 1997).

1.3.6.2 Fase proliferativa

Em células basais, durante a infeccio pelo HPV, E7 e talvez E6 sdo expressas nestas
células, reprimindo o desenvolvimento do ciclo celular e retardando a diferenciacdo celular

normal. Isso resulta em atraso na diferenciacdo celular, o que pode induzir hiperplasia e, em

No ciclo celular, quatro estagios estdo presentes: Fase G1 (gap 1), com o aumento de
tamanho celular; Fase S (Sintese), onde ocorre a replicacdio do DNA, com duplicacdo dos
cromossomos; Fase G2 (gap 2): a célula prepara-se para a mitose; Mitose (M), ocorre a
divisdo celular, onde uma célula mae divide-se em duas células filhas idénticas (CLARKE;
CHETTY, 2001).

Nestes estagios do ciclo celular, proteinas atuam estimulando ou inibindo processos:
as proteinas pRB (proteina do retinoblastoma), p53 (proteina responsavel pela apoptose) e o
p21 (ou waf-1) exercem papel de regular o ciclo celular, pelo controle da transcrigéo celular
dos genes envolvidos na progressao do ciclo celular e na proliferacdo celular, em geral
(DOORBAR, 2005; SOLIMAN et al., 2004).

A proteina pRB, produto do gene RB, interage com o fator de transcri¢éo celular E2F
na fase G1 do ciclo celular, inibindo a transcri¢do induzida por E2F (DOORBAR, 2005;
SANCLEMENTE; GILL, 2002).

A p53, produto do gene 53, impede a transcri¢do de alguns genes celulares. E
chamada de guardia do genoma por seu efeito maior de supressdo do tumor devido a ativagdo
transcricional dos genes que manté€m a estabilidade gendmica. Caso ocorra dano celular, a p53
ativa a expressdo de proteinas como p21 e bax, levando a uma interrupcao de G1 e deixando
de induzir a apoptose (GROSS; BARASSO, 1999; SANCLEMENTE; GILL, 2002).

A p21, também denominada waf-1 ou Cip-1, € uma proteina inibidora das CDKs
(quinases ciclina-dependentes) necessdrias para a progressdo do ciclo celular, também
interagindo com o antigeno de prolifera¢do nuclear da célula (APNC). Tais intera¢des
bloqueiam a sintese replicativa do DNA, culminando com interrupcao de G1, permitindo a
célula reparar o DNA danificado, ou até induzindo a apoptose, segundo a expressdo do gene
BAX, ativado pela p53 (DOORBAR, 2005; SOLIMAN et al., 2004).

Um papel essencial na carcinogénese estimulada pelo HPV seria, mais do que a
mutagdo dos genes RB e 53, a inativacdo do produto destes genes, ou seja, a inativacdo das
proteinas nucleares pRB e p53, fazendo com que o ciclo celular ndo seja interrompido e nao
ocorra a apoptose (GROSS; BARASSO, 1999; SOLIMAN et al., 2004)
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alguns casos associados a HPVs de alto risco, conduzir a crescimento celular anormal
(DOORBAR, 2005; SANCLEMENTE; GILL, 2002).

Quando o HPV estd associado com lesdes benignas, geralmente o genoma viral
encontra-se na forma epissomal, replicando-se separadamente do DNA do hospedeiro. Porém,
na maioria das lesdes malignas, o DNA viral integra-se no genoma da célula hospedeira,
resultando na persisténcia viral por anos, aumentando o risco de céncer, embora formas
episomais e integradas possam coexistir (BOSCH et al., 2002; KNEBEL-DOEBERITZ, 2002;
RIVOIRE et al.,, 2001; SANCLEMENTE; GILL, 2002; WANG; HILDESHEIM, 2003).
Sathish et al. (2004) encontraram HPV na forma epissomal em amostras com diagndstico de
carcinoma cervical invasivo, com a seqiiéncia E2 intacta comparada com as amostras
integradas. Esse fato sugere que a integracdo ndo deva ser o pré-requisito mais importante
para conduzir a malignidade.

As proteinas codificadas pelos genes E6 e E7 de HPVs de alto risco estdo
diretamente envolvidas na transformacdo celular, onde variagdes no potencial carcinogénico
sdao governados, principalmente, por estas proteinas. E6 e E7 interagem, alteram ou destroem

moléculas regulatérias do ciclo celular viral (BOSCH et al., 2002; VILLA, 1997).

1.3.6.2.1 O papel das proteinas E6 e E7 na oncogénese

As proteinas E6 e E7 sdo produtos dos genes E6 e E7, respectivamente, sendo
transcritos pelo mesmo promotor viral, origindrios de um &cido ribonucléico mensageiro
(RNAm) policistronico. Ambos E6 e E7 apresentam fungdes que estimulam e regulam o ciclo

celular (Figura 4) (DOORBAR, 2005; VILLA, 1997).
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Figura 4: Mecanismo de oncogénese envolvendo as proteinas E6 e E7 do HPV
FONTE: STERLING; TYRING, 2001.

A proteina E7 tem sido associada com alteracdes da replicacio do DNA em células
do hospedeiro, permitindo a sintese do DNA viral em células diferenciadas. Para tal, a
expressdo de E7 resulta na ativacdo de genes celulares que sdo regulados pela familia de
fatores de transcricdo E2F, que incluem DNA polimerase-a, deidrofolato redutase, timidina
cinase, ciclina E, dentre outras. Em células normais, a ativacio do fator de regulacio da E2F é
regulada por um sistema de ciclinas cinases-dependentes, com fosforilagdo da pRb e outras
proteinas, como pl07 e p130. Com a ligacio de E7 & pRB, fosforila-se a pRB, ocorre
liberagdo do E2F do complexo repressor transcricional pRB/E2F, ativagdo da E2F como
ativador transcricional de um grupo de genes necessdrios para a replicacio do DNA,
promovendo as células da fase G1 para a fase S do ciclo celular (KNEBEL-DOEBERITZ,

2002; DOORBAR, 2005).
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No entanto, a ativacdo inapropriada da proliferacdo do ciclo celular da inicio a
maquinaria de morte celular e induziria a apoptose em células afetadas, resultando em
multiplicacdo menos efetiva do HPV nas células do hospedeiro. Para contornar essa situagdo,
o virus desenvolveu uma maquinaria celular para fins de prevenir apoptose prematura,
mediada pelo produto do gene E6, a proteina E6 (KNEBEL-DOEBERITZ et al., 2002).

Sendo assim, a proteina viral E6 complementa a fun¢éo da proteina E7, prevenindo a
inducdo de apoptose em resposta a entrada ndo-programada na fase S, mediada por E7
(DOORBAR, 2005).

As fungdes de transformacdo de E6 estdo associadas com sua interacdo com uma
variedade de produtos de genes celulares. O primeiro alvo identificado da proteina E6 viral foi
a proteina p53 (BOSCH et al., 2002; DOORBAR, 2005).

A fung@o principal da oncoproteina E6 é a destrui¢do da p53, via ubiquitina, a qual,
na célula normal, aumenta sua expressdo ap6s ocorréncia de dano ao DNA, aprisionando o
ciclo celular na fase G1 para reparo no material nucléico ou, se ndo for possivel, morte
programada — apoptose (DOORBAR, 2005; SOLIMAN et al., 2004). A proteina E6 do HPV
16 se liga a uma proteina celular de 100 kiloDaltons (kDa) denominada proteina associada a
E6 (E6AP), a qual apresenta fungdes como uma proteina ligase de ubiquitina. O complexo
E6/E6AP se liga a regido central da p53, a qual se torna rapidamente ubiquitinizada e
sinalizada para os proteasomas (figura 4). Como a p53 tem um papel importante na protecdo
da integridade do genoma, células que expressam E6 mostram instabilidade cromossomica, a
qual aumenta enormemente a probabilidade que as células infectadas pelo HPV se tornem
malignas (TOMASINO et al., 2003).

A proteina E6 também interage com fatores envolvidos na regulacio da transcricdo e

replicacdo do DNA, na regulagdo da apoptose, com fatores que regulam a organizagdo e
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diferencia¢do do epitélio e com fatores envolvidos na interacdo célula-célula (KNEBEL-
DOEBERITZ, 2002).

E6 também pode associar-se a outras proteinas pro-apoptoticas, como Bak e Bax, o
que faz com seja considerada um fator predisponente ao desenvolvimento de cancer,
permitindo a acumulacdo de possiveis erros que ndo s@o detectados na célula do hospedeiro
(DOORBAR, 2005).

O desenvolvimento da malignidade parece ser conseqii€ncia de uma interagdo
aberrante entre virus e hospedeiro, como na regulacdo da expressdo de E6 e E7, onde, em
lesdes de baixo grau, a expressdo destas proteinas € encontrada em células que estdo se
diferenciando. J4 em lesdes de alto grau e cancer cervical, a forte expressdo de E6/E7 ¢
encontrada nos compartimentos celulares em proliferacio (BOSCH et al., 2002). O impacto
do HPV na regulagdo do ciclo celular é devastador, resultando, segundo Clarke e Chetty
(2001), em uma vantagem crescente ¢ um desvio calculado de numerosos mecanismos de
feedback regulatérios. A replicacdo viral e a expressdao dos genes controlados pelo virus
resultam em imortalizacdo dos queratindcitos com enfraquecimento dos pontos cruciais de

regulacdo em G1-S e G2-M.
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1.3.6.2.2 A proteina p53

Sherr (2004), em seu artigo sobre os principios da supressdo tumoral, faz uma

revisdo sobre o histdrico das pesquisas envolvendo a proteina p53. O autor relata:

Linger e Lavine, Lane e Crawford, em 1979 foram os primeiros a detectar a
p53 em complexos com antigenos SV40T.

Oren e Levine, em 1983, clonaram o DNA complementar (cDNA) da p53
das células transformadas SV40, e revelaram que esta proteina poderia
colaborar com o mutante Ras para transformar fibroblastos embriondrios de
rato. Dessa forma, poder-se-ia concluir que a p53 seria um oncogene
imortalizante, que como Myc, poderia colaborar com Ras para transformar
células primdrias de roedores.

Estudos conduzidos posteriormente encontraram a p53 inativada na
eritroleucemia, sendo assim detectada em algumas doencas virais in vivo,
embora ainda ndo houvesse maiores entendimentos sobre a implica¢do desta
forma.

Esclarecimentos foram obtidos quando o cDNA da p53 de camundongo
falhou em auxiliar Ras no ensaio de cotransformacdo, e, quando mutada,
formou foco de células transformadas.

Finlay e seus colaboradores, em 1989, demonstraram que a p53 agiria como
supressora de transformag@o, na sua forma selvagem, normal.

Anédlises dos alelos em alguns tipos de céncer sugeriram que mutacdes
poderiam diminuir a forca de direcionamento da proteina, bem como ser um
fator genético causal.

Posteriormente, revelou-se que a p53 selvagem seria uma seqii€ncia
especifica de ligagdo ao DNA, sendo induzida no dano ao material genético,
causando o aprisionamento do ciclo celular na fase Gl. Essa proteina
exerceria funcdo de controle, livrando a célula de lesdo genotdxica.

Atualmente, a p53 € considerada como fator de transcri¢do homotetramérico, sendo
ativada em resposta a muitas formas de estresse, como irradiacdo, hipoxia, dano genotdxico
induzido por drogas e ativagdo oncogénica, contrariando a proliferacdo celular e, mais
dramaticamente, induzindo a apoptose (CHO et al., 2003; SHERR, 2004, TOMASINO et al.,
2003).

Mutagdes no gene P53 sdo encontradas em mais de 50% dos casos de cancer humano
resultando em falhas na producdo normal da proteina p53 (KAELIN JR, 1999; THOMAS et

al, 1999b). As referidas mutagdes apresentam varios padrdoes como missense, resultando na
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produgdo da proteina alterada, mutacdo em clusters, entre aminoacidos 130 e 290 e mutacdes
hot spots, afetando residuos 175, 248 e 273 (LEVINE et al., 1991).

O gene P53 estd comumente no tipo selvagem em carcinomas cervicais, indicando
que a inativacdo da p53 pela E6 do HPV provavelmente exer¢a um papel crucial no
desenvolvimento da malignidade, sugerindo que o efeito de E6 na proteina é andlogo a uma
mutagdo inativante, ou seja, ambos os mecanismos produzem a auséncia de func¢io do produto
do gene P53 (CHO et al., 2003; SHERR, 2004, THOMAS et al., 1999a; TOMASINO et al.,
2003).

Nas infeccdes pelo HPV, a proteina E6 viral tem a fungdo de se ligar a proteina
supressora de tumor p53, degradando-a via ubiquitina (Figura 5) (BRENNA et al., 2004;
DOORBAR, 2005; TOMASINO et al., 2003). A p53 € um ponto de controle que regula a
divisdo celular, assegurando a conclusdo de eventos dependentes e providenciando mais
tempo para o reparo do DNA antes da sua replicacio e mitose. Essa é uma das mais
importantes proteinas no sistema de defesa humano contra o desenvolvimento do tumor,
sendo que algumas variantes do HPV 16 estdo sendo associadas a maior habilidade de
degradacdo da p53 (BRENNA et al., 2004; CHO et al., 2003; SETTHEETHAN-ISHIDA et

al., 2004; TOMASINO et al., 2003).
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Figura 5: A proteina E6 do HPV de alto risco promove a degradacéo da p53 via ubiquitina.
FONTE: TOMASINO et al., 2003.

Uma substituicdo de base no cédon 72 da p53 resultando em ou arginina (Arg -
CGC) ou prolina (Pro - CCC) foi identificada como sendo um polimorfismo na populacio
humana, sendo ambas as formas detentoras de atividade bioldgica. No entanto, foi proposto
que as duas variagcdes da p53 no cédon 72 contribuissem distintamente para o
desenvolvimento do cancer cervical, pois diferencas bioquimicas e bioldgicas entre as
proteinas p53 polimoérficas indicam presenca de interagdes distintas entre estas e a proteina E6
do HPV (THOMAS et al., 1999b; TOMASINO et al., 2003).

