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RESUMO

A infeccao persistente por um dos 15 Virus do Papiloma Humano (HPV) de alto risco é
considerada um factor necessario, mas nao suficiente, para o desenvolvimento do cancro do colo do
utero. Nos ultimos anos, tem-se assistido a uma intensa procura de novos métodos moleculares de
diagnéstico que permitam diferenciar entre as mulheres cujas lesdes vao progredir para carcinoma
invasivo e aquelas cujas lesdes regredirdo espontaneamente.

No presente trabalho, foram desenvolvidas e implementadas metodologias de PCR em tempo
real para a quantificacdo da carga viral, o estudo do estado fisico do genoma viral na célula
hospedeira e a quantificacdo dos transcritos dos oncogenes virais do HPV 16 e 18, com vista a
identificagédo de indicadores de prognéstico para o desenvolvimento do cancro do colo do utero.

A quantificagdo do DNA do HPV 16 e 18 permitiu identificar uma correlagéo positiva entre a carga
viral e a gravidade da leséo.

O estudo do estado fisico do DNA do HPV 16 e 18, embora ndo tenha permitido estabelecer uma
relacdo prognéstica entre o estado fisico do DNA viral e o tipo de lesdo, permitiu constatar que a
integracdo do DNA do HPV 16 é um acontecimento precoce e que as formas exclusivamente
integradas do HPV 18 aumentam com a gravidade da les&o.

A quantificagdo do RNAm do E7 do HPV 16 permitiu estabelecer uma associagdo positiva entre a
expressao dos transcritos virais e o grau da lesdo. No caso do HPV 18, o pequeno numero de casos
estudados nao permitiu estabelecer uma correlagéo.

De acordo com os resultados obtidos, para além da tipificacdo dos HPV de alto risco, a
quantificacdo da carga viral podera ser um importante biomarcador para a identificagdo precoce dos
casos com maior probabilidade de progressao e desenvolvimento de carcinoma do colo do utero e

lesbes percursoras.

Cancro do colo do utero; HPV de alto risco; Indicadores de progndstico; Marcadores moleculares;

PCR em tempo real;



ABSTRACT

Persistant infection with one of the 15 high-risk human papillomaviruses (HPV) is a necessary but
insufficient cause of cervical cancer development.

In the last few years, there has been an intense pursuit for new molecular diagnostic methods that
allow the differentiation between women whose lesions are destined to progress to invasive carcinoma
and those whose lesions will spontaneously regress.

In the present study real-time PCR methodologies for viral load quantification, for the assessment
of the physical status of HPV DNA in the host genome and for the quantification of viral oncogene
transcripts of HPV 16 and 18, were developed and implemented, aiming at finding prognostic
indicators for the development of cervical cancer.

Although the study of HPV 16 and 18 physical did not allow the establishment of a prognostic
association between viral DNA physical status and lesion grade, it did allow the conclusion that HPV
16 DNA integration is an early event and that HPV 18 integrated-only forms increased with lesion
severity.

HPV 16 E7 mRNA quantification allowed the determination of a positive correlation between the
level of viral transcripts expression and lesion grade. In the case of HPV 18, due to small sample size,
no correlation was established.

According to the results obtained, viral load, in addition to high-risk HPV testing, could become an
important biomarker for the early identification of cases with increased probability of progression and

development of cervical carcinoma and precursor lesions.

Cervical cancer; High-risk HPV; Prognostic markers; Molecular markers; Real time PCR;



INTRODUCAO

1. VIRUS DO PAPILOMA HUMANO

O Virus do Papiloma (PV) é um grupo de pequenos virus, de DNA circular de cadeia dupla, sem
invélucro e com capside icosaédrica, altamente ubiquos, que infectam, para além do Homem, a
maioria dos mamiferos e das aves (Zheng e Baker, 2006). Inicialmente classificado na familia
Papovaviridae, juntamente com os Poliomavirus, passarou recentemente a constituir uma nova

familia, a Papillomaviridae (de Villiers et al., 2004).

O genoma dos PV é constituido por trés regides: a regiao nao codificante LCR (Long Control
Region), a regido que codifica as proteinas de expressao precoce (E1 a E8) e a regido que codifica
as proteinas de expressao tardia (L1 e L2) (Duefias-Gonzalez et al., 2005).

O ciclo de vida dos PV difere do das outras familias virais, uma vez que este virus se replica
exclusivamente no epitélio pavimentoso estratificado, tirando proveito da diferenciagdo do préprio
epitélio para a regulacdo da sua replicagao (Frazer, 2004). Durante a infecgdo do epitélio o PV pode

causar lesdes benignas ou induzir o desenvolvimento de lesées malignas (Zheng e Baker, 2006).

Dos mais de 100 tipos de Virus do Papiloma Humano (HPV) ja identificados, cerca de 40 sao
capazes de infectar a mucosa anogenital (Woodman et al., 2007). Os tipos de HPV sao classificados
em HPV de baixo risco e HPV de alto risco, consoante a sua prevaléncia nos carcinomas do colo do
utero e lesdes percursoras. Os HPV de baixo risco (HPVbr), como o HPV 6 e 11, induzem lesbes
benignas, como verrugas e condilomas acuminados, com um risco minimo de progressao maligna
(Fehrmann, 1993).

A infecgdo persistente por um dos 15 HPV de alto risco (HPVar) (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 68, 73, e 82) foi identificada como factor imprescindivel, mas nao suficiente, para o

desenvolvimento de cancro do colo do utero (CCU) (zur Hausen, 2002).

A infecgéo do epitélio genital ocorre quando particulas virais atingem as células basais do epitélio
pavimentoso do colo do Utero, através de microabrasdes ou traumatismos na superficie da mucosa
(Muhoz et al., 2006).

Apés a infecgdo, os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7 s&o expressos e ocorre replicagdo do DNA
viral sob a forma epissomal. Nas camadas superiores do epitélio, ocorre expressdo dos genes tardios
com encapsidacdo do genoma viral pelas proteinas L1 e L2, e posterior formagao de particulas virais
no nucleo das células. Os virus, libertados no interior das células do epitélio, ttm a capacidade de
provocar uma nova infeccdo ou de serem libertados para o exterior. A progressao de lesdes nao
tratadas, para cancro do colo do Utero, esta associada a integracdo do genoma do virus no
cromossoma da célula hospedeira, com a consequente perda ou disrupgdo do gene E2, e
subsequente sobreexpressdo dos oncogenes E6 e E7. As proteinas E6 e E7, em excesso, vao

interagir com diversos alvos celulares. A proteina E6 liga-se a p53, degradando-a, o que induz a
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inibicdo da apoptose através da degradacdo da p53, enquanto que a proteina E7 vai impedir a
diferenciagao celular através da inibicdo da pRB.

Como consequéncia da infecgéo viral persistente, a actividade constante das proteinas virais E6
e E7 pode levar a um aumento da instabilidade gendmica, a desregulagao do ciclo celular, com perda
de controlo sobre eventos cruciais como a replicacdo e reparagao do DNA a apoptose celular, a
acumulagdo de mutagbes e alteragbes epigenéticas em oncogenes e, em Uultimo caso, ao

desenvolvimento de cancro.

2. EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO GENITAL POR HPV

O cancro do colo do utero é a terceira patologia ginecoldgica e o segundo cancro mais frequente
nas mulheres entre os 15 e os 44 anos, sendo responsavel por cerca 400 000 novos casos e 250 000
mortes por ano (Arias-Pulido et al., 2006). A prevencao e detecg¢ao precoce do cancro do colo do
utero assenta em programas de rastreio citoldgico. Nos paises em que estes programas se
encontram implementados a incidéncia do cancro do colo do utero teve uma redugdo marcada. No
entanto, mais de 80% dos casos de cancro do colo do utero ocorrem em paises em vias de
desenvolvimento, onde nem o rastreio da populagdo nem o tratamento sdo O6ptimos oumesmo
existentes (Frazer, 2004). Citologias isoladas sofrem de sensibilidade sub-6ptima e reprodutibilidade
limitada, pelo que para compensar estas deficiéncias sdo necessarios programas de rastreio com
repeticao periddica dos testes e seguimento dos casos positivos (Molden et al., 2005), o que implica

um investimento continuo de grandes dimensoes.

O cancro do colo do utero desenvolve-se, normalmente, num anel de mucosa a que se da o
nome de zona de transformacgao, entre dois tipos diferentes de epitélio. A posicdo da zona de
transformagéo do colo do utero € dindmica, mudando gradualmente ao longo da vida da mulher, com
substituicdo do epitélio glandular, produtor de muco, por epitélio escamoso estratificado. A prevengao
do CCU, apds detecgao de alteragbes celulares pré-malignas, passa pela destruicdo ou excissdo de
regides do epitélio da zona de transformacgao (Schiffman et al., 2007).