Dumont et al. (2003), estudando linhagens celulares com proteinas p53 polimorficas,

constataram que as variantes contendo arginina induziam apoptose mais eficientemente que as
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varinates prolina, reforcando a diferenca na fungdo entre as formas polimoérficas, o que pode
ter impacto no risco de cancer e no tratamento.

Na populagdo, a distribuicdo do polimorfismo da proteina p53 cddon 72 parece
apresentar uma freqii€ncia relacionada a etnia, mantida por selecdo natural, segundo Beckman
et al. (1994), onde negros americanos, africanos e indianos apresentaram freqiiéncia do
polimorfismo Pro acima de 60% e caucasianos apresentaram maior freqiiéncia do
polimorfismo Arg.

No Brasil, Drummond et al. (2002), num estudo em pacientes com carcinoma de
células escamosas da cavidade oral, encontraram 40,2% de Arg/Arg, 54,8% Arg/Pro e 4,9%
Pro/Pro; Brenna et al. (2004) revelou uma freqiiéncia predominante de 67% para o
homozigoto Arg/Arg e 33% para o polimorfismo Arg/Pro. Santos (2007) encontrou a
freqii€ncia de 37,9% Arg/Arg, 37,9% Arg/Pro e 24,2% Pro/Pro num estudo caso controle em
Manaus, Amazonas, analisando o polimorfismo da proteina pS3 em pacientes com céincer da
cavidade oral.

Estudos in vitro realizados por Storey et al. (1998) demonstraram que a forma Arg
homozigota da p53 foi 7 vezes mais suscetivel de ser degradada pela proteina E6 do HPV
quando comparada com a forma Pro, onde a inativagdo da p53Arg ocorre mais facilmente.

Virios estudos descritos a seguir revelaram o polimosfismo Arg/Arg como de risco
aumentado para o desenvolvimento do cancer cervical.

Zehbe et al. (1999), em dois estudos europeus distintos do tipo coorte, considerando
mulheres com lesdo de baixo grau, alto grau e carcinoma cervical invasor, onde foram
analisadas 94 italianas e 170 suicas, reportaram uma associagdo significante da p53 Arg/Arg
com o risco de infeccdo persistente pelo HPV e céancer cervical.

Estudo caso controle realizado na Grécia (AGORASTOS et al., 2000), com 88

mulheres com lesdo de alto grau e carcinoma invasor comparadas com mulheres sauddveis
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mostrou forte evidéncia que p53 Arg/Arg cédon 72 possa conferir maior suscetibilidade a
lesdo de alto grau e carcinoma invasivo associados ao HPV. Similarmente, o estudo de
Dokianakis; Spandidos (2000) sugeriu que a homozigosidade da pS3 Arg poderia representar
potencial fator de risco para a tumorigénese da cérvice. No Brasil, um estudo caso controle
conduzido em Jodo Pessoa, Paraiba (MAKNI et al., 2000) revelou um risco de cancer cervical
aumentado em mulheres com p53 Arg/Arg. Esse risco aumentou principalmente apos
exclusdo de todos os diagndsticos discordantes, ji que estavam avaliando a variacdo
interlaboratorial da determinagdo do polimorfismo da p53. Essa variacdo laboratorial,
conforme Makni et al. (2000) foi apontada como possivel forma de mascarar ou subestimar a
associacdo entre o polimorfismo da p53 e o céancer induzido por HPV, devido ao erro de
classificag@o da variacdo do aminodcido desta proteina.

Varios outros estudos (ARBEL-ALON et al., 2002; KLUG et al., 2001; ZEHBE et
al., 2001) corroboram com os resultados dos estudos mencionados anteriormente.

Uma metandlise conduzida por Jee et al. (2004) analisou 37 estudos caso controle
para verificar a relagc@o entre o polimorfismo da proteina p53 e o cincer cervical entre 0s anos
de 1998 e 2002. Segundo o estudo, a forma homozigota Arg/Arg da proteina p53 cédon 72 foi
associada com, aproximadamente, 20% de risco para carcinoma cervical quando comparada
com Pro/Arg. Em relac@o ao adenocarcinoma, o risco aumentou para 50% quando comparado
com o polimorfismo Pro/Pro, fato que nao foi confirmado em andlises anteriores.

Outras pesquisas (HAWS et al., 2005; LI et al., 2004; KIM et al., 2000; TANARA et
al., 2003; WONG et al., 2000) obtiveram resultados que ndo apontaram o polimorfismo da
pS53 como fator de risco para o cincer cervical associado ao HPV.

Desta forma, o conhecimento de fatores sdcio-econdmico-culturais e genéticos da

populacdo poderia contribuir para melhor entendimento da infeccdo pelo HPV e da
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suscetibilidade para o céancer cervical, o que poderia ser investigado na nossa regido, a qual

apresenta o cancer cervical como a primeira causa de cancer entre as mulheres.
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2. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o polimorfismo da proteina p53 e a infec¢do pelo HPV em pacientes com
lesdes cervicais pré-cancerosas ou cancerosas atendidas na Fundacdo Centro de Controle de

Oncologia do Amazonas, Manaus.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Estudar a freqiiéncia de HPV nas pacientes estudadas.

3.2.2 Identificar o tipo de HPV infectante.

3.2.3 Estudar o polimorfismo da proteina p53.

3.2.4 Analisar a distribui¢do do polimorfismo da proteina p53 na populago estudada.
3.2.5 Levantar os fatores sécio-econOmico-culturais que possam estar relacionados as

lesdes cervicais e ao cancer nas pacientes estudadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Modelo de Estudo

Estudo descritivo transversal, que visou investigar a freqiiéncia do polimorfismo da
proteina p53 e da infeccdo pelo HPV em pacientes com lesdes cervicais pré-malignas ou
malignas atendidas na Fundag@o Centro de Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON-

AM), em Manaus.

3.2 Universo de estudo

3.2.1 Populagido de Referéncia
O estudo teve como alvo a populacdo de mulheres residentes no estado do Amazonas
(AM), atendidas na rede publica de referéncia para lesdes pré- malignas ou malignas do colo

do utero, FCECON-AM.

3.2.2 Populagao de Estudo

Foram estudadas mulheres com suspeita citolégica e clinica, posteriormente
confirmada por diagndstico histopatoldgico de lesdo pré-maligna ou maligna do colo do ttero
(LSIL, HSIL, Carcinoma invasor e Adenocarcinoma) que foram atendidas na triagem do
Servico de Ginecologia da FCECON-AM localizada na cidade de Manaus, Amazonas, no
periodo de janeiro de 2006 a julho de 2006. As mulheres foram convidadas a participar do

estudo, recebendo explicacdes sobre os objetivos, beneficios e riscos da pesquisa e, as que
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concordaram, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice

A) e responderam ao questiondrio (Apéndice B).

3.2.3 Amostra

Foi coletado o material cervical de todas as mulheres participantes do presente estudo,

no periodo de janeiro a julho de 2006, totalizando 164 mulheres.

3.2.4 Critérios de Elegibilidade

3.2.4.1 Critérios de Inclusdo

Mulheres residentes no Estado do Amazonas h4, pelo menos, dois anos.

Mulheres com diagndstico histopatoldgico de lesdo pré-malignas ou malignas do colo

do ttero (LSIL, HSIL, Carcinoma invasor e Adenocarcinoma).

Mulheres que aceitaram participar da pesquisa através da assinatura do TCLE.

3.2.4.2 Critérios de Exclusio

Mulheres que ja fizeram conizagao ou histerectomia total.

Mulheres indigenas.



46

3.3 Procedimentos

3.3.1 Coleta

A coleta do material cervical das pacientes com les@o pré-malignas ou malignas do
colo do ttero (LSIL, HSIL, Carcinoma invasor ou Adenocarcinoma) foi realizada na
FCECON-AM, sendo executada por um médico ginecologista, apds concordancia da paciente
e assinatura do TCLE (Apéndice A), as quais foram previamente submetidas as perguntas do
questionario (Apéndice B). As amostras foram coletadas da endocérvice das mulheres
participantes com escova cervical descartdvel tipo cito-brush, sendo transferidas para um
microtubo descartdvel de 1,5 mL contendo 400 pL de solucdo tampdo TE (Tris-HCI 10 mM
pH 8,0 e EDTA 1 mM), o qual foi hermeticamente fechado. As amostras foram mantidas em
banho de gelo até serem encaminhadas, no mesmo dia da coleta, ao Laboratério de
Diagnéstico Molecular, no Centro de Apoio Multidisciplinar - CAM, da Universidade Federal
do Amazonas (UFAM), sendo armazenadas a -20°C até o momento da extracdo do DNA e

execucdo dos procedimentos da PCR.

As coletas das amostras do presente estudo somente iniciaram apds a aprovagio no
Comité de Etica da FCECON-AM (ANEXO 2), obedecendo 2 legislacio que estabelece as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, a Resolucéo
196 de 10 de outubro de 1996 e suas atualizacdes.

Os resultados do diagnéstico molecular do HPV e o polimorfismo da p53 foram

encaminhados ao médico responsdvel pela paciente.
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As etapas executadas no laboratério de Diagndstico Molecular estdo organizadas no

fluxograma a seguir:

EXTRACAO DO DNA

/ \

PCR PARA HPV (NESTED-PCR)
- PRIMERS MY09 EMY11
- PRIMERS GP5+ E GP6+

ELETROFORESE EM
\@ GEL AGAROSE 1,5%

VISUALIZACAO DAS BANDAS

SEQUENCIAMENTO DAS
AMOSTRAS

}

ANALISE DAS SEQUENCIAS
PELO PROGRAMA BLAST —
IDENTIFICACAO DO TIPO DO
HPV

DETERMINACAO DO
POLIMORFISMO DA p53 POR PCR
- PRIMERS SUM (p53 -) e p53 Pro+
- PRIMERS p53+ e p53Arg -

'

ELETROFORESE EM
GEL AGAROSE 1,5%

VISUALIZACAO DAS BANDAS

Figura 6: Fluxograma das etapas realizadas no Laboratério de Diagndstico Molecular — CAM —

UFAM.
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3.3.2.1 Extracdo do DNA

As amostras mantidas a -20°C foram colocadas a temperatura ambiente para a
posterior execugdo da extracdo do DNA. Para a extracdo do DNA, foram adicionados 400 pL
de TPK em cada microtubo de cada amostra coletada. A solu¢do de TPK consistiu em uma
mistura de 900uL. de TE , 100uL de Tween 20 a 20% e 20uL de proteinase K 10 mg/mL.
Essa mistura foi levada ao banho-maria a 55°C por 1 hora e depois fervida por 10 minutos
(BAUER; MANOS, 1998). Em seguida, as amostras contendo sangue foram submetidas a
extragdo por fenol-cloroférmio (SAMBROOK et al., 1989). Apds o procedimento de

extragdo, as amostras foram processadas para o diagndstico molecular ou mantidas a -20°C.

3.3.2.2 Amplificacio controle do DNA

Para confirmar a presenca do DNA cromossomal humano amplificavel conservado
nas amostras para as reacdes de PCR, foi utilizado um par de oligonucleotideos que
amplificam uma regido microsatélite (GATA);3 do cromossoma 15 humano - ISO5G
(PONTES, 2003).

O sistema de reacdo foi composto de: 2,2 uL. de dgua Milli-Q; 2,5 pL de Tp 10x (500
mM KCl e 100 mM Tris-HCI (pH 8,5); 2,5 pLL de MgCl, 50 mM; 2,5 uL de ANTP (10 mM);
5,0 pL do iniciador ISOSP 5 pmol (PONTES, 2003); 0,3 uL da Enzima Taq polimerase
SU/uL e 5,0uL da solucdo contendo a amostra de DNA, totalizando um volume final de
20uL.

As reacdes de PCR foram realizadas com 35 ciclos de amplificagdo em aparelho

Eppendorf - Mastercycler Gradient, conforme o seguinte programa: um minuto a 95°C para
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desnaturacdo, um minuto a 55°C para anelamento e um minuto a 72°C para a sintese. Apds 0s
35 ciclos, seguiram-se cinco minutos a 72°C para extensao.

Apéds a amplificacdo com ISOS5G, uma banda correspondente a 270 pb (PONTES,
2003) foi visualizada em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio (Ipg/mL) e

revelado por luz UV.
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3.3.2.3 Oligonucleotideos (Primers)

Para o diagnéstico do HPV, a reacdo de PCR utilizada é denominada Nested-PCR, que
consiste em duas etapas de amplificacdo consecutivas. A primeira etapa foi realizada com 40
ciclos, utilizando-se o par de oligonucleotideos MY09 e MY 11. O produto da primeira reagio
foi submetido a uma segunda etapa de amplificacdo, com um par de oligonucleotideos
localizados internamente (GP5+/GP6+) a seqiiéncia de nucleotideos da primeira amplificacio
(Figura 5) (HAWS et al, 2004, REMMERBACH et al, 2004). As seqiiéncias dos

oligonucleotideos utilizados estdo apresentadas abaixo:

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIA (5°—3)
MY09 CGTCCMAARGGAWACTGATC
MY11 GCMCAGGGWCTATAAYAATGG
GP5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACYAC
GP6+ GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC

Posic¢des nucleotidicas varidveis M=A ou C; R=A ou G, W=A ou T, Y=C ou T.

Os oligonucleotideos MY09 e MY11 t€m como alvo a regido L1, por¢do altamente
conservada de diversos tipos de HPV (BAUER, MANOS, 1998).

Conforme Donmez et al. (1997), tais oligonucleotideos promovem a amplificacio de
fragmentos de 450 pares de bases de pelo menos 25 tipos distintos de HPV que infectam o
trato genital.

A segunda reagdo utilizou os oligonucleotideos GP5+ e GP6+, os quais também tém
como alvo a regido conservada L1 do HPV, porém mais interna (figura 5), aumentando a
sensibilidade e promovendo detec¢io de HPVs ndo tdo comuns (HAWS et al., 2004;

REMMERBACH et al., 2004; DE RODA HUSMAN et al., 1995).
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Figura 7: Esbogo linear do genoma do HPV, indicando as regides E (early) e L (late). Os
oligonucleotideos MY09/MY11 e GP5+/GP6+ estdo representados de acordo com os respectivos
tamanhos de seus fragmentos amplificados.

FONTE: MOLIJN et al., 2005.

3.3.2.4 Amplificacdo do DNA (PCR) para diagnéstico do HPV
e Oligonucleotideos MY09/MY11

A reacdo de PCR foi processada no equipamento Eppendorf - Mastercycler
Gradient. O sistema utilizado para a PCR era composto por SuL. de DNA da amostra; 5 uL
do tampdo 10x; 1,5 pL de MgCl, (50 mM), SuL do primer forward MY09 (5 pmol); 5 uL do
primer reverse MY11 (5 pmol); 1,0 uL de ANTP 10 mM; 0,5 uL de Taq polimerase SU/uL e
27 uL de 4gua Milli-Q para completar o volume de 50 pL. Para controle da reacdo, foi
utilizado um branco de reagentes (dgua MilliQ) e um controle positivo com uma amostra
positiva para HPV (seqiienciada) do banco de amostras do Laboratério de Diagnéstico
Molecular, CAM, UFAM.

O equipamento foi programado para executar o seguinte termociclo:
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ETAPAS TEMPERATURA TEMPO

Desnaturacio 95°C 60 segundos

Desnaturacdo 95°C 60 segundos

Anelamento 55°C 60 segundos 40 CICLOS
Extensao 72°C 60 segundos

Extensdo final 72°C 5 minutos

Manuten¢ao/Hold 4°C Tempo indefinido

As amostras foram submetidas ao préximo passo do procedimento ou armazenadas a -

20°C em congelador para amostras amplificadas.

e Eletroforese em gel de agarose 1,5%

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%
(p/v) em tampao TEB (Tris borato e EDTA) 1x, nas seguintes condi¢gdes: 70 Volts até a
entrada da amostra no gel, aumentando a voltagem para 110 Volts até a amostra chegar no
final da corrida com duragéo de, aproximadamente, duas horas. Foi utilizado como marcador
0 ladder multiplo de 100 pb da Invitrogen Life Technologies. O gel foi corado com brometo
de etidio (1,0 pg/mL) por vinte minutos, onde as bandas coradas correspondentes a 450 pb

foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV) e fotografadas.

e Qligonucleotideos GP5+/GP6+

Os produtos da PCR obtidos com os oligonucletideos MY09 e MY11 foram

utilizados como amostra, sendo manipulados em outro ambiente laboratorial. O sistema

utilizado para a PCR era composto por 1 uL de DNA da amostra; 5 pL do tampdo 10x; 1,5uL
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de MgCl, (50 mM), 5uL. do primer GP5+ (5 pmol); 5 uL. do primer GP6+ (5 pmol); 1,0 uL.
de dNTP (10 mM); 0,5 uL de Taq polimerase SU/uL e 31 uL de dgua MilliQ para completar
o volume de 50 pL. Para controle da reacdo, utilizamos um branco (dgua Milli-Q) e um
controle negativo com uma amostra conhecidamente positiva para HPV (seqiienciada) do
banco de amostras do Laboratério de Diagnéstico Molecular, CAM, UFAM.

Apbs o preparo do sistema para cada amostra, as amostras foram encaminhadas ao
termociclador Eppendorf - Mastercycler Gradient, utilizando-se a mesma programacgio
descrita para os oligonucleotideos MY09/11.

Terminada a reagdo de amplificacdo, as amostras foram submetidos a eletroforese em

gel de agarose a 2,5% ou armazenados para posterior procedimento.

e Eletroforese em gel de agarose 2,5%

Os produtos amplificados correspondentes ao Nested-PCR foram analisados por
eletroforese em gel de agarose a 2,5%, seguindo os mesmos procedimentos descritos para as

amostras da primeira PCR. O fragmento amplificado foi correspondente a 150 pb.

3.3.2.6 Seqiienciamento das amostras e identificacio do HPV

Todas as amostras amplificadas foram purificadas com o sistema que utiliza as
enzimas Exo-Sap. Ap6s a etapa de purificacdo, as amostras foram submetidas a uma reacao de
PCR com um dos oligonucleotideos cuja reagdo foi positiva. Em seguida, ocorreu a
precipitacdo do DNA das amostras, as quais foram, logo ap6s, submetidas aos procedimentos

de seqiienciamento automatico do DNA, utilizando-se os oligonucleotideos MY09 (5 pmol)
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ou MY11 (5 pmol) ou GP5+ (5 pmol) ou GP6+ (5 pmol). O seqiienciamento foi realizado no
seqiienciador MegaBace 1000 (Amersham BioSciences - Pharmacia), utilizando o DYEnamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE DNA Analysis System — Amersham

Biosciences, seguindo as instru¢des do fabricante (ANEXO 1).

3.3.2.6.1Anélise das seqii€ncias nucleotidicas

Para confirmagdo e identificacdo do tipo do HPV, foi realizada uma comparagédo das
amostras seqilenciadas com as seqiiéncias depositadas no Banco de Dados Mundial de
Nucleotideos — GenBank, utilizando-se o programa BLAST/BLASTN (ALTSCHUL et al.,

1997) através do site: www.ncbi.nlm.nih.gov. Foram consideradas validas as homologias das

A -10
seqiiéncias com e-value menor que e .

3.3.3 Determinagdo do Polimorfismo da proteina pS3 por PCR

O DNA extraido das amostras cervicais (item 3.3.2.1) foi utilizado para deteccdo do
polimorfismo da proteina p53 através da reacdo da PCR. A amplificagdo do material genético
para determinar o alelo especifico da proteina p53 foi realizada conforme Storey et al (1998) e
modificado por Summersgill et al. (2000) utilizando-se os oligonucleotideos pS3+ e p53Arg-

para arginina e p53- e SUM para prolina, cujas seqii€ncias estdo representadas abaixo.

OLIGONUCLEOTIDEOS SEQUENCIA (5°—3’)
SUM (p53 Pro+) CCTCAGGGCAACTGACCGTG
p53- CGTGCAAGTCACAGACTT
p53+ TCCCCCTTGCCGTCCCAA

p53Arg- CTGGTGCAGGGGCCACGC
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As reagdes foram realizadas em dois microtubos diferentes para cada amostra, sendo
um para amplificagdo do fragmento da prolina e outro para arginina. Para o controle da
reacdo, foi utilizado um branco e um controle positivo (amostra de individuo heterozigoto do
banco de amostras do Laboratério de Diagnéstico Molecular, CAM, UFAM).

A reagdo de PCR foi processada no equipamento termociclador Eppendorf -

Mastercycler Gradient. O sistema utilizado para a PCR foi composto de:

COMPONENTES p53+ X p53Arg- p53- X SUM
Tampao 10X 2 uL 2 ul
MgCl, 25 mM 2 uL 2 uL
Oligonucleotideo forward 5 pmol 2 uL 2 uL
Oligonucleotideo reverse 5 pmol 2 uL 2 uL
Dntp 2,5 mM 2,5 uL 2,5 ul
Taq DNA pol 50 U/ uL. 0,2 uL 0,2 uL
Agua Milli-Q 4,3 uL 4,3 uL
DNA 5,0uL 5,0puL
Total 20 uL 20 uL

Ap6s o preparo do sistema para PCR, as amostras foram colocadas no termociclador,

com o seguinte programa:

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Desnaturacio 95°C r
Desnaturacdo 95°C 50
Anelamento 61,8°C 50 40 CICLOS
Extensao 72°C r
Extensao final 72°C 2°30”
Manutenc¢ao/ Hold 4°C

e Eletroforese em gel de agarose a 2%
Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,0%,

corados com brometo de etidio (1,0 pg/mL) por vinte minutos e visualizados sob luz UV,
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onde foram visualizados fragmentos amplificados correspondentes a 141pb (p53+ X p5S3Arg-)
e 193 pb (p53- X SUM) (SUMMERSGILL et al., 2000).

3.4 Analise dos resultados

O banco de dados foi construido na planilha Excel e as andlises estatisticas foram
feitas no R' e MINITAB? para microcomputador. O nivel de 5% de significancia foi usado em
todos os testes.

Na anélise estatistica dos resultados, foram descritas as freqiiéncias das varidveis e a
distribuicdo (média, mediana, moda, desvio padrdo e o intervalo, quando aplicados) para as
varidveis quantitativas idades (idade da paciente, idade na 1* relagdo sexual, idade na 1°
gravidez e total de partos).

A varidvel resposta (tipo de lesdo) foi categorizada e estudada em relacdo a
distribuicdo das varidveis independentes. Referente ao teste de associagdes com as varidveis
qualitativas (categéricas) “tipo de lesdo” e s6cio-demogréficas, utilizou-se a técnica estatistica
ndo-paramétrica - Teste Exato de Fisher Generalizado para tabelas de contingéncias r x ¢
(MEHTA, PATEL, 1986; AGRESTI, 1990). Para andlise, os tipos de lesdo foram agrupados
em LSIL (NIC I), HSIL (NIC II e NIC III), Cancer e Adenocarcinoma, segundo a
nomenclatura de Bethesda (SMITH, 2002). Para a andlise do polimorfismo da proteina p53
em relacdo aos tipos de lesdo também foi utilizado o Teste Exato de Fisher Generalizado.

Para as comparagdes de médias das idades, utilizou-se o teste de Kruskall-Walis® e,

posteriormente, as comparagdes multiplas (ndo paramétrica).

' R Development Core Team (2006). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, Version 2.4.1 URL http://www.R-project.org.

2 MINITAB for Windows release 14.1 2003/2004 http:// www.minitab.com Copyright Inc.

? Kruskal-Wallis - Teste ndo-paramétrico proposto pelos autores Kruskal e Wallis em 1952, como um
competidor ou substituto do Teste F do campo paramétrico (CAMPOS, 1979, CONOVER, 1980).
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4. RESULTADOS

As 153 participantes com resultado histopatoldgico confirmatério de lesdo de colo do
utero pré-maligna ou maligna foram analisados quanto ao diagndstico molecular de HPV,
polimorfismo da proteina p53 e dados sécio-econdmico-culturais.

As participantes deste estudo tiveram a lesdo do colo do ttero confirmada pelo exame
histopatolégico, sendo que 3 (2,0 %) apresentaram adenocarcinoma, 21 (13,7%) carcinoma
escamoso de colo de utero, 115 (75,1%) apresentaram HSIL e 14 (9,2%) LSIL, conforme

Grafico 1.

2%

O LSIL

O HISL
OoCA

O ADENO

Griéfico 1. Distribui¢do da populacdo de estudo em relagdo aos tipos de lesdo do colo do dtero.
ADENO: adenocarcinoma; CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL:
lesdo intra-epitelial de baixo grau.
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4.1 Deteccio e Identificacdo de HPV por PCR

4.1.1 PCR controle para DNA humano

Para controle de extragdo do DNA humano integro, realizou-se a PCR
com os oligonucleotideos ISO5G. As amostras digeridas por TPK que nao
apresentaram positividade na reacdo de PCR controle foram extraidas pelo
método Fenol:cloroférmio. Todas as amostras, apds digestio com TPK e/ou

Extracdo Fenol:cloroférmio, apresentaram positividade para DNA humano

(Figura 8).

270pb

270pb

Figura 8 — Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo (1pg/mL) das
amostras digeridas com TPK e extraidas pelo método fenol:cloroférmio, sendo amplificadas com
oligonucleotideos ISO5G, evidenciando fragmentos em torno de 270 pb, correspondentes ao gene da
golgina. B:Branco; C+: controle positivo; M: marcador de 100 pb, Invitrogen Life Sciences.
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4.1.2 Deteccao do HPV por PCR

As amostras coletadas das pacientes com lesdo intra-epitelial escamosa de
baixo e alto grau, carcinoma escamoso do colo uterino e adenocarcinoma foram
examinadas e testadas para HPV, utilizando-se a reacdo de PCR denominada
Nested-PCR, que consiste em duas etapas de amplificagdo consecutivas

(Materiais e Método, item 4.3.2.3).

Das 153 amostras testadas para HPV, 94,7% (145) foram positivas (Tabela 1). Dentre
estas, 32% (49 amostras) foram positivas na primeira reagdo usando os iniciadores consenso
MY09 e MY1l (Figura 9 e 10). Todas as 145 amostras foram positivas com o0s

oligonucleotideos GP5+/GP6+ (Figura 11).

450 bp

Figura 9 - Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo (1pg/mL)
evidenciando fragmentos de 450 pb, resultantes da amplificacdo da regido L1 do capsideo viral do
HPV, utilizando os oligonucleotideos MY09 e MY11 (BAUER; MANOS, 1998). B: Branco; C+:
controle positivo; M: marcador de 100 pb, Invitrogen Life Sciences.
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450 pb

450 pb

Figura 10 - Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo (1pg/mL)
evidenciando fragmentos de 450 pb, resultantes da amplificacdo da regido L1 do capsideo viral do
HPV, utilizando os oligonucleotideos MY09 e MY11 (BAUER; MANOS, 1998). B: Branco; C+:
controle positivo; M: marcador de 100 pb, Invitrogen Life Sciences.

57 61 63 N 66 7l 72. @&

150 pb

75 M. 14PP

150 pb

Figura 11 - Perfil eletroforético em gel de agarose 2,5% corado com brometo de etideo (1pg/mL)
evidenciando fragmentos de 150 pb, resultantes da amplificacdo da regido L1 do capsideo viral do
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HPV, utilizando os oligonucleotideos GP5+ ¢ GP6+ (HAWS et al., 2004; REMMERBACH et al.,
2004; DE RODA HUSMAN et al., 1995). B: Branco; C+: controle positivo; M: marcador de 100 pb,
Invitrogen Life Sciences.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na andlise entre a
positividade do HPV e os tipos de lesdo das pacientes estudadas (Tabela 1),
inclusive quando se exclui a lesdo adenocarcinoma (ADENO) deste cdlculo, por

possuir somente 3 pacientes. (Tabela 2).