A maioria dos CCU sao carcinomas das células escamosas, que se desenvolvem num processo
gradual a partir de lesdes percursoras (Pett e Coleman, 2007), e que podem ser diagnosticados pelo
rastreio citoldgico de células exfoliadas e confirmado por examinagao histolégica de uma biopsia.

A observacao citologica classifica as lesbes, segundo o sistema de Bethesda, em lesdo
intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) e lesado intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) (zur
Hausen, 2000; Pett e Coleman, 2007). Segundo os critérios histologicos de Richart as lesdes do colo
do utero sédo classificadas em displasia ligeira (CIN1), displasia moderada (CIN2) e displasia severa
ou carcinoma in situ (CIN3) (Steenbergen et al., 2005). As LSIL sao equivalentes as CIN1, enquanto
que as HSIL incluem as CIN2 e as CIN3. Alteragdes das células escamosas de significado
indeterminado (ASC-US) e alteragbes das células escamosas de significado indeterninado que nao

excluem lesdo intraepitelial de alto grau (ASC-H), s&o categorias aplicadas aos casos em que a
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citologia apresenta alteragbes celulares, mas ndo reune todas as caracteristicas necessarias para a
classificagdo como LSIL ou como HSIL, respectivamente.

As LSIL geralmente representam infecgbes produtivas, com um risco de progresséo para invaséo
relativamente baixo, enquanto que HSIL podem ser encaradas como infecgdes nas quais

acontecimentos tardios do ciclo de replicagao do virus ndo sédo expressos (Middleton et al., 2003).

A transmissao sexual do HPV é frequente, e a maioria das mulheres ¢é infectada 3-4 anos apds o
inicio da actividade sexual. Apesar de cerca de ~80% das mulheres serem infectadas com HPV em
alguma fase da sua vida, a maioria resolve a infecgao de forma expontanea. Apenas as que mantém
infeccdo persistente activa, durante anos ou décadas apds a exposigcao inicial, progredirdo para
doenca invasiva (Fernandez et al., 2009). Apesar da infecgdo persistente por um HPV de alto risco
ser considerada um pré-requisito para o desenvolvimento do CCU (Bosch et al., 2008) n&o existe
actualmente consenso na definicao de persisténcia da infeccao por HPV (Mufoz et al., 2009).

A maioria das infec¢des por HPVar regridem espontaneamente (processo a que se da o nome de
clearance viral) no espaco de 1 a 2 anos apés o seu aparecimento, devido a eficaz acgao da resposta
imunitaria mediada por células (Stanley, 2006). O tempo médio para a clearance das infecgdes por
HPV é de 6 a 18 meses. Em regra, quanto mais longa a persiténcia viral de um determinado HPV
menor a probabilidade de regressdo e maior o risco de desenvolvimento de lesdes precursoras do
cancro do colo do utero (Plummer et al., 2007; Schiffman et al., 2007).

Embora os factores de risco para o estabelecimento de persisténcia e desenvolvimento de leséo
nao se encontram completamente esclarecidos, o genétipo e a variante responsavel pela infecgdo
sdo factores determinantes assumidos. Outros possiveis co-factores, para o desenvolvimento do
cancro do colo do utero, sdo a idade do primeiro contacto sexual, 0 nUmero de parceiros sexuais, 0
uso de contracepgao hormonal por longos periodos de tempo, a infecgdo por outros microrganismos
sexualmente transmissivel, a paridade, o tabagismo, a dieta e factores nutricionais (Castellsagué et
al., 2002), bem como factores genéticos do hospedeiro. Adicionalmente, o estado imunitario do
hospedeiro influencia largamente a taxa de regresséo ou progressao da infec¢do por HPV, pelo que
individuos Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) positivos estao sujeitos a uma maior prevaléncia
e persisténcia da infecgdo e, consequentemente a um maior risco de desenvolvimento de lesdes
malignas (Strickler et al., 2005).

Actualmente, o diagnéstico citolégico e histolégico ndo permite distinguir entre as raras lesbes
intraepiteliais (SIL) com possibilidade de persistir ou progredir, e a larga maioria que ira regredir
espontaneamente (Woodman et al., 2007). Uma abordagem mais objectiva, permitiria racionalizar o
seguimento e/ou tratamento das mulheres com lesdes sem potencial de progresséo. No entanto, para
tal, sera necessario um melhor conhecimento acerca das alteragdes virais e celulares responsaveis
pela inducdo da progressédo de SIL, bem como, das suas associagbes temporais (Pett e Coleman,
2007). O periodo de tempo que medeia a infecgao primaria e o aparecimento de cancro do colo do
utero varia, regra geral, entre 10 a 15 anos.
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A nivel mundial, a infec¢cdo por HPV 16 e 18 é responsavel por cerca de 70-75% dos casos de
carcinoma invasivo do colo do uUtero. Enquanto que o HPV 18 é o tipo mais frequentemente associado
aos adenocarcinomas do colo do utero, o HPV 16, seguido do HPV 18, é o tipo mais frequentemente
detectado nos carcinomas das células escamosas (Woodman et al., 2007). Variagdes geograficas
entre os gendtipos mais predominantes tém que ser tidas em consideracéo no estudo do HPV.

Dada a via comum de transmissao, HPV de diferentes tipos tém tendéncia a ser transmitidos em
conjunto, o que resulta numa elevada proporgdo (20-30%) de infecgbes mistas (Schiffman et al.,
2007).

Actualmente, uma das formas de diminuir a incidéncia dos casos de CCU é a administracdo de
uma vacina profilactica contra a infecgéo por alguns tipos de HPV, entre os quais o HPV 16 e o HPV
18 (Bosch and Harper, 2006).

3. METODOS DE DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR HPV

Os exames citoldgicos e histologicos, embora extremamente importantes na preveng¢ao do cancro
do colo do utero, sdao métodos de diagnéstico indirectos e ndo conseguem diferenciar as mulheres
que véo progredir para carcinoma invasivo da grande maioria, cujas lesdes regredirdo
espontaneamente.

Para colmatar as falhas exibidas pelo rastreio citolégico, nhomeadamente em termos de
sensibilidade, tém sido desenvolvidos testes moleculares, que tém como objectivo a detecgdo do
HPV como agente etiolégico da doenga. O diagndstico da infecgdo por HPV passa pela detecgédo de
material genético viral em amostras de células do colo do utero (Dehn et al., 2007). A maioria dos
testes comerciais para a detecgao e tipificagdo dos HPV envolvem o reconhecimento de uma regiao
do gene L1 (Keegan et al.,, 2009). Estes testes de detecgdo do DNA viral apresentam maior
sensibilidade e sdo mais reprodutiveis do que a citologia, na identificacao de lesGes pré-malignas e
carcinomas do colo do utero (Molden et al., 2007; Castle, 2008). Por outro lado, a elevada prevaléncia
da infecgdo por HPV, faz com que estes testes apresentem um baixo valor preditivo positivo (Ho et
al., 1998; Molden et al., 2005; Molden et al., 2007) ndo conseguindo distinguir entre infecgdes
transitérias e infecgdes persistentes (Cattani et al., 2009). Dado que a sobreexpressado consistente
dos oncogenes virais E6 e E7 é causa necessaria para a transformagédo e imortalizagdo celular,
testes direccionados para estes oncogenes dos HPVar poderdo apresentar um valor de progndstico
superior ao dos testes de deteccdo do DNA e vir a desempenhar um papel preponderante nos
programas de rastreio futuros.

Dada a importancia do HPV como o agente etiolégico do cancro do colo do utero, varios grupos
tém desenvolvido diferentes metodologias de detecgdo do virus (Quint et al., 2006; Cattani et al.,
2009). Actualmente, existe uma necessidade continua de testes mais especificos para o prognostico
das lesbes pré-malignas, o que justifica a importancia da identificagdo de marcadores de progressao

moleculares de progressao e do desenvolvimento das respectivas metodologias.
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4. MARCADORES MOLECULARES

Podem ser identificadas trés etapas no desenvolvimento do cancro do colo o Utero e das lesdes
percursoras: a infecgdo do epitélio por HPV de alto risco, a emergéncia de células com a expressao
desregulada de oncogenes virais na camada basal e suprabasal do epitélio, e a progressdo das

lesbes pré-neoplasicas para carcinoma invasivo (Knebel-Doeberitz e Syrjanen, 2006).
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Figura 1: Mecanismos da carcinogénese induzida pelo Virus do Papiloma Humano
HSIL, Lesao intraepitelial de alto grau; LSIL, Les&o intraepitelial de baixo grau; RB, Gene do
retinoblastoma humano. Adaptado de Bosch et al., 2002.

Testes baseados em marcadores moleculares, podem ser desenhados e utilizados para
caracterizar estes estadios, com potencial para complementar e/ou substituir os sistemas actuais.
Varias linhas de investigacdo tém sido desenvolvidas com vista a identificacdo dos biomarcadores

mais informativos, do ponto de vista clinico (Knebel-Doeberitz e Syrjanen, 2006).