Tabela 1 - Distribuicdo da freqii€ncia de HPV na populacio de estudo em relagéo aos tipos de lesao.

Lesoes Total
Variavel ADENO CA HSIL LSIL Valor de p
n=3 n=21 n=115 n =14 N =153
Teste de
HPV
Positivo 3 100,00% 21 100,00% 107 93,04% 14 100,00% | 145 94,77% | 0,618 **
Negativo | 0 0,00% 0 0,00% 8 6,96% 0 0,00% 8 523%

P-valor: (**) Teste Exato de Fisher Generalizado para tabelas r x c; Percentual por coluna. ADENO:
adenocarcinoma; CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-
epitelial de baixo grau.

Tabela 2 - Distribuicdo da freqiiéncia de HPV na populacio de estudo em relagao aos tipos de lesao.

Tipo de Lesao Total
Variavel CA HSIL LSIL Valor de p
n=21 n=115 n=14 N =150
Teste de HPV
Positivo 21 100,00% | 107  93,04% | 14 100,00% | 142 94,67% | 0,551 **
Negativo 0 0,00%| 8 6,96% | 0 0,00% 8 533%

P-valor: (**) Teste Exato de Fisher Generalizado para tabelas r x c; Percentual por coluna. CA:
carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-epitelial de baixo grau.

4.1.3 Reacio de Seqiienciamento

Foram seqiienciadas 122/153 amostras, o equivalente a 79,7% das amostras em geral e
84,14% das amostras positivas. As 122 seqiiéncias de nucleotideos foram comparadas com as
seqiiéncias depositadas no GenBank, por meio do programa BLAST, e identificou-se os tipos
virais correspondentes.

Do total de 122 amostras, 100 (81,96%) correspondiam ao HPV 16, 6

(4,92%) ao HPV 33, 5 (4,1%) ao HPV 18, 4 (3,28%) HPV 31 e 2 (1,64%) ao
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HPV 45 . As demais amostras (4,1%) foram positivas para os tipos 35, 53, 56,

58 e 66 (Grafico 3).

5% 2% 4% m16
o18
m 31
@ 33
m 45
81% @ OUTROS

4%

Grifico 3. Distribuicdo dos tipos de HPV na populacdo de estudo.
No grifico 4 sdo apresentados os tipos mais prevalentes de HPV nas

amostras de pacientes com lesdes de baixo e alto graus, carcinoma escamoso e

adenocarcinoma.
I
ADENO
@16
CA | | m18
o3l
033
HSIL . | m m45
@ OUTROS
LSIL |
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Grifico 4. Distribui¢do dos tipos de HPV em relagdo as lesdes do colo do ttero da populacdo de
estudo. ADENO: adenocarcinoma; CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau;
LSIL: lesdo intra-epitelial de baixo grau.

N
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O polimorfismo da p53 c6édon 72 foi analisado em 153 pacientes. A Figura 12 mostra
um dos géis de agarose com os resultados de amplificacdo por PCR dos alelos PRO (prolina)
e ARG (arginina) com os oligonucleotideos de Storey et al. (1998), modificados por

Sumersgill et al. (2000).

4.2 Polimorfismo da proteina p53

>141pb Arg

> 193pb Pro

Figura 12 - Perfil eletroforético em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etideo (1pg/mL)
evidenciando fragmentos de 141 e 193 pb para Arginina e Prolina, respectivamente. B: Branco; C+A:

controle positivo para Arginina; C+P: controle positivo para prolina; M: marcador de 50 pb,
Invitrogen Life Sciences.
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As freqiiéncias genotipicas dos alelos polimérficos da proteina p53 cdédon 72
encontradas na populacdo de estudo foram 61% para Arg/Pro, 32% para Arg/Arg e 7% para

Pro/Pro (Grafico 5).

7%

O Arg/Arg
O Arg/Pro
O Pro/Pro

Grifico 5. Distribui¢do do polimorfismo da proteina p53 na populagdo de estudo.
Arg/Arg: Arginina, Arginina; Arg/Pro: Arginina, Prolina; Pro/Pro: Prolina, Prolina.

As freqii€ncias génicas dos alelos polimérficos das mulheres participantes
do estudo em relagdo as lesdes podem ser vistos na tabela 3.

Tabela 3 - Distribuic@o das freqii€ncias génicas dos alelos polimérficos da proteina pS3 céddon 72 na
populagdo de estudo.

Variavel el
N =153
p53
Arg 0,63
Pro 0,37

Arg: Arginina; Pro: Prolina

Em relacdo as lesdes estudadas, o alelo polimoérfico Arg/Pro da proteina
p53 apresentou uma maior freqiiéncia entre as pacientes, sendo 66,67% em

cancer, 61,74% em HSIL e 57,14% em LSIL, com exce¢do do grupo
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adenocarcinoma (Tabela 4). A proporcao dos polimorfismos da proteina p53
quando comparada as lesdes nao foi estatisticamente significativa (p=0,127).

Tabela 4 - Distribui¢cdo do polimorfismo da proteina p5S3 da populacdo de estudo em relagio aos tipos
de lesdo.

Lesoes
Variavel ADENO CA HSIL LSIL Total Valor de
n=3 n=21 n =115 n =14 N = 153 14

p53
Arg/Arg | 2 66,67% 5 2381% 38 33,04% 4 2857%| 49 32,03% | 0,127 **
Arg/Pro 0 0,00% 14 66,67% 71 61,74% 8 57,14%| 93 60,78%
Pro/Pro 1 3333% 2 952% 6 522% 2 1429%| 11 7,19%

P-valor: (**) Teste Exato de Fisher Generalizado para tabelas r x c; Percentual por coluna. ADENO:
adenocarcinoma; CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-
epitelial de baixo grau.

As freqiiéncias genotipicas dos alelos polimdrficos da proteina p53 cédon 72 em
pacientes HPV positivas e negativas sdo representadas na tabela 5. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre a positividade pelo HPV e as freqiiéncias polimérficas da
p53 na populagao estudada.

Tabela 5 - Distribui¢do do polimorfismo da proteina p53 da populagdo de estudo em relagdo as
pacientes HPV positivas e negativas.

HPV Total
Variavel Positivo Negativo Valor de p
n = 145 n=3§ N =153
P53
Arg/Arg 48 33,10%| 1 12,50%| 49 32,03% 0,135 **
Arg/Pro 88 60,09%| 5 62,50%| 93 60,78%
Pro/Pro 9 621%| 2 2500%| 11 7,19%

Alelos: Arg (Arginina), Pro (Prolina).

4.3 Fatores socio-economico-culturais

Os dados obtidos através do questiondrio foram tabulados e expostos nas tabelas 6 e 7.
Uma segunda andlise, retirando os casos de adenocarcinoma (ADENO), foi processada
a fim de excluir a interferéncia deste grupo com nimero reduzido de pacientes, porém nao

houve alteracdo estatisticamente significativa.
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Lesoes Total
Vari4vel ADENO CA HSIL LSIL Valor de
n=3 n=21 n=115 n =14 N =153 p
(1,96 %) (13,73%) (75,16%) 9,15%)
Idade (anos)
Médi~a + Desvio 5433+ 1234 | 47.43 12,02 | 37.25 + 10,06 36,21 + 38,89 £ 11,11 | 0,000 *
padrdo 10,29
Intervalo 44 - 68 22-173 17-172 23-57 17-173
Idade na 1°relacdo
sexual
Média + Desvio 2400+7.81 | 1619254 | 1604271 | 17.43+3,82 | 1634+3,12 | 0,209
padrao *
Intervalo 15-29 12-22 12-30 15-28 12-30
Idade na 1° gravidez
Média + Desvio
padrio 22,50 £9,19 18,905+335 | 17,96 +295 | 19,31 £4,23 | 18,30+3,23 | 0416
Intervalo 16-29 14 -26 12-28 15-31 12 -31
Total de partos
Média £ Desvio 433379 | 550323 | 405£2,65 | 286+2,11 | HIIEZT | 0045
padrdo
Intervalo 0-7 1-14 0-12 0-8 0-14
Estado Civil
Solteira 0 0,00% | 2 952% | 16  1391%| 5 3571% | 23 15,03% | 0,448 **
Casada 3 100,00% | 17 80,95% | 85 7391%| 7 50,00% | 112 73,20%
Divorciada/separada | 0 0,00% | 2 9,52% | 11 957% | 1 7,14%| 14 9,15%
Vitva 0 0,00% | O 0,00% | 3 261%| 1 7,14% 4 2,61%
Escolaridade
Analfabeta 0 0,00% | 2 9,52% | 3 2,61%| 0  0,00% 5 327%| 0435 **
1° grau 3 100,00% | 12 57,14%| 70 60,87%| 8 57,14%| 93 60,78%
2° grau 0 0,00%| 6 2857%| 38 33,04%| 4 2857% | 48 31,37%
3° grau 0 0,00% | 1 4,76% | 4 348% | 2 14,29% 7 4,58%
Renda familiar
<=1 3 100,00% | 12 57,14% | 71 61,74% | 10 71,43%| 96 62,75% | 0,610 **
2-4 0 0,00%| 9 4286%| 35 30,43% 21,43% | 47 30,72%
5o0u+ 0 0,00% | O 0,00% | 9 783% | 1 7,14%| 10 6,54%
Usa anticoncepcional
Sim 0 0,00% | 5 2381%| 66 5739% | 10 71,43% | 81 52,94% | 0,003 =**
Nio 3 100,00% | 16  76,19% | 49 42,61%| 4 28,57% | 72 47,06%
Fumo
Fuma 0 0,00% | 2 952% | 17 14,78% | 3 21,43% | 22 14,38% | 0,686 **
Nunca 1 33,33% | 13 61,90%| 66 57,39%| 9 6429%| 89 58,17%
Ex 2 66,67%| 6 2857%| 32 27,83%| 2 1429%| 42 27,45%

Nota: Valor de p: (*) teste de Kruskal -Wallis, (**) Teste Exato de Fisher Generalizado para tabelas r x c. Valor
em negrito indica diferenca estatistica significante ao nivel de 5% (Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si no nivel de significancia de 5%). Com excecdo do percentual dado em negrito no inicio da tabela (dado por
linha) os demais sdo por coluna. ADENO: adenocarcinoma; CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo

intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-epitelial de baixo grau.



67

A faixa etdria média, em geral, das mulheres estudadas em relagdo ao tipo de lesdo foi
de 38,89 (DP: 11,11) anos, sendo 54,33 (DP: 12,34) para adenocarcinoma, 47,43 (DP: 12,02)
para cancer, 37,25 (DP: 10,06) para mulheres com HSIL e 36,21 (DP: 10,29) para LSIL. A
idade minima registrada foi de 17 anos - uma mulher portadora de lesdo escamosa de alto
grau (HSIL), e a idade méaxima de 73 anos - uma mulher com carcinoma invasor. A mediana
encontrada foi de 36 anos. Tanto na andlise dos dados da idade média quanto da mediana em
relacdo aos grupos de lesdes analisados, houve relacdo estatisticamente significativa, ou seja,
os dados sugerem evidéncias de que os tipos de lesdes ou alguns deles podem estar
relacionados com a idade da paciente. Para confirmar a diferenca significativa entre as idades

e o(s) tipo(s) de lesdo (des) aplicou-se o teste de comparacdes multiplas entre elas (Gréfico 6).
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Grifico 6 — Box plot das idades das pacientes segundo o tipo de lesdo. ADENO: adenocarcinoma; CA:
carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-epitelial de baixo grau.
Nota: (@) média das idades das pacientes. (*) Dados atipicos.

O tipo de lesdo adenocarcinoma (Adeno) apresentou a maior média em relacdo a
varidvel idade das pacientes (54,33+12,34), ndo diferindo de nenhum dos outros tipos de

lesdo. No entanto, o tipo de lesdo cancer (CA) (47,43+£12,02) diferiu significativamente dos
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tipos “HSIL” (37,25+£10,06) e “LSIL” (36,21+10,29). Os tipos de lesdo “HSIL” e “LSIL” ndo
diferiram entre si. Portanto, h4 evidéncias que o tipo de lesdo cancer (CA), seria o responsavel
pela significincia estatistica do teste empregado anteriormente quando se compara tipos de
lesdo com a idade das pacientes.

Segundo o estado civil, das 153 pacientes, 112 (73,20%) eram casadas ou relataram
unido estavel.

Em relagdo ao nivel de escolaridade, 93 (60,78%) pacientes tinham cursado ou
concluido o ensino fundamental. O nivel de escolaridade mais elevado encontrado foi o

ensino superior (4,58%) (Gréfico 7).
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Grifico 7. Distribui¢do segundo o nivel de escolaridade da populagdo de estudo em relagdo aos tipos
de lesdo. ADENO: adenocarcinoma; CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau;
LSIL: lesdo intra-epitelial de baixo grau.

A renda familiar de 96 pacientes (62,75%) foi menor ou igual a um saldrio minimo -
R$ 350,00 (trezentos e cinqiienta reais). Somente 6,54% das pacientes relatou renda familiar
superior a 5 saldrios minimos.

Nos dados apresentados, verificou-se que a média de idade das pacientes na primeira

relacdo sexual foi de 16,34 anos. A idade minima foi de 12 anos (3 pacientes). Para confirmar
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a auséncia de diferenca significativa entre a idade na primeira relacao sexual e o(s) tipo(s) de
lesdo (Oes) aplicou-se o teste de comparagdes multiplas entre elas (Grafico 8). Decorrente
desta andlise, observa-se que as participantes do grupo adenocarcinoma (ADENO)
apresentam maior variabilidade, o que deve ser atribuido ao nimero reduzido de pacientes
neste grupo. Em relagdo as outras lesdes, verifica-se homogeneidade entre estas e as suas

respectivas médias sugerem equivaléncia.
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Griéfico 8 — Box plot das idades na 1° relag@o sexual das pacientes segundo o tipo de lesdo. ADENO:
adenocarcinoma; CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-
epitelial de baixo grau. Nota: (@ ) média das idades das pacientes; (*) Dados atipicos.

Do total de pacientes do estudo, 146 (95,4%) tiveram gestacdo, sendo que a média da
idade na primeira gestacdo foi de 18,3 anos. A idade minima foi de 12 anos (Tabela 6). As
comparagOes multiplas entre os grupos de lesdes e a idade na primeira gravidez revelaram que
estas idades e as médias sdo praticamente homogéneas entre as pacientes das lesdes, com

excegdo das pacientes com adenocarcinoma (ADENO) (Gréfico 9).
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Grifico 9 — Box plot das idades na 1* gravidez das pacientes segundo o tipo de lesdo. ADENO:
adenocarcinoma; CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-
epitelial de baixo grau. Nota: (@ ) média das idades das pacientes; (*) Dados atipicos.

Segundo o nimero de partos, a média foi de 4,15. Sete mulheres nunca engravidaram.
Houve relacdo estatisticamente significativa entre as lesdes e o total de partos (p=0,045). As
comparagdes multiplas entre os grupos de lesdes e o nimero total de partos evidenciaram que,
no grupo com carcinoma escamoso (CA), as pacientes tém maior variabilidade com uma

média maior do que nos outros grupos (Grafico 10).

ADENO CA HSIL LSIL

Grifico 10 — Box plot do nimero total de partos segundo o tipo de lesdo. ADENO: adenocarcinoma;
CA: carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-epitelial de baixo
grau. Nota: (® ) média das idades das pacientes; (*) Dados atipicos.
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Segundo a utilizacdo de anticoncepcional, verificou-se que 52,94% das
participantes utilizaram anticoncepcional hormonal nos dltimos dez anos. Nas
mulheres com cancer do colo do utero, 76,16% relataram nao ter utilizado
anticoncepcional nos dltimos 10 anos, situacdo contrdria as portadoras de LSIL,
onde 71,43% utilizaram anticoncepcional neste periodo. Existe relacdo
estatisticamente significativa (p=0,003) entre o uso de anticoncepcional

hormonal e as lesdes pré-malignas e malignas do colo do utero.

Em relagfo ao tabagismo, os dados sdo relativos as pacientes fumantes, ex-fumantes e
que nunca fumaram em relagdo as lesdes pré-malignas e malignas do colo do ttero. De 153
pacientes entrevistadas, 58,17% relataram que nunca utilizaram cigarros, mantendo a mesma
porcentagem entre as pacientes portadoras de lesdo intra-epitelial cervical de baixo e alto

graus e cancer de colo de utero.

Tabela 7 — Distribui¢do segundo as varidveis sdcio-demograficas em relacdo ao tipo de lesao.

Lestes Total Valor de
Variavel ADENO CA HSIL LSIL
n=3 n=21 n=115 n =14 N =153 P
N°. de parceiros
sexuais
1 2 66,67% 6 28,57% 24 20,87% 1 7,14% 33 21,57% 10,021 **
2 0 000% 7 3333% 22 19,13% 5 35,71% 34 22,22%
3 0 000% 6 2857% 13 11,30% 2 14,29% 21 13,73%
4 ou + 1 3333% 2 9,52% 56 48,70% 6 42,86% 65 42,48%
Teste de HIV
Positivo 0 000% O 0,00% 3 261% 0 0,00% 3 1,96% | 0,186 *x*
Negativo 1 3333% 6 28,57% 64 55,65% 9 64,29% 80 52,29%
Nunca fez 2 66,67% 15 71,43% 48 41,74% 5 35,71% 70 45,75%
Local onde nasceu
Manaus 0 000% 4 19,05% 38 33,33% 6 42,86% 48 31,58% | 0,117 =
fg%v[or doestado |y 6667% 16 76,19% 53 4649% 5 3571%| 76 50,00%
Outro estado 1 33,33% 1 4,76% 23 20,18% 3 21,43% 28 18,42%
Sem informag@o 1 1

Nota: Valor de p: (**) Teste Exato de Fisher Generalizado para tabelas r x c. Valor em negrito indica
diferenca estatistica significante ao nivel de 5%. Percentual por coluna. ADENO: adenocarcinoma; CA:
carcinoma escamoso; HSIL: lesdo intraepitelial de alto grau; LSIL: lesdo intra-epitelial de baixo
grau.
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Quanto ao nimero de parceiros sexuais, 65 pacientes (42,48%) tiveram quatro ou mais
parceiros sexuais até o presente estudo. Ha uma relagdo estatisticamente significativa entre o
nimero de parceiros sexuais e as lesdes pré-malignas e malignas do colo do ttero (p=0,021)
na populagdo estudada.

Segundo a origem, 76 (50,0%) pacientes eram do interior do estado do Amazonas, 48
(31,58%) da cidade de Manaus e 28 (18,42%) provenientes de outros estados, porém com

moradia fixa em Manaus ha mais de 2 anos (Gréfico 11).
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Grifico 11. Distribui¢do segundo a origem da populagdo de estudo.

Em relacao ao diagnéstico de HIV, 52,29% das pacientes relataram resultado negativo.
Porém, 45,75% delas afirmaram nunca ter realizado esse exame.
Trés pacientes relataram ser HIV positivas (3,06%), todas elas portadoras de HSIL.

Todas as 03 pacientes apresentaram HPV 16, tipo considerado de alto risco.
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5.DISCUSSAO

No presente estudo, foram analisadas 153 mulheres portadoras de lesdo cervical pré-
maligna ou maligna do colo do dtero encaminhadas ao servigo de triagem da Fundagdo Centro
de Controle de Oncologia do Amazonas (FCECON-AM).

A FCECON ¢ uma instituicdo publica de referéncia em Oncologia da Amazdnia
Ocidental, atendendo a populacio do estado do Amazonas, sul do Pard, Roraima, Rondonia e
Acre, além de ser referéncia e local Unico para radioterapia na regido Norte entre institui¢des
publicas e privadas.

A FCECON ¢ responsdvel pela coordenagdo estadual do Programa Viva Mulher,
vinculado ao Ministério da Saide e implantado em 62 municipios amazonenses. Este
programa trabalha na implementacdo de acdes preventivas através da educagdo e
disponibilidade de exames precoces contra o cincer de colo de idtero e mama, como o
Papanicolaou e o exame clinico de mama (INCA, 2007).

Em relacfo as lesdes da populacgdo estudada, obtivemos, por demanda espontinea, um
grande nimero de casos de HSIL em detrimento de LSIL, cincer e adenocarcinoma. Esse fato
poderia ser justificado pelo encaminhamento de pacientes com LSIL para postos que mantém
atendimento especializado para estas lesdes (PAM Codajas), aonde se concentraria um maior
nimero desses casos. Quanto aos casos de cancer, os dados do programa SISCOLO (INCA,
2007), relataram 2,44% casos em 2006. No presente estudo, os casos de cincer obtidos
totalizaram 14% da amostra e ainda trés casos de adenocarcinoma foram incluidos, tipo

maligno de rara freqiiéncia (BERTRAND, 2002).
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A freqiiéncia de HPV encontrada nas pacientes foi de 94,7%, no geral, resultado este
encontrado na literatura, que detecta cifras de 75 a 100% de HPV em pacientes com cancer de
colo de titero (BEKKERS et al., 2004; BOSCH et al., 2002).

Nas pacientes com lesdo do colo uterino, este estudo encontrou 100% de positividade
para HPV nos casos de adenocarcinoma, cancer cervical e LSIL e 93,04% nos casos de HSIL.

As 122 (79,7%) amostras seqiienciadas evidenciaram dez tipos de HPV presentes na
populacdo de estudo: 16, 18, 31, 33, 35, 45, 53, 56, 58 e 66. Dentre os tipos encontrados, com
excecdo do tipo 53 e 66, todos os outros sdo classificados como alto risco, segundo Baseman;
Koutsky (2005) e Munoz et al. (2003 a,b).

Tanto nas amostras de cancer cervical deste estudo, quanto nas de LSIL e HSIL, a
freqiiéncia de HPV 16 foi maior ou igual a 80%. Foram encontrados freqii€éncias de 5,9% em
cancer cervical e 5,4% em HSIL para HPV 33 e 4,4% em HSIL para HPV 18. Nos casos de
adenocarcinoma (n=3), duas amostras foram identificadas como HPV 16 e HPV 18 e uma
amostra apresentou seqiienciamento com e-value maior que e°, sendo considerada invélida.

Os tipos 53 e 66 sdo considerados de provavel alto risco por terem sido encontrados
em poucos casos de cincer e em nenhum controle (MUNOZ et al., 2003). O HPV tipo 66,
também detectado por Chen et al. (2006) em amostras de pacientes com HSIL, foi encontrado,
na nossa populacdo estudada, em amostra de lesdo intra-epitelial de alto grau, refor¢ando, a
sugestdo de incluir este tipo no grupo de HPV de alto risco. O tipo 53 foi encontrado em uma
paciente portadora de LSIL.

Huang et al. (2006), comparando os testes de captura hibrida tipo II e HPV Blot,
encontraram HPV 53 em amostras de pacientes apresentando citologia normal, ASCUS e
LSIL. Hammouda et al. (2005) encontraram o HPV 53 associado aos tipos 66 e 44 em
paciente com carcinoma cervical de células escamosas, utilizando oligonucleotideos

GP5+/GP6+ e hibridizag¢ao dos produtos positivos através do método de enzimaimunoensaio
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e southern blot. Liu et al. (2004) relataram a presenca do HPV 53 em associagdo com os tipos
45 e 16 em uma paciente australiana com cancer cervical invasor, utilizando a reacdo de
Nested-PCR com os oligonucleotideos MY09/11 e GP5+/6+. O método utilizado neste
trabalho, ou seja, Nested-PCR seguido de seqiienciamento, ndo possibilita a detecgdo de mais
de um tipo viral, limitando-se a detectar o tipo mais prevalente.

Munoz et al. (1992), num estudo realizado na Coldmbia e na Espanha com 436 casos
de cancer cervical e 387 controles, relataram forte associacdo entre HPV e cancer cervical. O
tipo 16 foi 0 mais comumente encontrado entre casos e controles.

Num estudo multicéntrico realizado por Bosch et al. (1995), o DNA do HPV foi
detectado em 93% das pacientes com cancer cervical, ndao havendo variagdo significativa
entre os paises estudados. Dentre os tipos de HPV identificados, o HPV 16 estava presente em
50% das amostras, HPV 18 em 14%, HPV 45 em 8% e HPV 31 em 5%. O HPV 18
predominou em adenocarcinomas.

Zehbe; Wilander (1997) detectaram 43 de 45 bidpsias positivas para HPV, sendo o
HPV 16 o tipo mais prevalente em céncer cervical. Os tipos 18 e 45 foram freqiientes em
adenocarcinoma. Todos os tipos encontrados eram considerados de alto risco.

Virios estudos (HAMMOUDA, 2005; HEALEY et al., 2001; LIU et al., 2004;
MUNOZ et al., 2003a) foram realizados em diversos paises do mundo reforcando a alta
prevaléncia de HPV em amostras de cancer cervical e lesdes cervicais pré-malignas e a maior
freqiiéncia do tipo 16 nestas amostras, seguido do tipo 18.

Segundo Clifford (2003) e Hammouda (2005), a alta freqiiéncia do HPV 16 em grande
parte das amostras é registrada na Europa, Estados Unidos da América (EUA), norte da
Africa, Américas Central e do Sul. Outros tipos encontrados com freqii€éncia sdo 18, 45, 31 e

33 (BOSCH, 1995; BOSCH et al., 2002).
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O presente estudo encontrou os mesmo tipos frequentemente relatados na literatura,
com grande nimero de amostras positivas para o HPV 16 (81%).

Franceschi et al. (2003), na India, também encontraram 100% e 99.4% das amostras
de adenocarcinoma e cancer cervical, respectivamente, positivas para HPV empregando-se
oligonucleotideos GP5+/GP6+ e hibridizacdo dos produtos de PCR em um ensaio
imunoenzimatico com sondas que detectam 36 tipos distintos de HPV, sendo o HPV 16 o tipo
mais freqiiente. Ja na Indonésia, o HPV 18 € o tipo mais identificado em amostras de cincer
cervical, segundo Bosch (1995) e Chang et al. (2005).

Carrillo et al. (2004), utilizando Nested-PCR (MY09/MY11 e GP5+/GP6+)
combinado com LC1 e LC2, oligonucleotideos que reconhecem diferentes regides do gene
L1, encontraram freqii€éncia de 95,5% para HPV em casos de cancer cervical invasor, 91,6%
em HSIL e 66,7% em LSIL numa populagdo mexicana.

Klug et al. (2001) encontraram 94,1% de amostras de cancer cervical positivas para
HPV em mulheres no Peru, com maior freqiiéncia dos tipos 16, 18, 31, 35, 45 e 52, todos
classificados como alto risco.

A detec¢do de HPV em lesdes cervicais de baixo e alto grau foi estudada por Zehbe et
al. (1996), que encontrou freqiiéncias em LSIL de 93% e 96% em HSIL. Segundo esse estudo,
o HPV 16 foi o tipo de maior prevaléncia. Outro destaque importante desse estudo seria que
quanto maior a severidade da lesdo cervical, maior positividade para HPV, conclusdo também
encontrado por Lizano et al. (2006).

Niao houve, no presente estudo, variacdo de deteccio de HPV em relacdo as lesdes,
principalmente se levarmos em consideragcdo a detecgc@o deste virus na lesdo de baixo grau
(100%) e a presenca de tipos de alto risco ou provavel alto risco em todas elas. Porém, o

nimero de pacientes com alguns tipos de lesdes (como LSIL) foi pequeno, o que pode
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explicar nossos achados discordantes da literatura, onde nao detectamos a crescente
positividade pelo HPV quando aumenta a severidade da leséo.

No Brasil, Cavalcanti et al. (1999) analisaram 514 bidpsias cervicais em mulheres do
estado do Rio de Janeiro detectando freqii€ncias de HPV, pela técnica de hibridizacgéo in situ,
de 85,6%, 73,6% e 55,2% em LSIL, HSIL e cancer cervical, respectivamente.