O tipo de HPVar, a carga viral, o estado fisico do DNA viral, a sobreexpressdo dos oncogenes
virais, a metilacdo do DNA viral e celular, os marcadores de proliferacdo celular, entre outros,
apresentam-se como parametros em estudo, que isoladamente ou em conjunto, poderdo ser
importantes indicadores de progndstico e consequentemente, melhorar as formas de rastreio,

tratamento e seguimento pds-tratamento actualmente disponiveis.

4.1 Carga Viral

A determinagdo da carga viral do HPV tem sido sugerida como um importante biomarcador para o
diagndstico precoce do CCU, assim como para determinar a probabilidade de regresséo ou resolugcao
da infeccdo em citologias anémalas.

A discrepancia nos resultados dos diversos estudos ja realizados pode resultar da metodologia

utilizada para a quantificagdo, do gene amplificado, da heterogeneidade entre as células recolhidas
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na amostra, da variabilidade intratipica dos HPV nas amostras estudadas e do método utilizado para
a normalizagéo da carga viral (Broccolo et al., 2009).

Apesar disso, varios estudos demonstraram que existe uma correlacdo positiva entre a carga vira
dos HPVar e o tipo de lesdo, conferindo a carga viral um poder preditivo, relativamente a
probabilidade de regressédo ou progresséo das lesbdes (Josefsson et al., 2000; Ylitalo et al., 2000;
Peitsaro et al., 2002; Moberg et al., 2005; Carcopino et al., 2006 ; Ho et al., 2006 ; Briolat et al., 2007;
Gravitt et al., 2007; Saunier et al., 2008; Huang et al., 2009, Keegan et al., 2009).

Esta correlagdo pode ser justificada pelo facto de: i) uma maior carga viral aumenta a
probabilidade de infecgdo de novas células; ii) mulheres com carga viral mais elevada tém menor
probabilidade de vir a eliminar o virus, levando a uma maior persisténcia da infecgdo e,
consequentemente, a um maior risco de desenvolver lesdes; iii) uma carga viral elevada pode
aumentar o numero de genes carcinogénicos, o que favorece o desenvolvimento do cancro do colo
do utero (Huang et al., 2009).

No entanto, outros estudos tém mostrado que nos casos de carcinoma do colo do utero, as
mulheres com uma carga viral mais elevada apresentam um prognéstico mais favoravel (Biedermann
et al., 2004).

Snijders e colaboradores (2006) realizaram um estudo de quantificagdo da carga viral do HPV 16,
18, 31 e 33 por PCR em tempo real em que, através do estudo comparativo de mulheres com
citologia normal e mulheres com CIN3, definiram um valor de cut-off da carga viral segundo o qual
todas as mulheres com CIN3 teriam valores de carga viral superiores aos valores de cerca de um
terco das mulheres com citologia normal. Desta forma, um tergo das mulheres com citologia normal e
um resultado de HPV positivo poderiam ser excluidas de seguimento intensivo e tratamentos
desnecessarios e mulheres com valores de carga viral superiores ao definido pelo estudo seriam
encaminhadas para um seguimento e tratamento mais agressivo (Snijders et al., 2006; Cuzick et al.,
2006). Neste contexto, parece mais provavel que a carga viral permita discriminar infecgcbes com
HPVar com menor risco clinico com base na baixa carga viral do que identificar casos de lesao

precursora com elevado risco de progressdo com base em valores elevados de carga viral.

Do conjunto dos estudos publicados pode concluir-se que a quantidade de DNA de um HPV de
alto risco (carga viral) num produto biolégico do colo do utero infectado pode ser um importante
parédmetro na identificacdo de infecgbes com relevancia clinica (Cuzick et al., 2006), com potencial
aplicagao tanto para a discriminagdo de mulheres com reduzida ou elevada probabilidade de
progress&o como para o seguimento de casos pés-tratamento.

Neste contexto, um dos objectivos do presente trabalho foi a implementagdo de uma metodologia
para a quantificacdo do numero de cépias do HPV 16 e do HPV 18 e o estudo de casos de citologia
normal, ASCUS, LSIL, HSIL e carcinoma, para o estudo da correlagdo entre a carga viral e o

diagnéstico citopatoldgico.
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4.2 Integrac&o do DNA

O estudo da integragdo dos HPVar no genoma da célula hospedeira € uma area de investigagao
intensa. No entanto, os mecanismos que determinam a integracdo dos HPVar ndo se encontram
completamente esclarecidos (Pett e Coleman, 2007).

Varios estudos foram desenvolvidos no sentido de conhecer a proporg¢ao da integragdo dos HPV
e de determinar o momento em que ocorre, principalmente nos casos do HPV 16 e 18. A frequéncia
das formas lineares do DNA viral em carcinomas é consistentemente elevada, de 100% nos casos de
HPV 18 e até 80% nos casos de HPV 16 (Ho et al., 2006).

Durante a replicagédo, o genoma do HPV encontra-se numa forma circular, epissomal, e € mantido
no citoplasma das células basais do epitélio com cerca de 50-100 coépias por célula. Nesta forma
epissomal a expressao dos oncogenes virais E6 e E7 é fortemente regulada, com niveis elevados de
expressdo apenas nas células poés-mitdticas da camada suprabasal do epitélio. Nessas células
diferenciadas os oncogenes virais induzem a re-entrada ndo programada das células na fase S do
ciclo celular, com activagdo da maquinaria de replicagdo do DNA celular necessaria a amplificagao do
genoma viral, para a produgéo de novos virides (Cheng et al., 1995; Pett e Coleman, 2007).

Durante a integragdo do DNA na célula hospedeira ocorre disrupgdo do genoma do HPV,
nomeadamente na regido do gene E2, o que conduz a sobreexpressdo das proteinas oncogénicas
virais E6 e E7 e a estabilizagdo dos transcritos que as codificam. Os locais de integragdo do genoma
viral encontram-se distribuidos ao longo de toda a sequéncia da célula hospedeira, ndo tendo sido
identificadas zonas de integragao preferencial (Wentzensen et al., 2004).

Nos ultimos anos, varios trabalhos evidenciaram a importancia do estado fisico do DNA viral para
a progressao e revelaram uma correlagéo positiva entre a integragao do HPV e o desenvolvimento de
carcinoma e lesdes percursoras (Nagao et al., 2002; Kulmala et al., 2006; Ho et al., 2006; Saunier et
al., 2008; Cricca et al., 2009). Outros, falharam na identificagdo de associagbes estatisticamente
significativas entre os dois parametros (Huang et al., 2008).

Alguns estudos (Pirami et al., 1997; Tonon et al., 2001; Peitsaro et al., 2002; Hudelist et al., 2004;
Kulmala et al., 2006; Briolat et al., 2007; Huang et al., 2008) tém mostrado que, contrariamente ao
que é observado para o HPV 18, a linearizagcdo do DNA do HPV 16 pode ocorrer numa fase inicial da
infeccdo, e nao apenas durante o processo de transformacdo maligna. Adicionalmente, uma
proporcao elevada de carcinomas com o HPV sob a forma exclusivamente epissomal demonstraram
que a integracdo do HPV 16 pode nao ser essencial a transformagédo maligna (Hudelist et al., 2004).
Relativamente ao HPV 18, sabe-se que a infecgao por este virus conduz, normalmente, a um fendtipo
mais agressivo, com uma progressao mais célere do estadio de displasia para carcinoma invasivo
(Badaracco et al., 2002; Ho et al., 20086).

Na investigagéo do estado fisico do DNA por PCR em tempo real, este € inferido a partir da razdo
E2/E6 (ou E2/E7). Esta abordagem baseia-se no conceito de que em infecgdes com o DNA sob a
forma exclusivamente epissomal existem o mesmo numero de cépias do gene E2 que do gene EB6,
originando uma razao igual a 1, enquanto quando o DNA viral se encontra exclusivamente sob a
forma integrada gera um razao E2/E6 igual a 0, pela perda do gene E2 durante a integragdo. Formas

mistas, com cépias de DNA de HPV sob a forma epissomal e cépias sob a forma integrada (formas
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concomitantes) apresentam uma razao E2/E6 com valores entre 0 e 1 (Ho et al., 2006; Roberts et al.,
2008).

O conhecimento aprofundado dos mecanismos envolvidos na integragdo dos HPVar na célula
hospedeira, pode fornecer um marcador de risco de progressdo mais especifico que os actualmente
disponiveis (Gravitt et al., 2008). Neste contexto, um dos objectivos do presente trabalho foi a
implementagdo de uma metodologia que permitisse analisar o estado fisico do DNA do HPV 16 e do
HPV 18. Pretendeu-se igualmente realizar o estudo de casos, de forma a avaliar o poder de

prognostico deste marcador.