No Rio de Janeiro, um estudo retrospectivo (CARVALHO et al., 2005) envolvendo
788 mulheres atendidas num laboratdrio encontrou HPV de alto risco em 63,2% das pacientes
com LSIL e 100% com HSIL, utilizando a técnica de captura hibrida.

Borges (2001), em Minas Gerais e Vargas (2003), no Rio Grande do Sul, encontraram
77,3% e 82,9% de amostras com citologia anormal positivas para HPV, respectivamente. Em
ambos os estudos, a conclusido do aumento da detec¢do do HPV com o aumento da severidade
da lesdo foi destacada, sendo que o primeiro estudo utilizou a técnica da captura hibrida Il e o
segundo, oligonucleotideos MY09/11 e MY 11/GP6+ para aumentar a sensibilidade do teste.
Anschau, Schmitt e Gongalves (2004) também encontraram um crescimento na prevaléncia de
HPV proporcional a gravidade da lesdo cervical, com freqiiéncias de 40%, 83% e 82% para
LSIL, HSIL e cancer cervical, respectivamente, utilizando PCR com oligonucleotideos
MYO09/11.

Silva et al. (2005) detectaram por meio de reacdo da PCR com oligonucleotideos MY
09 e MY 11, em amostras de pacientes com neoplasia intraepitelial cervical atendidas em
Pernambuco, 48,5% de positividade para o HPV com alta prevaléncia do tipo 16.

No Amazonas, Castro (2001) e Souza (2004) detectaram HPV na cérvice uterina de
mulheres. O primeiro estudo utilizou 144 mulheres, onde 61 apresentaram citologia normal,
com taxas de positividade para HPV de 6,6%, com tipos 33, 66, e 16; 83 pacientes com lesdo

do colo do tutero, com 38,6% de positividade para HPV, com tipos 13, 33, 58, 16 e 68. A
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segunda pesquisa avaliou o HPV em cérvice uterina de mulheres HIV positivas, encontrando
taxa de 14,2% de positividade.

As baixas positividades destacadas em estudos citados (CASTRO, 2001; SILVA et al.,
2005; SOUZA, 2004) poderiam ser explicadas pelo emprego da técnica de PCR em uma tnica
etapa utilizando os oligonucleotideos MY 09 e MY 11. Evander et al. (1992), De Roda
Husman (1995) e Remmenbach (2004) destacaram o uso de oligonucleotideos GP5+ e GP6+
numa reagdo de Nested-PCR para aumentar a detec¢cdo de HPV DNA em amostras cervicais,
possibilitando a deteccdo a partir de poucas cépias do material gendmico viral. Bosch et al
(2002) ressalta que o uso dos oligonucleotideos GP5+/GP6+ aumenta em 20% a deteccdo do
material nucléico do HPV.

No presente estudo, 49 amostras (32%) foram positivas para HPV com os
oligonucleotideos MY 09/11. A técnica de Nested-PCR detectou as 145 amostras positivas
para HPV, inclusive as amostras detectadas com MY 09/11. Utilizando-se somente a primeira
reacdo, 96 amostras resultariam em um diagndstico falso-negativo, confirmando a
necessidade de empregar-se uma técnica que aumente a detec¢do do HPV.

A técnica de captura hibrida II, mais sensivel que a versdo anterior (I), que detectava
nove tipos de HPV, é um sistema comercial que utiliza sondas de RNA contra o DNA
gendmico do HPV, detectando 13 tipos de HPVs de alto risco com sensibilidade e
reprodutibilidade comparadas a detec¢do por PCR (HUANG et al., 2006; CLAVEL et al.,
1998). Porém, a técnica de Nested-PCR, utilizada no presente estudo, promove a amplificacio
de pelo menos 25 tipos distintos de HPV que infectam o trato genital, quando utilizamos o
primeiro par de oligonucleotideos (MY(09/11), e aumenta a sensibilidade e promove deteccio
de HPVs ndo tdo comuns quando utilizamos os oligonucleotideos GP5+/GP6+ (DE RODA
HUSMAN et al., 1995; DONMEZ et al. 1997; HAWS et al., 2004; REMMERBACH et al.,

2004).
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Correa (2005), verificando a freqiiéncia de HPV em pacientes de Manaus com HSIL e
cancer cervical invasivo encontrou 100% de positividade utilizando a técnica de Nested-PCR,
com maior freqiiéncia de HPV 16.

O presente estudo, além de confirmar a alta positividade de HPV encontrada em casos
de cancer cervical, destaca a presenga de HPV em 100% de amostras LSIL e 93,4% em HSIL.

Conforme descrito na literatura (BASEMAN; KOUTSKY, 2005; BOSCH et al., 2002;
CASTELLSAGUE, 2002; MONSONEGO, 2005; SCHIFFMAN; CASTLE, 2003) os HPV de
alto risco sdo considerados fatores causais para o desenvolvimento de lesdes e neoplasias
cervicais.

No presente estudo, das 122 amostras seqiienciadas, dez tipos de HPV foram
detectados, sendo sete tipos classificados como de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 45, 56, 58) e
dois tipos de provéavel alto risco (53, 66) segundo classificagdo de Munoz et al. (2003a,b).

Chen et al. (2006) afirma ser importante o conhecimento da distribui¢do dos tipos de
HPV nas mulheres por razdes étnicas e para a futura utilizagdo da vacina profilética tipo-
especifica para HPV.

Em relagdo as lesdes de baixo e alto grau, a grande positividade de HPV de alto risco
encontrada em nossas pacientes sugere o alto risco de desenvolvimento de céancer cervical,
conforme destacado por Bekkers et al. (2004) e Bosch et al.(2002).

Segundo Bosch et al. (2002), HPV 16 e 18 sdo os tipos mais comuns em amostras de
cancer cervical e representam 50% e 10% dos tipos envolvidos, respectivamente. HPV 16, 18
e 31 seriam encontrados em mais de 80% de todos os canceres cervicais.

No presente estudo, os HPV 16, 18 e 31 perfazem 89,38% dos tipos encontrados nas

lesdes cervicais pré-malignas e malignas estudadas.
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Schiffman et al. (2005) alertam para a necessidade de uma maior atencdo em relagcdo
ao achado do HPV 18 nas lesdes de colo de ttero, pois este tipo apresenta associacdo
estabelecida com lesdes glandulares, as quais sdo dificeis de serem detectadas pela citologia.

A detecg@o de infeccdes por multiplos tipos de HPV e a carga viral seriam importantes
para associar o virus com a presenga ou o desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas
do colo do utero (BEKKERS et al., 2004; BOSCH et al, 2002). Outro fator relevante citado
pela literatura (LIZANO et al., 2006; SWAN et al., 2005) € a detec¢do das variantes do HPV
16, que poderiam degradar a proteina E6 do HPV com graus de eficiéncia distintos, pois
mostram diferentes potenciais onco-patogénicos. Nossa metodologia ndo objetivou esse tipo
de estudo. Porém, Wang; Hildesheim (2003) comentam a falta de padronizacdo dos testes
empregados para detectar variantes e carga viral e a deficiéncia de validacdo clinica destes
possiveis marcadores para estabelecer relacio com o risco de progressdo da infeccdo pelo
HPYV para neoplasia intraepitelial cervical.

Em relacio ao grupo diagnosticado com adenocarcinoma, nosso estudo obteve
somente trés casos, todos positivos para HPV. Destes trés casos, dois foram identificados,
sendo um tipo encontrado HPV 16 e o outro, HPV 18.

Adenocarcinomas representam apenas 5% dos canceres cervicais (BERTRAND,
2002). Nessa neoplasia, o HPV 18 € o tipo mais encontrado em diversos estudos, com razio
desconhecida para esta especificidade, seguido do HPV 16 (BOSCH et al., 2002; BOSCH,
1995; ZEHBE et al., 1996).

No presente estudo, as lesdes do tipo adenocarcinoma representaram 1,96% (3/153) do
total de lesoes.

Bosch et al. (2002) e Castellsagué et al. (2006) reforcam a relagdo causal existente
também entre HPV e adenocarcinoma, considerando este virus fator de risco chave para este

cancer.
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Analisando oito estudos caso-controle envolvendo casos de adenocarcinoma no Norte
da Africa, América do Sul e Sudeste da Asia, Castellsagué et al. (2006) revelaram que os tipos
de HPV 18 e 16 foram os mais comumente detectados, com predominincia do HPV 18
somente nos casos de adenocarcinoma no Sudeste da Asia. Nenhuma das 146 (93%) amostras
positivas para HPV desse estudo apresentava tipos de baixo risco.

Hammouda et al. (2005) e Franceschi et al. (2003) também encontraram freqii€ncias
de HPV 18 e 16 em estudos envolvendo amostras de pacientes com adenocarcinoma.

Em relacdo ao polimorfismo da proteina pS3 cdédon 72 na populagdo estudada, as
freqiiéncias alélicas encontradas foram de 0,63 para ARG (arginina) e 0,37 para PRO
(Prolina).

As freqiiéncias alélicas encontradas pelo presente estudo se assemelham as descritas
por Santos (2007) em pacientes com lesdo bucal atendidas em Manaus, por Drummond et al.
(2002) em Belo Horizonte (Minas Gerais) e Cortezzi et al. (2004) em Sao Paulo.

Makni et al. (2000), avaliando o polimorfismo da p53 em relacdo ao céncer cervical e
os efeitos da variacdo interlaboratorial em Jodo Pessoa (Paraiba), encontraram freqiiéncias
génicas para ARG entre 0,56 e 0,70 para casos. Brenna et al. (2004), num estudo do valor
progndstico do polimorfismo da p53 em céncer cervical em Sdo Paulo, encontraram uma
freqiiéncia génica de 0,84 para ARG.

Segundo Beckmann et al. (1994), a freqii€ncia de arginina parece aumentar
proporcionalmente a latitude e a freqii€ncia de prolina teria o efeito inverso. Nos estudos
apresentados envolvendo o Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil, a freqiiéncia do alelo arginina
parece predominar nesta parte da populagdo brasileira, o que contradiz a relacdo do alelo
ARG e PRO com a latitude sugerida.

A associag@o entre a homozigosidade para arginina e o risco de cancer cervical foi

observada em varios estudos (AGORASTOS et al.,, 2000; ARBEL-ALON et al., 2002;
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DOKIANAKIS; SPANDIDOS, 2000; GUDLEVICIENCE et al., 2006; MAKNI et al., 2000;
KLUG et al., 2001; ZEHBE et al. 1999; ZEHBE et al., 2001). Outras pesquisas (HAWS et al.,
2005; KIM et al., 2000; LI et al., 2004; TANARA et al., 2003; WONG et al., 2000) ndo
conseguiram estabelecer essa associagao.

Makni et al. (2000) atribuiu o possivel insucesso de tais associacdes devido a
diferentes técnicas e o material amostral utilizado. Porém, segundo Beckman (1994), parece
haver uma variagao geografica e étnica do polimorfismo da proteina p53.

No presente estudo, objetivamos detectar somente a freqiiéncia do polimorfismo da
proteina p53 nas pacientes com diferentes graus de lesdo intraepitelial cervical. O gendtipo
ARG/PRO teve a maior freqiiéncia entre as pacientes do estudo (60,78%) e entre as lesdes
LSIL, HSIL e cancer. Ndo houve significancia estatistica entre o polimorfismo e as lesdes
estudadas (p=0,127), mas observa-se que a maior freqiiéncia do gendtipo heterozigoto nas
nossas pacientes diverge das encontradas num estudo na Paraiba realizado por Makni et al.
(2000) em pacientes com cancer cervical, mas encontra-se em conformidade com os
resultados de Haws et al. (2005), que descrevem baixa freqiiéncia de PRO/PRO e alta
freqiiéncia de ARG/PRO em pacientes da fronteira entre EUA e México com infec¢do por
HPV de alto risco (16 e 18) e com anormalidades citoldgicas, o qual sugeriu que o
polimorfismo da p53 ndo parece ser um fator primario na oncogénese.

Chosdol et al. (2002) também relatou maior freqii€ncia do genétipo heterozigoto em
quatro das cinco etnias estudadas, descartando a maior suscetibilidade de céncer cervical
relacionada ao homozigoto ARG, resultado relatado também por Settheetham-Ishida et al.
(2006), em pacientes com lesdo intraepitelial cervical.

Santos (2007), analisando amostras de ciancer bucal em Manaus, Amazonas, encontrou
igual freqii€ncia genotipica de ARG/ARG e ARG/PRO em pacientes caso e maior freqii€ncia

de ARG/PRO em individuos sadios.
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Conforme concluiu Jee et al. (2004), em um trabalho de metandlise avaliando o
polimorfismo da proteina p53 cédon 72 e o cancer cervical, o risco varia por pais, por tipo
celular e por tipo de HPV. Mas, no geral, o gene p53 esteve associado com o aumento do
risco para o cancer cervical invasor.

Mesmo com um grande nimero de estudos realizados em relacdo ao polimorfismo da
proteina p53 e o risco de cancer cervical, dados sobre o valor progndstico das variantes desta
proteina no desenvolvimento da doenga neopldsica cervical ainda sdo escassos (BRENNA et
al., 2004).

O desafio em relagdo a proteina p53 estd em estabelecer seu valor como um possivel
marcador do céancer, j4 que a inativacdo desta proteina representa uma etapa chave na
carcinogénese. Ao mesmo tempo, a tentativa de restaurar sua funcdo contra o cancer encontra
limites, j4 que sua atividade diminuida possibilita o desenvolvimento da neoplasia e seu
aumento pode acelerar o processo de envelhecimento (LANE, 2004; TOMASINO et al.,
2003).

O desenvolvimento do céncer cervical é um processo de vérias etapas, envolvendo
varios fatores ambientais, virais e genéticos (TOMASINO et al., 2003).