4.3 Expresséo de Oncogenes Virais

As proteinas virais E6 e E7 tém importantes fungdes, nao sé na replicagdo do HPV como também
na transformacédo maligna das células epiteliais (McLaughlin-Drubin e Minger, 2009). A principal
fungdo da proteina E6 dos HPVar é a indugdo da degradagdo da p53, uma proteina celular
supressora de tumores, normalmente expressa em resposta a danos no DNA ou a iniciagdo nao
programada da replicagado celular. Adicionalmente, a proteina E6 activa a telomerase celular, através
da activacdo da transcriptase reversa da telomerase humana (hTERT). Deste modo a proteina E6 é
responsavel pela inibicdo da diferenciacdo e pela imortalizagdo das células (Fehrmann e Laimins,
2003; Boulet et al., 2007). A oncoproteina E7 dos HPVar contribui para a desregulagdo do ciclo

celular através da indugéo da degradacgéao proteolitica da pRB, (McLaughlin-Drubin e Miinger, 2009).

Actualmente a importancia da deteccdo do RNAm dos oncogenes E6/E7 dos HPVar encontra-se
estabelecida. A correlagédo positiva entre a percentagem de positividade para os testes de detecgao
destes transcritos e a gravidade da lesdo tem sido reiterada por varios estudos (Sotlar et al., 2004;
Cuschieri et al., 2004; Kraus et al., 2004; Lie et al., 2005; Molden et al., 2005; Andersson et al., 2006;
Kraus et al., 2006; Molden et al., 2006; Castle et al., 2007; Keegan et al., 2009).

Varios estudos tém indicado que a detecgdo dos transcritos de E6 e E7 pode ser uma ferramenta
importante para o acompanhamento de mulheres com infecgdo por HPVar, com uma especificidade e
valor preditivo maior, do que os que sao indicados pela detecgdo do DNA viral. Por comparagdo com
os testes de DNA, que ndo diferenciam entre infecgbes transitérias e infecgdes com potencial de
transformagédo, os testes de deteccdo dos RNAm virais oncogénicos parecem apresentar um valor

progndstico superior (Cattani et al., 2009).

Dos trabalhos desenvolvidos até a data podemos constatar que a expressao do RNAm E6/E7 dos
HPVar pode ser um importante marcador para a identificacdo de mulheres com infecgéo persistente.
Neste contexto, um dos objectivos do presente trabalho foi a implementagdo de uma metodologia

para a quantificagdo dos transcritos de E7 de HPV 16 e 18.
4.4 Metilacdo do DNA

A metilagdo do DNA consiste na transferéncia de um grupo metilo para um residuo de citosina,

que, quando faz parte de dinucleétidos de citosina-guanidina (CpG), se mantém estavel na forma
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metilada (Turan et al., 2007). A metilagdo do DNA afecta a conformagéo dos nucleossomas numa
rede complexa de interacgbes epigenéticas com metilacdo, acetilagdo e desactilacdo de histonas,
regulando a expresséo genética ao nivel da cromatina (Bird, 2002; Turan et al., 2007). Apesar da
metilagdo do DNA ser um processo intracelular normal, alteracbes na metilagdo do DNA sao
frequentemente observadas em todas as fases da carcinogénese, incluindo o inicio da tumorogénese,
durante a progresséao e a formagéo de metastases (Jones e Baylin, 2007).

Uma vez que, no caso do cancro do colo do utero, a desregulagdo da metilagdo do DNA ocorre
no inicio do processo de transformacgéo, os genes que se encontram metilados na lesdo, mas ndo no
tecido normal, podem potencialmente ser utilizados como biomarcadores para o diagnéstico precoce
da doenga (Jones e Baylin, 2007; Nephew, 2009).

Alteragbes nos padrbes de metilagdo podem alterar a expressdo dos genes e, uma vez que a
taxa de metilagdo é superior a taxa de mutagéo, € mais provavel que o inicio do processo neoplasico
seja provocado por mutagdes epigenéticas, mais do que por mutagdes genéticas (Merlo et al., 2006).

Recentemente, foi demonstrado que a metilagdo do DNA do HPV 16 e 18 ocorre regularmente
nas células do colo do utero, quer se tratem de produtos biolégicos quer se for em linhas celulares
(Badal et al., 2003; Kim et al., 2003; van Tine et al., 2004; Kalantari et al., 2004; Turan et al., 2006;
Bhattacharjee e Gupta, 2006; Turan et al., 2007). Este acontecimento levanta questdes relativamente
a forma como o genoma de HPV é reconhecido pela maquinaria celular de metilagdo do DNA e sobre
o papel deste mecanismo na replicagao viral e na carcinogénese.

Nas células epiteliais indiferenciadas, a metilacdo dos CpGs do HPV 16 é distribuida e
esporadica. A metilacado preferencial dos genes tardios sugere um papel na regulagao do ciclo viral
(Badal et al., 2004). Durante a carcinogénese, apo6s a integragdo do HPV 16 e 18 no DNA celular, o
gene L1, e mais raramente a regido LCR, sédo hipermetilados. O elevado numero de coépias de HPV
por célula permite que a maioria do DNA viral possa ser hipermetilado e ficar transcricionalmente
inactivo, enquanto um ou poucos oncogenes virais, ndo-metilados e transcricionalmente activos,
mantém o estado transformado da célula infectada (Kalantari et al., 2004; Van Tine et al., 2004;
Kalantari et al., 2008).

O gene L1 é um alvo particularmente eficaz da metilagédo, pelo que a metilagdao do gene L1 do
HPV 16 e 18 pode funcionar como um biomarcador da recombinagédo entre o DNA viral e o DNA
celular, avaliando a menor ou maior probabilidade de uma lesédo progredir para carcinoma (Kalantari
et al., 2008).

Vérios estudos foram desenvolvidos para descrever os padrdes de metilagdo do gene L1 do HPV
18 (Badal et al., 2004; Turan et al., 2006; Turan et al., 2007; Kalantari et al., 2008). O estudo da
metilacdo dos CpGs individuais em lesdes percursoras e em casos de CCU, permitiu concluir que o
gene L1 se encontra preferencialmente hipometilado nas lesbes percursoras e hipermetilado nos
carcinomas (Turan et al., 2007).

A Methylation specific PCR (MSP) € um métodos de analise da metilagdo do DNA, baseado na
conversao de todas as citosinas ndo metiladas de uma sequéncia em uracilos, através do tratamento
com bisulfito. Posteriormente, realiza-se uma amplificagdo com pares de primers desenhados

exclusivamente para sequéncias com ou sem CpGs metilados (Herman et al., 1996; Wentzensen et
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al., 2009). Trata-se de um método sensivel, capaz de detectar pequenas quantidades de DNA
metilado, mesmo na presenca de DNA ndo metilado em excesso, e vice-versa.

Wentzensen e colaboradores (2009) fizeram uma revisédo sistematica da literatura relacionada
com a metilagdo do DNA celular associada ao desenvolvimento do cancro do colo do utero, e
concluiram que, até ao momento, nao foi possivel definir um marcador de metilagdo com valor
preditivo para a progressdo das lesbes e com aplicagdo na pratica clinica. Os estudos avaliados
apresentavam, entre eles, uma grande variedade de frequéncias de metilagdo. Diferengas na técnica
de analise da metilagdo, na populacdo estudada (por ex. etnicidade) e nos gendtipos do HPV
estudados, sdo algumas das justificagbes apresentadas para a divergéncia dos resultados publicados
(Wentzensen et al., 2009; Nephew, 2009).

Varios estudos tém revelado padrdes de especificos de metilagdo do DNA do HPV associados
aos diferentes tipos de lesdo o que indica que este mecanismo afecta profundamente o ciclo viral e a
carcinogénese (Badal et al., 2004). Neste contexto, um dos objectivos do presente trabalho foi o
desenvolvimento de uma metodologia para o estudo da metilagdo de CpGs especificos do gene L1
dos HPV 16 e 18.

5. OBJECTIVOS

Tendo como objectivo principal a identificacdo de marcadores de progndstico para o

desenvolvimento do cancro do colo do utero, foram definidos os seguintes objectivos especificos:

o Implementacdo da Quantificacdo da Carga Viral do HPV 16 e 18
o Implementagao do Estudo do Estado Fisico do DNA do HPV 16 e 18
o Desenvolvimento e Implementacdo da Quantificagdo do RNAm E7 do HPV 16 e 18

o Desenvolvimento do Estudo da Metilagao de Regides Especificas do HPV 16 e 18
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MATERIAL E METODOS

1. POPULACAO DE ESTUDO

Foram consideradas 2893 mulheres pertencentes a casuistica do laboratério (2006-2008), com
idades compreendidas entre os 14 e os 78 (média = 34 anos; mediana = 32 anos), com ou sem sinais
sugestivos de infecgdo por HPV. A detecgéo e tipificagdo do HPV foi efectuada, por solicitagdo do
médico assistente, em produtos bioldgicos colhidos no colo do utero.

De acordo com o diagndstico citopatoldgico e a informagado clinica disponivel, foram definidos
cinco grupos: observacao clinica, citolégica e colposcépica normal (normal), alteragdo de significado
indeterminado (ASCUS), lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL), les&o intraepitelial de alto grau

(HSIL) e carcinoma do colo do utero (CCU).

2. MATERIAL BIOLOGICO

O material biolégico, obtido durante a observacao ginecolégica, consistiu em células epiteliais do
colo do utero colhidas por cytobrush, por zaragatoa ou pelo método de citologia em meio liquido, e
em alguns casos, em fragmentos de tecidos colhidos por biopsia, orientada por colposcopia. Os
produtos biolégicos foram conservados a 4°C, por um periodo de 48 horas, ou a -20°C, por periodos

de tempo superiores, até extracgdo dos acidos nucleicos.

3. DIAGNOSTICO DA INFECGAO POR HPV

3.1.Extraccéo de DNA

A extracgdo manual de DNA foi realizada através do sistema comercial CLART® Papilomavirus
Humano 2 (Genomica, Espanha), de acordo com as instrugdes do fabricante
(http://www.genomica.es/media/docs/CLART%20HPV2.%20V6%20inglés1.pdf).

3.2.Deteccgao e Tipificagdo do HPV

Para a detecgéo e tipificagdo do HPV foi utilizado o sistema comercial CLART® Papilomavirus
Humano 2 (Genomica, Espanha), de acordo com as instrugcdbes do fabricante
(http://www.genomica.es/media/docs/CLART%20HPV2.%20V6%20inglés1.pdf).

3.3.Métodos de Confirmagao da Infecgdo por HPV

3.3.1.Purificagdo de produtos da PCR

Os produtos amplificados foram purificados, de modo a remover os primers e nucleétidos em
excesso, através do sistema comercial QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha).
A quantificagéo relativa e a avaliagdo do grau de pureza do DNA foi realizada por electroforese em

gel de agarose.
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3.3.2. Electroforese em gel de agarose

A separacao e visualizagdo dos produtos da PCR convencional, PCR em tempo real e produtos
purificados da PCR foi realizada por electroforese em gel de agarose 2,5% em TAE 1x. A solugdo de
agarose foi adicionado GelRed 10.000x na proporgao 1:50.000 (Biotium, Hayward, CA). Apds a
electroforese, a visualizagdo foi realizada num transiluminador de ultravioleta (UV) (Gel Doc 2000,
Biorad, software Quantity One 4.3.0, BioRad).

3.3.3. Preparacgao da reaccao de sequenciagao

A reaccdo de sequenciagdo foi realizada de acordo com o descrito pelo fabricante do sistema
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Para cada produto a sequenciar, a mistura de reacgédo continha 3,5 ul de Tampao BigDye
(Applied Biosystems), 0,5 ul de BigDye Terminator (Applied Biosystems), 1 ul de um dos primers na
concentragcéo desejada e 1-5 ul de DNA purificado. A quantidade de DNA aplicada na reacc¢éao variou
consoante a sua concentragao, inferida a partir da electroforese pés-purificagdo. O volume final de 10
ul foi completado com agua estéril (Sigma, St. Louis, MO, EUA). O termociclador (GeneAmp PCR
System 9700, Applied Biosystems) foi programado para os seguintes ciclos de temperaturas: 25
ciclos de 10” a 96°C, 5” a 50°C e 4’ a 60°C.

3.4. Analise de sequéncias de DNA
As sequéncias de nucleétidos foram visualizadas através do programa Chromas v1.45, e
analisadas e comparadas com as sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank. Os

alinhamentos foram realizados através do programa MEGA v4.0.2 (Tamura et al., 2007).

4. QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL DO HPV 16 E 18

Para a quantificagdo do DNA foi utilizado o procedimento experimental descrito por Carcopino e
colaboradores (2006), o qual consistia numa PCR duplex em tempo real, com algumas alteracgoes.
Foram utilizados primers e sondas Tagman (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) especificas
para o gene E6 do HPV 16, para o gene E6 do HPV 18 e para o exdo 12 do gene da albumina
humana (Tabela I). As sondas para os HPV 16 € 18 e para a albumina foram marcadas com o

fluorocromo reporter FAM e VIC, respectivamente.

Para testar os primers da PCR em tempo real, foi realizada uma PCR convencional nas seguintes
condigdes: para um volume final de 50 pl, foram utilizados 5 pl Taq Buffer 10x, 0,2 uM de cada dNTP,
1 mM de MgCl,, 200 nM de cada primer, 1,25 U de polimerase de DNA (AmpliTag DNA Polymerase,
Applied Biosystems) e 5 ul de DNA. As condi¢des de amplificagédo foram: 5" a 95°C, 40 ciclos de 30” a
95°C, 30” a 66°C e 1’ a 72°C, seguidos de 10’ a 72°C. Em cada PCR foram incluidos controlos
positivos (positivo para o HPV em estudo) e controlos negativos (agua). Os produtos da PCR foram

visualizados por electroforese, purificados e sequenciados conforme descrito no ponto 3.3.
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Tabela | - Primers e Sondas para a PCR em tempo real.

Primer’ Sequéncia (5’ - 3) Localizagéo® ;i?:ﬂi?:(()p%())
Q16-F CTA AGG GCG TAA CCG AAATCG 24-44

Q16-R AAC TGT GGT AAC TTT CTG GGT CG 125-147 124
Q16-S AGA ACT GCAATG TTT CAG GAC CCACAG G 95-122

Q18-F AAA AAC GAC GATTTC ACAACATAGC 472-496

Q18-R GTC GTT GGA GTC GTT CCT GTC 541-561 90
Q18-S TCG GTT GCA GCA CGA ATG GCA 516-536

QAIb-F GCT GTCATC TCTTGT GGG CTG T 74284554-74284575

QAIb-R AAA CTC ATG GGA GCT GCT GGT TC 74284672-74284694 141
QAIb-S CCT GTC ATG CCC ACA CAAATC TCT CC 74284611-74284636

F, primer forward; R, primer reverse; S, sondas; pb, pares de base. *, Carcopino et al., 2006. ¥
Regido a amplificar na sequéncia de referéncia do HPV 16 (NC_001526.1), HPV 18 (NC_001357.1) e
cromossoma 4 de Homo sapiens (NC_000004.11).

A mistura de reaccao da PCR em tempo real continha Universal PCR Master Mix 2x (Applied
Biosystems), 10 pmol/ul de cada um dos primers, 5 pmol/ul de cada sonda (Applied Biosystems) e 50
ng de DNA, para um volume final de 25 pl. A concentracdo de DNA das amostras foi determinada por
leitura da absorvancia a 260 nm.

As reacgbes de quantificagdo foram realizadas num ABI PRISM® 7000 Sequence Detection
System (Applied Biosystems). O programa de amplificagéo consistiu em 2’ a 50°C e 45 ciclos de 15”
a95°C e 1’ a60°C.

Para a construgcao das rectas de calibracdo para o HPV 16, HPV 18 e albumina, foram utilizados
trés controlos de concentragdo conhecida: o genoma completo do HPV 16 (HPV 16 DNA for Real
Time PCR, Clonit, Mil&o, Italia) e o genoma completo do HPV 18 (HPV 18 DNA for Real Time PCR,
Clonit) nas diluigdes 1x10°%, 1x10°, 1x10*, 1x10% e 1x10? copias/ul, e 0 DNA humano (Human Genomic
DNA, Roche, Mannheim, Alemanha) nas diluigdes 3x10°, 3x10*, 3x10°, 3x10%e 3x10" copias/pl.

Foram incluidos em todos os ensaios controlos positivos (HPV 16 e HPV 18 DNA for Run Control,
Clonit) e controlos negativos (dgua). Em cada ensaio, os controlos e as amostra foram aplicados, pelo
menos, em duplicado.

A carga viral, expressa como o numero de cépias do HPV 16 ou do HPV 18 por milhdo de células
humanas, foi calculado de acordo com a seguinte féormula:

Numero de cépias do HPV 6
X10

Carga viral (copias HPV/10° células) =
Numero de cépias de Albumina / 2

5. ESTUDO DO ESTADO FiSICO DO DNA DO HPV 16 E 18
Para o estudo do estado fisico do DNA do HPV 16 e 18 foi utilizado o procedimento experimental

descrito por Huang e colaboradores (2008), o qual consistia numa PCR em tempo real para

quantificacdo simultanea dos genes E2 e E6 (Tabela Il).
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As misturas de reacgdo, preparadas para um volume final de 25 ul, continham 1x SYBR®
GreenER ™ qPCR Supermix for ABI PRISM® (Invitrogen, Carlsbad, CA), 0,1 uM dos primers para a
regido E2 ou para a regido E6 e 50 ng de DNA total. A reacgéo foi realizada no aparelho ABI Prism®
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). As condigbes de amplificacdo foram as
seguintes: 10’ a 95°C e 45 ciclos de 10” a 95°C e 1’ a 60°C.