Dentre os fatores envolvidos na carcinogénese cervical, este estudo encontrou
evidéncias de associacdo entre a idade média, o total de partos, o uso de anticoncepcional e o
nimero de parceiros sexuais em relagdo ao tipo de lesdo (adenocarcinoma, cancer, HSIL e
LSIL).

A populagdo de estudo, em geral, apresentou média de idade igual a 38,89. Quando se
relacionou média de idade das pacientes com as lesdes, houve evidéncias de associacdo entre
estas. As comparagdes miltiplas apontaram também a diferenca de idade entre pacientes com
cancer, com média de idade superior as do grupo LSIL e HSIL, cuja andlise sugere médias

equivalentes.
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Importante notar que as médias das idades das pacientes com LSIL e HSIL, lesdes que
geralmente precedem o céncer, sdo mais baixas que a média das pacientes com cancer. A
média de idade do grupo com cancer (CA) foi de 47,43 anos, com diagndsticos estabelecidos
em pacientes com idades de 22 até 73 anos, o que se encontra de acordo com dados brasileiros
(INCA, 2007), onde a incidéncia por cancer do colo do ttero torna-se evidente na faixa etaria
de 20 a 29 anos e o risco aumenta rapidamente até atingir seu pico na faixa de 45 a 49 anos.
Segundo o INCA (2007), uma reducdo de 80% na mortalidade por cancer do colo do utero
poderia ser alcancada através de rastreamento, por teste de Papanicolaou, em mulheres na
faixa etdria de 25 a 59 anos, faixa esta que englobaria grande parte das pacientes do presente
estudo, nas diversas lesdes.

A incidéncia de céncer cervical em paises desenvolvidos revela um perfil onde as
taxas aumentam entre 25 e 30 anos, com novo pico entre 45 ¢ 50 anos (BOSCH; SANJOSE,
2003). Em relagdo as neoplasias intraepiteliais cervicais grau IIl e carcinoma in situ, a idade
de incidéncia encontra-se entre 20 e 30 anos, segundo dados de Bosch et al. (2002), Bosch;
Sanjose (2003) e Baseman; Koutsky (2005).

No presente estudo, as pacientes com lesdes de baixo e alto graus apresentaram idade
média de 36,21 e 37, 26, respectivamente.

Bosch; Sanjose (2003) relataram a incidéncia de HSIL/Céancer in situ entre 20 e 30
anos, intervalo inferior ao encontrado no nosso estudo.

Schiffman; Castle (2003) reforcam a idade média de 30 anos para HSIL, com
tendéncia de casos de cancer ocorrerem uma década mais tarde.

Misra et al. (2006), num estudo acompanhando pacientes com HSIL durante varios
anos na India, relataram um aumento da porcentagem de casos de HSIL com o aumento da

faixa etéria, sendo que 47,8% (273/571) das pacientes apresentaram idade igual ou superior a
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40 anos, 32,3% das pacientes apresentavam idade entre 31 e 40 anos, 19,1% delas tinham
idade entre 21 e 30 anos e 0,7% apresentavam idade inferior a 20 anos.

Correa (2005) encontrou média de idade de 40,8 anos para pacientes com HSIL/
Carcinoma invasivo em estudo conduzido em Manaus, Amazonas, dado pr6ximo da média
encontrada para esse grupo no presente estudo.

Na presente investigacdo, 60,78% das pacientes com lesdes pré-malignas ou malignas
do colo do utero cursaram ou concluiram o ensino fundamental e 62,75% tinham renda
familiar igual ou abaixo de um saldrio minimo (R$ 350,00). Vale ressaltar que o publico
atendido na FCECON ¢ oriundo de postos de satde destinados aos usudrios do Sistema Unico
de Sadde (SUS), populacdo de baixa renda, o que poderia representar um viés na interpretacao
destes dados. Porém, tivemos 31,37% das pacientes com ensino médio completo ou em curso
e 4,58% de pacientes com ensino superior.

A baixa renda das pacientes deste estudo pode interferir no estado nutricional,
contribuindo para deficiéncias na resposta imune e combate do organismo ao
desenvolvimento de lesdes e cancer cervical.

Em revisdo de literatura, Castellsagué et al. (2002) revelaram que o aumento na
ingestdo de frutas e vegetais estdo associados com menor risco para desenvolvimento do
cancer cervical. Vitaminas B6, B12, C, E e folatos, quando ingeridos em quantidades
suficientes para suprir as necessidades organicas, parecem oferecer risco reduzido para o
desenvolvimento de cancer cervical (GOODMAN et al., 2001).

A média do nimero total de partos revelado por este estudo foi de 4,15£2,75, havendo
evidéncias de associagdo entre esta caracteristica e as lesdes estudadas (p=0,045). Apds
comparagOes multiplas, observou-se a maior variabilidade apresentada pelas pacientes com

cancer cervical, as quais apresentaram maior média (5,52+3,23).
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Bosch et al. (2002), numa andlise de varios estudos que envolviam fatores de risco no
cancer cervical e HPV, sugeriram risco quatro vezes maior de desenvolvimento neoplasico
entre mulheres que tinham tido sete ou mais gestagdes quando comparadas com nuliparas
HPV positivas e duas vezes maior quando comparadas com aquelas pacientes HPV positivas
que tiveram 2 a 3 partos. Porém, em Honduras, um pais com alto indice de mulheres
multiparas, os efeitos da paridade ndo foram significantes entre casos HPV positivos e
controles.

Munoz et al. (2002) encontraram uma associagdo direta entre o nimero de gestacdes e
o risco de cancer escamoso cervical, relagdo ndo observada nos casos de adenocarcinoma.

Segundo Autier et al. (1996), o aumento do ndmero de partos mantém a ZTT na
ectocérvice por muitos anos, conferindo maior risco ao desenvolvimento de lesdes. Além
disso, outros mecanismos sugeridos seriam exposi¢do hormonal, traumas e resposta imune
durante a gravidez, que poderiam explicar a associacdo entre paridade e neoplasia cervical.
Mas, devido aos estudos que refor¢cam a hipétese da influéncia hormonal de anticoncepcionais
sobre o risco de céncer cervical, esta deve ser a maior influéncia da multiparidade neste
contexto (CASTELLSAGUE; MUNOZ, 2003).

O uso de anticoncepcional hormonal também evidenciou associacdo em relacdo as
lesdes analisadas neste estudo, onde 52,94% das pacientes relataram seu uso nos ultimos 10
anos.

Moreno et al. (2002) concluiram, numa revisdo envolvendo pacientes com cancer
cervical in situ e invasor, que o uso de anticoncepcional hormonal por longo periodo (acima
de 10 anos) seria um risco desenvolvimento de cincer cervical em pacientes HPV positivas.

Skegg (2002), num comentdrio sobre as pesquisas envolvendo anticoncepcional e

multiparidade, observou que os estudos ndo fazem distin¢do entre a composi¢do e combinagao
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de hormonios nos anticoncepcionais, sendo que aqueles compostos por progesterona nao
teriam evidéncias de apresentar risco ao desenvolvimento de lesdes e cancer cervical.

Outro viés sugerido por Ferenczy; Franco (2002) em relagdo a associacdo de
anticoncepcional e risco de desenvolver cincer cervical seria o maior acesso de pacientes
usudarias de anticoncepcionais aos servigos de satide, as quais participariam dos estudos
envolvendo fatores de risco.

Castellsagué; Munoz (2003) constataram que o uso de anticoncepcionais orais por
periodos prolongados e multiparidade seriam cofatores que poderiam modular o risco de
progressdo da infec¢@o pelo HPV para HSIL e cancer cervical.

Num recente estudo, Syrjanen et al. (2006) acompanharam 3.187 mulheres divididas
em relacdo ao uso de anticoncepcional e avaliadas quanto ao desenvolvimento de HSIL e
persisténcia/clearence de HPV de alto risco, onde se sugeriu que o inicio da doencga cervical e
a infeccdo pelo HPV néo estariam relacionados com o uso de anticoncepcional.

Em relagdo ao comportamento sexual das mulheres participantes do estudo, 42,48%
relatou apresentar nimero de parceiros sexuais maior ou igual a quatro, com média de idade
na primeira relagdo sexual de 16,34+3,12 anos. Evidéncias significativas entre a associagdo do
nimero de parceiros sexuais e lesdes foram apontadas na andlise realizada (p=0,021).

O nimero de parceiros sexuais, antigamente relacionado diretamente com o risco de
neoplasia, encontra-se atualmente atribuido & maior probabilidade de exposi¢do ao HPV e a
varios tipos oncogénicos, aumentando o risco de lesdes e cancer cervical (BASEMAN;
KOUTSKY, 2005; BOSCH et al, 2002).

O hébito de fumar ndo mostrou evidéncias de associacdo com as lesdes das pacientes,
onde 58,17% das participantes revelaram nunca ter fumado.

A importancia do fumo em relacio ao desenvolvimento de lesdes e cancer cervical foi

analisada por Prokopczyk et al. (2001), que verificou a presenca de um carcindgeno
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especifico do tabaco, o NNK (4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butadona), que seria
metabolizado pelo tecido cervical humano em produtos genotdxicos e carcinogénicos,
reforcando os achados epidemiolégicos de que o tabaco e o HPV teriam agdo sinérgica no
desenvolvimento de lesdes e cancer cervical (CASTELLSAGUE et al., 2002).

Efeitos indiretos do tabaco, como diminui¢do das células de Langerhans e outros
marcadores da resposta imune e diminuicdo dos antioxidantes ingeridos também foram
destacados como mecanismos pelos quais o fumo poderia afetar a progressdo para a neoplasia
maligna do colo uterino (BOSCH et al., 2002; CASTELLSAGUE et al., 2002).

O HPV é considerado necessario, mas nio suficiente causa de cincer cervical. E
provavel que fatores adicionais (ambientais, genéticos) combinados com fatores virais
corroborem para o desenvolvimento de lesdes pré-malignas e malignas cervicais (BOSCH et
al., 2002; HEILMANN; KREIENBERG, 2002).

A alta frequéncia de tipos de HPV de alto risco encontrados nas pacientes estudadas
serve de alerta para que ocorra a melhoria do acesso da populag@o feminina aos programas de
prevengdo e deteccdo precoce de lesdes do colo do ttero, principalmente em relagdo as
pacientes do interior do estado do Amazonas, que representaram 50% das pacientes com lesao
no presente estudo, o que parece ser a melhor estratégia na diminui¢do do céancer do colo
uterino, resultado registrado em paises desenvolvidos (BASEMAN; KOUTSKY, 2005;
FRANCESCHI, 2005). Além disso, uma prevencdo bem estabelecida aliada a uma vacinacio
contra o HPV seria a melhor maneira de diminui¢do da morbidade e mortalidade associadas
com a neoplasia cervical e outras neoplasias associadas ao HPV (BASEMAN; KOUTSKY,

2005; BEKKERS et al., 2004).
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6. CONCLUSAO

A freqiiéncia de HPV nas pacientes com lesdo de colo de ttero estudadas foi de 94,7%
(145/153), sendo 32% (49/153) positivas na reacdo com oligonucleotideos MY09/11 e
94,7% (145/153) positivas com oligonucleoteideos GP5+/GP6+, na reacdo de Nested-
PCR.

79,7% (122/153) das amostras seqiienciadas foram positivas para HPV. Destas, 81,9%
(100/122) correspondiam ao HPV 16, 4,9% (6/122) ao HPV 33, 4,1% (5/122) ao HPV
18, 3,3% (4/122) ao HPV 31 e 1,6% (2/122) ao HPV 45. As demais amostras (4,1%)
foram positivas para os tipos 35, 53, 56, 58 e 66.

Dentre os tipos de HPV descritos na populacdo estudada, destaca-se o 18, o qual ndo
tinha sido identificado por nenhum estudo realizado em Manaus até o presente
momento.

Em relacdo aos tipos de HPV identificados, nas pacientes com lesdao LSIL (n=10),
80% das delas eram portadoras do HPV 16, 10% HPV 53 e 10% HPV 56. Nas
pacientes com lesdo HSIL (n=86), os tipos de HPV presentes foram 16 (81,40%), 33
(5,81%), 18 (4,65%), 31 (3,49%), 45 (2,33%), 58 (1,16%) e 66 (1,16%). Nas pacientes
portadoras de cancer cervical (n=15), os tipos de HPV identificados foram 16
(86,67%), 31 (6,67%) e 33 (6,67%). Em pacientes com adenocarcinoma (n=2), foram
identificados HPVs 16 e 18.

A freqiiéncia genotipica ARG/ARG descrita na literatura como cofator para o
desenvolvimento do cincer de colo de ttero parece nao justificar a maior prevaléncia
desta patologia nas pacientes estudadas, as quais apresentaram maior freqii€éncia de

ARG/PRO.
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Na andlise dos fatores scio-econdmico-culturais, o nimero total de partos, o uso de
anticoncepcional, o nimero de parceiros sexuais e a idade das pacientes apresentaram
significincia estatistica, sugerindo evidéncias de associacdo entre estes fatores e as

lesdes estudadas.
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APENDICE A - TCLE

- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INVESTIGADOR: Junia Raquel Dutra Ferreira
INSTITUICAO: Universidade Federal do Amazonas/Fundagio Centro de Controle de
Oncologia do Amazonas.
TELEFONE: (92)3232 6504
TITULO: Anélise do polimorfismo da proteina p53 e da infeccido pelo HPV em pacientes
com lesdes cervicais pré—cancerosas e cancerosas atendidas em Manaus, Amazonas.
DESCRICAO E OBJETIVO DO ESTUDO

Este ¢ um estudo que pretende verificar a presenca do HPV (Papilomavirus humano)
em mulheres com ou sem lesdo no colo do ttero. Pretende também pesquisar se uma proteina
que ¢é protetora do nosso organismo, a p53, tem relacdo com alguma forma de lesdo do colo
do utero e o HPV, dependendo de como ela se apresenta.

Eu fui convidada para participar dessa pesquisa. Minha participagcdo serd de minha
prépria vontade. Se eu concordar em participar, permitirei que sejam feitos testes para
diagnéstico do HPV e verificagdo da proteina p53 no meu material cervical coletado pelo
médico(a) ginecologista, contribuindo assim para o melhor entendimento dessa doenca no
nosso estado.