Para a construgéo das rectas de calibragdo para o HPV 16 e para o HPV 18 foram utilizados dois
controlos de concentragdo conhecida: o genoma completo do HPV 16 e o genoma completo do HPV
18 nas diluigdes 1x10°%, 1x10°%, 1x10*, 1x10° e 1x10? copias/ul. Em todos os ensaios foram incluidos
controlos positivos e negativos.

A especificidade da amplificacao foi avaliada através da realizagao de curvas de desnaturagéo e

da visualizacdo dos produtos da PCR, por electroforese em gel de agarose a 2,5% em TAE 1x.

Tabela Il - Primers para a PCR em tempo real.

Tamanho do

Primer* Sequéncia (5’ - 3') Localizag&o® produto (pb)
16E2-F AAT TAT TAG GCA GCA CTT GGC CA 3445-3467 101
16E2-R ATC TTG GTC GCT GGA TAG TCG TCT 3522-3545

16E6-F GAG CGA CCC AGAAAGTTACCAC 122-143 107
16E6-R ACC TCA CGT CGC AGT AAC TGT TG 206-228

18E2-F CCGCTACTCAGCTTGTTAAACAGCT 3454-3478 97
18E2-R GCC GAC GTC TGG CCG TAG 3533-3550

18E6-F CGG CGA CCC TAC AAG CTACC 129-148 107

18E6-R ACC TCT GTAAGT TCC AAT ACT GTCTTGC 235-208

F, primer forward; R, primer reverse; pb, pares de base. * Ho et al., 2006. %, Regido a amplificar na
sequéncia de referéncia do HPV 16 (NC_001526.1) e do HPV 18 (NC_001357.1).

O estado fisico do DNA viral foi classificado como epissomal quando E2/E6 > 1,000, como
concomitante quando 0,000 < E2/E6 < 1,000 e como integrado quando E2/E6 = 0,000.

6. DETECCAO DO RNAm DOS ONCOGENES VIRAIS E6/E7 DOS HPV 16, 18, 31, 33 E 45

6.1.Extracgéo de Acidos Nucleicos

No processo de extracgdo dos acidos nucleicos foi utilizado o sistema comercial NUcliSENS®
miniMag® (BioMérieux, Boxtel, Holanda), de acordo com as instru¢cdes do fabricante
(http://www.biomerieux-diagnostics.com/servlet/srt/bio/clinical-
diagnostics/dynPage?doc=CNL_PRD_CPL_G_PRD_CLN_79). Os acidos nucleicos eluidos foram

conservados a -70°C.

6.2.Detecgao do RNAmM por NASBA
Para a amplificagdo e detecgdo do RNAm dos oncogenes virais E6/E7 dos HPV 16, 18, 31, 33 e
45 foi utilizado o sistema comercial NUcliSENS® EasyQ® HPV v1.0 (BioMérieux), o qual consiste

numa reaccgao de Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA), com detecg¢ao qualitativa dos
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transcritos de RNAm e analise dos resultados por um leitor especifico. A reaccao foi realizada de
acordo com as instrugbes do fabricante (http://www.biomerieux-diagnostics.com/servlet/srt/bio/clinical-
diagnostics/dynPage?doc=CNL_PRD_CPL_G_PRD_CLN_4). Para validar a integridade do RNA
utilizado na reacgdo, o ensaio amplifica simultaneamente o RNAm do gene U1A, um gene

housekeeping humano.

7. QUANTIFICAGCAO DO RNAmM E7 DO HPV 16 E 18

Inicialmente, foram utilizados os primers descritos por Scheurer e colaboradores (2007). Para a
confirmagéo da sequéncia amplificada foi realizada uma PCR convencional, seguida de purificagéo
dos produtos e sequénciagdo, conforme descrito no ponto 3.3. As condigdes foram as seguintes: para
um volume final de 50 pl foram utilizados 5 ul AmpliTag DNA Polymerase Buffer 10x (Applied
Biosystems), 1,5 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTP (Gibco, Eggenstein, Alemanha), 1,5 U de
AmpliTaq DNA Polymerase (Applied Biosystems), 0,2 uM de cada primer e 5 pl de DNA. O programa
de amplificagcao usado foi: 5’ a 95°C, 35 ciclos de 30” a 95°C, 30” a 64°C e 1’ a 72°C, seguidos de 10’
a72°C.

A PCR convencional permitiu obter os fragmentos desejados e a sequéncia nucleotidica, obtida
por sequenciacdo, confirmou a correcta amplificagcdo do amplicdo. No entanto, a utilizacao destes
dois pares de primers na PCR em tempo real, revelou, para além do fragmento esperado,
amplificagbes de fragmentos inespecificos. Esta inespecificidade foi evidenciada pela auséncia de um
pico nitido na curva de desnaturagdo, realizada no fim do ensaio da PCR em tempo real, e da
presenca de uma banda adicional e inesperada, quando se realizou electrorese em gel de agarose
dos produtos do ensaio. Assim, foram desenhados novos primers, para amplificagdo das sequéncias
a estudar.

Os primers para a amplificagdo de E7 do HPV 16 e 18 foram desenhados com o software ABI
Prism® Primer Express (Applied Biosystems). Os primers escolhidos (Tabela Ill) foram submetidos a
emparelhamento com as sequéncias de referéncia no GenBank e a especificidade para a sequéncia
alvo foi avaliada recorrendo ao programa Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi).

Tabela Il - Primers desenhados para a quantificagdo do RNAm de E7 do HPV 16 e 18.

Tamanho do produto

Primer Sequéncia (5" - 3') Localizagéo® (pb)
RNA16-F CCG GAC AGA GCC CAT TAC AAT 700-720 82
RNA16-R CGTGTGTGC TTT GTA CGC ACA 761-781
RNA18-F CCG AAC CAC AAC GTC ACA CAA 750-770 97
RNA18-R AAT GCT CGA AGG TCG TCT GCT 826-846

F, primer forward; R, primer reverse; pb, pares de base. , Regido a amplificar na sequéncia de
referéncia do HPV 16 (NC_001526.1) e HPV 18 (NC_001357.1).

Para a quantificagdo dos transcritos virais, foram utilizados os acidos nucleicos extraidos com o

sistema comercial NucliSENS® miniMag® (BioMérieux, Holanda).
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Para a remogao do DNA contaminante, procedeu-se a incubagédo de 10 ul de acidos nucleicos
com 2 U de DNase | (New England Biolabs, Ispwich, MA, USA) num volume de reacgéo de 25 yl,
durante uma hora a 37°C. A inactivacdo da DNAse | foi obtida por incubag¢éo do produto com 25 mM
EDTA a 75°C durante 10 min.

O RNA assim obtido foi quantificado por leitura da absorvancia a 260 nm. Nos casos em que a
leitura de absorvancia indicou concentragbes de RNA inferiores a 8 ng/ul, o tratamento foi repetido.
Os casos em que foi impossivel obter concentracbes de RNA superiores a 8 ng/ul, foram excluidos

do estudo, por se considerar que a qualidade da amostra nio era suficiente para prosseguir.

A sintese de cDNA foi realizada através do SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA), segundo o} protocolo do fabricante
(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/vilo_cdna_synthesis_man.pdf). Resumidamente, a 4
ul de 5x VILO Reaction Mix e 2 ul de 10x Superscript Enzyme Mix foram adicionados 100 ng de RNA
tratado e agua, para um volume final de 20 pl.

Para avaliar e excluir possiveis contaminacdées do RNA com DNA, foram incluidos controlos sem
transcriptase reversa em todos os ensaios, em que a 10x Superscript Enzyme Mix foi substituida por
agua. A transcrigao reversa foi efectuada num termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied

Biosystems) nas seguintes condigbes: 10’ a 25°C, 60’ a 42°C e 5’ a 85°C.

A quantificacdo por PCR em tempo real do RNAm do HPV 16 e 18 foi realizada recorrendo ao
aparelho ABI Prism® 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

A mistura de reacgao, preparada para um volume final de 25 pl, continha 1x SYBR® GreenER ™
gPCR Supermix for ABI PRISM® (Invitrogen), 0.1 uM dos primers RNA 16-F e RNA 16-R ou dos
primers RNA 18-F e RNA 18-R, e 5 ul de cDNA. As condi¢bes de amplificagdo foram as seguintes:
10’ a 95°C e 45 ciclos de 10” a 95°C e 1’ a 60°C.

Para a construcdo das rectas de calibragdo foram utilizados dois controlos de concentragédo
conhecida: o genoma completo do HPV 16 e o genoma completo do HPV 18, nas diluicdes 1x10°,
1x10°, 1x10*, 1x10% e 1x10? copias/ul foram incluidos controlos positivos e negativos em todos os
ensaios. Os controlos e as amostras foram aplicados, pelo menos, em duplicado.

A especificidade da amplificagdo foi verificada através da realizagdo de curvas de desnaturagéo e

da visualizagdo dos produtos da PCR por electroforese em gel de agarose a 2,5% em TAE 1x.
8. ESTUDO DA METILACAO DO GENE L1 DO HPV 16 E 18

A aplicacdo da técnica de MSP ao estudo da metilagdo de CpGs no gene L1 de HPV 16, ndo se
encontra descrita. Assim, foi necessario desenhar primers especificos para as sequéncias metiladas
e ndo metiladas deste gene, convertidas com bisulfito, através do software Methyl-Primer Express
v1.0 (Applied Biosystems). No entanto, durante este processo verificou-se que o numero e a

distribuicdo dos CpGs no gene L1 do HPV 16 nao permite a construgdo de primers para a
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diferenciagdo por MSP da metilagdo de CpGs especificos nesta regido. Assim, e por inviabilidade do

procedimento, abandonou-se o estudo da metilagdo do gene L1 de HPV 16.

Para o estudo da metilagcdo de CpGs no gene L1 do HPV 18 por MSP seguiu-se o protocolo
descrito por Turan e colaboradores (2007), com as algumas alteragdes.

Para a produgéo de controlos metilados e nao metilados da regido em analise, foi construido um
plasmideo contendo um fragmento de 481 pb, que abrangia parte da regido L1 e da regido LCR do
HPV 18.

Os primers utilizados para produzir o fragmento a clonar (Tabela 1V) foram desenhados através
do programa Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) com base na
sequéncia de referéncia do HPV 18 (NC_001357.1).

Tabela IV - Primers desenhados para a amplificacédo de um fragmento do gene L1 e da LCR do HPV
18.

Tamanho do

Primer Sequéncia (5’ - 3') Localizagao produto (pb)
18L1clon-F CTG TCA AAAGGA TGC TGC AC 6896-6915 481
18L1clon-R ATA GCC CAA CAA GCAACACC 7357-7376

F, primer forward; R, primer reverse; pb, pares de base. , Regido a amplificar na sequéncia de
referéncia do HPV 18 (NC_001357.1).

Para a construgdo do plasmideo foi realizada uma PCR com os primers 18L1clon-F e 18L1clon-
R, de forma a obter varias cépias da regido em estudo. O processo de clonagem foi iniciado através
do sistema comercial TOPO® TA Cloning Kit (vector pCR®2.1, Invitrogen™), segundo as instrugdes
do fabricante (http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/ta_man.pdf). As colonias brancas
(transformantes) foram seleccionadas e transferidas, cada uma, para um tubo contendo 4 ml de meio
LB com canamicina. Apds incubagdo a 37°C com agitagao durante a noite, 2 ml de cada cultura foram
transferidos para novos tubos. Em seguida, o conteudo de um dos tubos foi conservado em
TBE+Glicerol (20%), a -80°C, enquanto que a suspensao bacteriana do segundo tubo foi sujeita a
extracgao de acidos nucleicos, através do método da fervura. Com o DNA extraido foi realizada uma
PCR com os primers M13F: 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’ e M13R: 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3'.
Posteriormente,os produtos da PCR foram analisados por electroforese em gel de agarose. Os
produtos em que se confirmou a integragéo do fragmento foram sequenciados e 5 pul das colénias
positivas, previamente conservadas a -80°C em TBE+Glicerol, foram utilizados para inocular novos
tubos, contendo 4 ml de meio LB com canamicina. Apds incubagdo a 37°C com agitacdo durante a
noite, os plasmideos foram purificados através do sistema comercial PureLink™ Quick Plasmid
Miniprep Kit (Invitrogen), segundo as instrucdes do fabricante
(http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/purelink%20_quick_plasmid_grc.pdf). As

concentragdes das aliquotas do plasmideo foram medidas por espectrofotometria.

Apés confirmacao, por PCR e sequenciagdo, da presenca e orientagdo da sequéncia desejada no

plasmideo extraido, procedeu-se a sua linearizagdo, de forma a prepara-lo para os tratamentos
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enzimaticos seguintes. A escolha do enzima de restricdo para clivagem do plasmideo num unico local
foi feita no programa NEB Cutter v2.0 (New England Biolabs, Ipswich, MA, EUA)
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/). Posteriormente, 1 ng de plasmideo foi clivado com 2 U de Hind IlI
numa reacgao de 25 ul (Roche Applied Science, Mannheim, Alemanha). A incubagao e a inactivacao
do enzima foram realizadas num termociclador durante 60’ a 37°C e 15’ a 65°C, respectivamente. A
confirmacéo da linearizagdo do plasmideo foi realizada por electroforese em gel de agarose 1,2% em
TAE 1x.

Em seguida, uma aliquota do plasmideo linearizado foi tratada com 4 U de CpG
Methyltransferase (M.Sssl, New England Biolabs) e S-adenosilmetionina a 600 uM, numa reacgéo de
20 ul. A incubacéo e a inactivagao do enzima foram realizadas num termociclador durante 60’ a 37°C
e 20’ a 65°C, respectivamente. Este tratamento permite metilar todos os C que precederem os G nas

sequéncias de DNA.

Apébs a metilacao, aliquotas do plasmideo linearizado, metilado (cerca de 200 ng) e ndo metilado
(cerca de 500 ng), foram tratadas com o EZ DNA Methylation-Gold ™ Kit, segundo as instrugdes do
fabricante (Zymo Research, Orange, CA, EUA) (http://www.zymoresearch.com/zrc/pdf/D5005i.pdf).
Num termociclador foram realizados os passos de desnaturagdo, 10’ a 98°C, e de incubagéo, 2,5
horas a 64°C. Este tratamento visa converter todas os C ndo metilados, presentes no DNA, em T. Os
C que estao antes dos G, quando metilados, nao sao convertidos. Deste modo, o plasmideo metilado
artificialmente apenas mantera os C que se encontram antes dos G, e vera todos os restantes C da

sequéncia convertidos em T. No plasmideo ndo metilado todos os C serdo substituidos por T.

Tabela V - Primers para a MSP.

Primer Sequéncia (5’ - 3) Localizagéo®
18L1met-F GGTTTAGGT TGGATT GCG TC 7022-7041
18L1met-R TCC TAA CAC GTA CAC GCA CAC 7111-7131

18L1unmet-F TTTTTG GTT TAG GTT GGATTG TGT TGT 7017-7043

18L1unmet-R  CAT ATT ACT TCC TAA CAC ATA CAC ACA CAC AC 7109-7140
F, primer forward; R, primer reverse; pb, pares de base. * Turan et al., 2007. ®, Regido a amplificar na
sequéncia de referéncia do HPV 18 (NC_001357.1).

Apds a conversao CT, procedeu-se a MSP, para amplificacdo das sequéncias metiladas e nao
metiladas com ambos os pares de primers (Tabela V). Para um volume final de 50 pl foram
adicionados 1x AmpliTaq Gold® Buffer, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 0,2 uM de cada
primer, 1,5 U de polimerase de DNA (AmpliTag DNA Polymerase, Applied Biosystems) e 2 ul de DNA.
As condig¢des de amplificacao foram: 9" a 94°C e 40 ciclos de 30” a 95°C e 75” a 68°C, seguidos de 7’
a 68°C. Em cada PCR foram incluidos controlos negativos (agua). O resultado da MSP foi visualizado
por electroforese em gel de agarose 2,5% em TAE 1x. Os produtos da PCR foram purificados e

sequenciados, conforme descrito no ponto 3.3, para confirmagéo.
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Na presenca de bandas inespecificas, foram realizadas novas MSP a partir do produto da
primeira, com ambos os pares de primers. As condicdes da reacgdo foram mantidas. Nos casos em
que a segunda amplificacdo foi especifica,foi possivel constatar que a inespecificidade na
amplificagédo resultou da mistura de sequéncias de DNA na amostra e ndo da inespecificidade dos

primers para a sequéncia alvo.

9. TRATAMENTO DOS DADOS

Os dados obtidos foram inseridos e trabalhados numa base de dados criada em Microsoft Office
Excel 2003 for Windows (Microsoft Corporation, Redmond, EUA). A analise estatistica de dados foi
realizada segundo o programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS v16.0).