Fui esclarecida que a coleta do material cervical € feita igual a coleta do preventivo e
que causa um certo desconforto, mas que nio tem risco e serd realizada com material
descartdvel e novo.

Também entendi que responderei a perguntas relacionadas ao estudo.

Entendi também que posso me retirar da pesquisa quando quiser.

Ficarei com uma cépia do termo de consentimento livre e esclarecido por mim
assinado e pela pesquisadora responsavel. Este termo terd os telefones da pesquisadora
responsével, sendo que posso ligar para ela quando tiver qualquer ddvida sobre o assunto.
RISCOS ASSOCIADOS AO ESTUDO

O risco da coleta é considerado baixo, sendo procedimento rotineiro nos exames de
preventivo. Fui orientada que os exames da PCR podem dar resultados falso-positivos e falso-
negativos, mas que sao menores que os outros testes diagndsticos para o HPV.

BENEFICIOS

Participando deste estudo, estarei me beneficiando do exame da PCR, importante para
verificar a presenga ou ndo do HPV. Além disso, estarei verificando como se apresenta minha
proteina p53.

CONFIDENCIALIDADE E AVALIACAO DOS REGISTROS

Minha participacdo neste estudo serd confidencial e os registros ou resultados do
estudo serdo divulgados ao nivel cientifico e autoridades de saide publica a fim de que
contribuam para a saude da populagdo.
Minha identidade permanecerd sempre em confidencialidade.
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DIREITO A RETIRADA DO ESTUDO

Eu tenho direito de fazer qualquer pergunta referente aos riscos potenciais ou
conhecidos para mim durante minha participacdo neste estudo.

Posso me retirar deste estudo, caso queira.
Eu serei notificada com referéncia a qualquer nova informagao relacionada ao estudo. Eu
poderei contatar a pesquisadora responsavel Junia Raquel Dutra Ferreira, cujo niimero de
telefone é (92) 3232 6504, para esclarecer qualquer ddvida.
PARTICIPACAO VOLUNTARIA

A minha participacdo neste estudo € voluntdria. Se eu recusar a participag¢do neste
estudo, nao havera qualquer tipo de retaliacdo ou perda de beneficios a que tenha direito. Eu
tenho o direito de manter uma copia assinada deste documento.
CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Apb6s ter recebido informagdes claras, eu concordo com minha participagdo no estudo.

/ /
Assinatura do Paciente do Estudo Data
/ /
Assinatura da 1?* Testemunha Data
/ /
Assinatura da 2°* Testemunha Data
/ /

Assinatura do Investigador Data



APENDICE B - Questionério.

QUESTIONARIO

I. TRIAGEM
1. Informagdes sobre o estudo e confiabilidade do estudo
2. Consentimento da paciente em participar do estudo

2.1( )Sim

2.2 ( )Nao
3. Identificag@o com as iniciais da paciente
4. Data de nascimento / /
5. Ultima menstruagéo / /

5.1 ( ) ndo sabe informar
5.2 ( ) menopausada
6. Qual a sua procedéncia? Nasceu: Mora:
6.1 ( ) Manaus
6.2 () Interior do estado do Amazonas
6.2 () Outro estado da regido norte
6.3 () Outro estado da federacdo
7. Vocg ja teve seu ttero removido (histerectomia)? Fez crio ou termocauterizacgao,
laserterapia, quimioterapia, radioterapia ou conizacao?
7.1 ( )Sim
7.2 ( )Nao
7.3 () Nao sabe informar
8. Resultado do exame colpocitoldgico:
Data do exame: / /
8.1.( )NICI
8.2 ( )NICIH
8.3 ( ) NIC II/Ca “in situ”
8.4 ( ) Carcinoma microinvasor
8.5 ( ) Carcinoma escamoso invasor
8.6 ( ) Adenocarcinoma
9. Resultado de bidopsia/exame histopatolégico:
9.1.( )NICI
9.2 ( )NICII
9.3 ( ) NIC III/Ca “in situ”
9.4 ( ) Carcinoma microinvasor
9.5 ( ) Carcinoma escamoso invasor
9.6 ( ) Adenocarcinoma

II. QUESTIONARIO
10. Qual seu estado civil?
10.1 ( ) Solteira
10.1 ( ) Unido estavel
10.2 ( ) Casada
10.3 () Divorciada/separada
10.4 ( ) Vidva
11. Qual o nivel mais elevado de escolaridade que vocé completou?
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12.

13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.

21.

22.

23.

11.1 () Primeiro grau incompleto

11.2 () Primeiro grau completo

11.3 ( ) Segundo grau incompleto

11.4 ( ) Segundo grau completo

11.5 ( ) Curso profissionalizante apés o segundo grau
11.6 ( ) Universidade

Qual a sua renda familiar?

12.1 ( ) 1 salario minimo

12.2 ( ) 2-3 salarios minimos

12.3 ( ) 3-4 salarios minimos

12.4 ( ) 5-6 salarios minimos

12.5 ( ) acima de 6 salarios minimos

Idade da 1° relagdo sexual

Idade da 1° gestacdo
Vocé estd gravida no momento?
15.1 ( ) Sim

15.2 ( ) Nao

15.3 ( ) Nao sabe informar

N° total de abortos
N° de partos normais
N° de partos cesdreos
N° total de partos
Voce utilizou anticoncepcional oral ou injetdvel nos dltimos 10 anos?
20.1( )sim

20.2 ( ) ndo

Qual das seguintes situagdes melhor descrevem o seu hébito de fumar?
21.1 ( ) Eu nunca fumei

21.2 () Eu fumei no passado, mas nao fumo atualmente

21.3 () Eu geralmente fumo menos de uma carteira por dia

21.4 ( ) Eu geralmente fumo em torno de uma carteira ou mais por dia
Qual o nimero de parceiros sexuais que voce ji teve na vida?

22.1( ) um

22.2 ( ) dois

22.3( ) trés

22.4 () quatro

22.5 ( ) cinco ou mais

Pesquisa para HIV:

25.1 ( ) nunca fez exame

25.2 () negativo

25.3 () positivo

1. OBSERVACOES:
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2. RESULTADO DO EXAME HISTOPATOLOGICO:

3. RESULTADO DA PCR:

4

p33:
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ANEXO 1 - Protocolo de seqiienciamento.

Preparar o mix com enzimas Incubar no Termociclador
0,34 uL de EXO (3,3U) X 110 = 34uL 30 min — 37 °C
0,66 uL de SAP (0,66U) X 110 = 66uL 15 min - 80 °C

Adicionar 1uL a cada 6 uL de produto de PCR

e incubar no termociclador.

EXO: Exonuclease

SAP: Fosfatase alcalina de camario

O produto esté pronto para a etapa de reacio de sequenciamento.
2. REACAO DE SEQUENCIAMENTO

Para o seqiienciamento, usamos as seguintes condi¢gdes de reagao.

Concentracdo em ng de DNA (abaixo)

Produto de PCR até 900 pb 50 ng
Produto de PCR acima de 900 pb 100 ng
Plasmidios 200 ng

Primers para sequenciamento devem estar na concentragdo de 5,0 pmoles.

Reagentes | Quantidade | Quantidade para 01 placa

1. TRATAMENTO DO PRODUTO DE PCR ATRAVES DA ENZIMA EXO-SAP

H,0 Mili-Q 4,0uL x 105 =420,00
Pré-mix 2,0ul x 105 =210,00
Primer (Spmol/ul) 1,0uL. x 105 =105,00
DNA (PCR) 30uL |-

Volume final 10 uLL

Condig¢des de ciclagem:

95°C 15 seg.

55°C 20 seg. 35 ciclos

60°C 1:20 min.
04° C  Forever
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3. PRECIPITACAO DA REACAO DE SEQUENCIAMENTO.
Para 10,0 pl da reacio usa-se:
v" 1,0 uL de acetato de amonia

v 27,5 uL etanol absoluto.

1. Adicionar 1 pL acetato de amonio e dar um spin,

2. Adicionar 27,5uL de etanol absoluto 100 %, selar bem (selo resistente a dlcool)
e entdo vortexar vigorosamente por 1 minuto (FUNDAMENTAL)

3. Incubar 20 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz, coberto com

papel laminado.

4 Centrifugar 40 min 4000 ga 4 °C.

5 Virar a placa e despejar o contetido (com bastante forga).

7. Centrifugar 10 min (na mdxima velocidade de qualquer centrifuga) 4 °C.

8 Virar a placa e despejar o contetido, com forga.

9 Centrifugar um pulso de alguns segundos com a placa invertida (ndo passar 700
g)

10.  Deixar secar até evaporar o etanol (15 minutos)

11.  Adicionar 10 pl de loading buffer e vortexar muito bem (FUNDAMENTAL!)
12.  Selar com selo resistente a dlcool e centrifugar a placa por um pulso de alguns
segundos (ndo passar 700 g)

Seqiienciar no equipamento MegaBace.

Precipitagdo com acetato de amonio

6. Adicionar 120 pL de etanol 70% por poco. Selar bem com o mesmo selo e
vortexar por alguns segundos.
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ANEXO 2 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA

E"\ Andamento do projeto - CAAE - 0013.0.252.000 fi

E Titulo do Projets de Pesquisa
| Relagdo entre o polimorfismo da proteina p53, a infecgéo pelo HPV e o risco de cancer cervical em pacientes atendidas na rede pdblica
Manaus, Amazonas.

L

% Situacdo Data Inicial no CEP  Data Final no CEP Data Inicial na CONEP Data Final na
prrovacIo no CEP 28/11/2005 16:35:58  01/12/2005 16:10:15

| Descrigdo Data Documento N¢ do Doc

F 1 - Envio da Folha de Rosto pela Internet 25/11/2005 12:21:56  Folha de Rosto FR79923 i
‘ 2 - Recebimento de Protocolo pelo CEP (Check-List) 28/11/2005 16:35:58  Folha de Rosto 0013.0.252.000-05 (

, 3 - Protocolo Aprovado no CEP 01/12/2005 16:10:15  Falha de Rosto 013/2005 <

FCECON s

Fundacio Centro de Controle de Oncologia
do Estado do Amazonas

PARECER DO COMITE DE ETICA

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagéo Centro de Controle
de Oncologia do Amazonas aprovou, em reunido ordinaria nesta data, por
unanimidade de votos, o projeto de pesquisa cadastrado no SISNEP de n°
0013.0.252.000-05, intitulado “Relagdo entre polimorfismo da proteina p33, a
infeccdo pelo HPVY e o risco de cancer cervical em pacientes atendidas na

rede piblica de Manaus, Amazonas”, fendo como pesquisadora responsavel

Junia Raquel Dutra Ferreira. — s e
N
Fundagédo Centrorde Controle de Oncologia do Amaz/g)nas.
L k
""""" '“\’“(7/\\ rade

T, W M, RN q@eaqd

Manaus, 01de dezembro Ei_é 2005.



Manaus, 28 de junho de 2006

Aos Srs. Membros do Comité de Eticé em Pesquisa da Fundagio Centro de Controle de
Oncologia de Manaus

Assunto: Solicita¢do de alteragio de projeto de pesquisa

Anexos: Projeto de pesquisa alterado, aprovacdo pelo CEP-FCECON, Dados do
SISNEP, Questionario

Vimos, por meio desta, solicitar a este seleto comité que nos autorize a proceder
as seguintes corregdes no projeto de pesquisa Intitulado “Relacdo entre o
polimorfismo da proteina p53, a infecciio pelo HPV e risco de ciancer cervical em
mulheres atendidas na rede publica de saiide de Manaus, Amazonas” sugeridas
pela banca de avaliaciio deste, quando da aula de qualificacdo. Salientamos que as
alterages estabelecidas ndo alteram o cerne deste trabalho, ja aprovado por este comité
sob o CAAE 0013.0.252.000-05 e n° de aprovacdo 013/2005, somente vindo a
enriquecé-lo com a ampliago dos aspectos abordados e do universo amostral.

- O titulo foi resumido, passando a ser: “Analise do polimorfismo da proteina
p53 e a infecgdo pelo HPV em pacientes com lesdes cervicais escamosas intraepiteliais
" e neoplasicas atendidas em Manaus, Amazonas”

- O objetivo geral segue o titulo, sendo: Analisar o polimorfismo da proteina
p33 e a infecgdo pelo HPV em pacientes com lesdes cervicais escamosas intraepiteliais
¢ neoplasicas atendidas na Fundagdo Centro de Controle de Oncologia do Amazonas,
Manaus.

- Nos objetivos especificos, adicionou-se: Levantar os fatores socio-
econdmico-culturais que possam estar relacionados as lesdes cervicais nas pacientes
estudadas.

- Na metodologia, as pacientes selecionadas sdo as mesmas atendidas na
triagem da Ginecologia, porém com diagndstico histopatologico de lesdes cervicais
escamosas intraepiteliais e neoplasicas (NIC I, NIC I, NIC III, Carcinoma invasor),

totalizando de 160 pacientes, devido a mudanga do modelo de estudo de caso-controle

Vo ’j/

para descritivo, julgado pela banca o mais adequado. A 14,

s
7
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- Sera aplicado um questionario (anexo) as pacientes com a finalidade de
abordar os principais fatores socioeconémicos-culturais que possam estar relacionados
as lesBes cervicais, descritos na literatura, sendo o mesmo adotado pelo Dr. Gilson José

Corréa, em seu projeto de mestrado previamente aprovado pelo CEP desta instituicio.

Certos da presteza deste comité no julgamento desta, subscrevemo-nos,

—

e )5

Spartaco Astolfi Filho
Orientador do projeto

) v

Cristina Maria Bef
Co-0

AN S

S g,

Junia Raquel Dutra Ferreira
Pesquisadora responsavel
Aluna do mestrado em

Patologia Tropical - UFAM

Sl

Dr. Gilson José Corréa
Coordenador do Projeto na
FCECON-AM
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