A reprodutibilidade dos ensaios de PCR em tempo real foi analisada através do calculo dos
coeficientes de variagdo (CV) intra-ensaio (réplicas no mesmo ensaio) e inter-ensaio (réplicas em
ensaio diferentes). O coeficiente de variagdo (CV) foi calculado pela razdo do desvio padrao sobre a
média, multiplicada por 100. Os coeficientes de variagdo intra-ensaio e inter-ensaio foram

considerados muito bons quando inferiores a 4% e 20%, respectivamente.
10. ANALISE ESTATISTICA

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi utilizado para explorar a associagao entre variaveis de
escala. Para explorar a associagédo entre variaveis de diferentes categorias (de escala, ordinais e

nominais) foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman (Rho). Valores two-sided de p < 0.05

foram considerados significativos.
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RESULTADOS
1. DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR HPV
1.1 Descrigao da Populagao Considerada

Foram consideradas 2893 mulheres, pertencentes a casuistica do laboratério, com idades
compreendidas entre os 14 e os 78 (média = 34 anos; mediana = 32 anos), com ou sem sinais
sugestivos de infecgao por HPV.

Esses 2893 casos foram agrupados de acordo com o diagnéstico citopatoldgico e a informagao
clinica disponivel em cinco grupos: normal (n=1454), ASCUS (n=741), LSIL (n=510), HSIL (n=176) e
CCU (n=12).

Tabela VI - Distribuicdo da proporgdo da infeccao por HPV nas mulheres consideradas para o
estudo, de acordo com o diagnéstico citopatoldgico.

Normal ASCUS LSIL HSIL CCU Total

n=1454 n=741 n=510 n=176 n=12 n=2893
HPV —vo 988 (68,0) | 465 (62,8) | 152 (29,8) 28 (15,9) 0 1633 (55,9)
HPV +vo 466 (32,0) | 276 (37,2) | 358 (70,2) | 148 (84,1) | 12(100,0) |1260 (43,1)
Simples 300 (64,4) | 174 (63,0) | 210(58,7) | 107 (72,3) 11 (91,7) 802 (63,7)
HPVar | 191 (41,0) | 118 (42,8) | 164 (45,8) | 100 (67,6) 11 (91,7) 584 (46,3)
HPVbr | 109 (23,4) 56 (20,3) 46 (12,8) 7(4,7) 0 218 (17,3)
Mista 166 (35,6) | 102 (37,0) | 148 (41,3) 41 (27,7) 1(8,3) 458 (36,3)
ar+ar | 68 (14,6) 47 (17,0) 51 (14,2) 24 (16,2) 1(8,3) 191 (15,2)
artbr | 79 (17,0) 50 (18,1) 89 (24,9) 17 (11,5) 0 235 (18,7)

br+br 19 (4,1) 5(1,8) 8(2,2) 0 0 32(1,1)

Normal, Observacao citologica normal; ASCUS, Alteragdes de significado indeterminado; LSIL,
Lesao intraepitelial de baixo grau; HSIL, Lesao intraepitelial de alto grau; CCU, Carcinoma do colo do
utero; HPVar, Virus do Papiloma Humano de alto risco; HPVbr, Virus do Papiloma Humano de baixo
risco; ar+ar, Infeccdo mista por gendtipos de alto risco; ar+br, Infecgdo mista por gendtipos de alto e
de baixo risco; br+br, Infecgdo mista por gendtipos de baixo risco. Os valores em percentagem séo
apresentados entre paréntesis.

Considerando os casos positivos, HPVar foram identificados em 72,6% dos casos normais,
77,9% dos ASCUS, 84,9% dos LSIL, 95,3% dos HSIL e 100,0% dos CCU. O inverso foi observado
relativamente a identificagao de HPVbr em 44,5% dos casos normais, 40,2% dos ASCUS, 39,9% dos
LSIL, 16,2% dos HSIL e 0,0% dos CCU. Foi observado um aumento significativo da proporg¢édo dos
HPVar e uma diminuigdo significativa dos HPVbr em fungdo da gravidade das lesdes (a=0,01;
p=0,000).

Considerando os casos positivos, HPV 16 foi identificado em 22,7% dos casos de citologia
normal, 22,8% dos ASCUS, 18,9% dos LSIL, 51,0% dos HSIL e 66,7% dos CCU. HPV 18 foi
identificado em 4,3% dos casos de citologia normal, 8,3% dos ASCUS, 5,8% dos LSIL, 6,0% dos
HSIL e 25% dos CCU.
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Relativamente as infec¢des simples, o genétipo mais frequente foi o HPV 16 (14,7%), seguido do
HPV 31 (6,4%), HPV 6 (5,2%), HPV 53 (5,0%), HPV 58 (4,1%), HPV 66 (3,2%), HPV 18 e 61 (2,7%
cada) e HPV 51 (2,5%).

As infecgbes por multiplos tipos de HPV foram mais frequentes nas mulheres com LSIL (41,3%)
e nas mulheres com citologias suspeitas (37,0%). Neste tipo de infec¢des foram identificadas trés
associagdes, HPV ar+ar, ar+br, br+br. A associagdo ar+ar foi mais frequente nas citologias HSIL,
enquanto que a associagao ar+br foi mais frequente nas citologias LSIL e a associagédo br+br foi

mais frequente em citologias normais.

1.2 Descrigdo da Populagéo Estudada

Para o estudo em questao foram seleccionadas 196 mulheres, com infecgdo por HPV 16 e/ou
HPV 18. De acordo com o diagndstico citopatolégico, foram definidos cinco grupos: normal (n=57),
ASCUS (n=44), LSIL (n=47), HSIL (n=40) e CCU (n=8).

Na selecgédo das mulheres para o estudo pesaram factores como o gendtipo de HPV identificado,
o volume de amostra, DNA ou acidos nucleicos disponivel, o diagndstico citopatolégico e a

informacao clinica adicional.

Tabela VII - Distribuicdo da proporgcédo da infecgdo por HPV nas mulheres incluidas no estudo, de
acordo com o diagndstico citopatoldgico.

Normal ASCUS LSIL HSIL CCu Total

n=57 n=44 N=47 n=40 n=8 n=196
Simples 35(61,4) | 27 (61,4) | 28 (59,6) | 29(72,5) | 8 (100,0) | 127 (64,8)
HPV 16 28 (49,1) | 17(38,6) | 19(40,4) | 26 (65,0) | 5(62,5) 95 (48,5)
HPV 18 7 (12,3) 10 (22,7) 9(19,1) 3(7,5) 3 (37,5) 32 (16,3)
Mista 22 (38,6) | 17(38,6) | 19(40,4) | 11 (27,5) 0 69 (35,2)

HPV 16+18 2 (3,5) 1(2,3) 0 2 (5,0) 0 5(2,6)
HPV 16+ar 10 (17,5) 7 (15,9) 4 (8,5) 4 (10,0) 0 25 (12,8)
HPV 16+br 6 (10,5) 2 (4,5) 8 (17,0) 4 (10,0) 0 20 (10,2)
HPV 18+ar 4 (7,0) 4(9,1) 5(10,6) 1(2,5) 0 14 (7,1)

HPV 18+br 0 3(6,8) 2(4,3) 0 0 5(2,6)

Normal, Observacao citolégica normal; ASCUS, Alteragdes de significado indeterminado; LSIL,
Leséo intraepitelial de baixo grau; HSIL, Lesé&o intraepitelial de alto grau; CCU, Carcinoma do colo do
Utero; Simples, Infecgdo simples por HPV 16 ou por HPV 18; Mista, Infecgdo por pelo menos dois
tipos de HPV; HPV 16+18, Infeccbes mistas por HPV 16 e por HPV 18; HPV 16+ar, HPV 18+ar,
Infecgbes mistas por HPV 16 ou por HPV 18 e pelo menos um HPV de alto risco; HPV 16+br, HPV
18+br, Infecgdes mistas por HPV 16 ou por HPV 18 e pelo menos um HPV de baixo risco. Os valores
em percentagem sao apresentados entre paréntesis.

2. QUANTIFICACAO DA CARGA VIRAL DO HPV 16 E 18

2.1 Implementacao da Quantificagdo da Carga Viral do HPV 16 e 18 por PCR em Tempo Real

O ensaio de quantificagdo do HPV 16 desenvolvido permitiu quantificar 3 a 1x10™ copias de
HPV por 10° células. O ensaio de quantificacdo do HPV 18 permitiu quantificar de 1 a 1x10'? copias

de HPV por 10° células.
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Figura 2: Reprodutibilidade dos ensaios de quantificagéo da carga viral

(A), (B), (C), Correlagédo entre os pontos gerados para cada um dos amplicdes, nas varias
concentragdes de calibradores, entre os varios ensaios. (E) E mostra as curvas de calibragdo médias
calculadas para a amplificagdo do gene E6 e do gene da albumina nos ensaios de quantificagdo da
carga viral de HPV 16. (F) F mostra as curvas de calibracdo médias calculadas para a amplificagao
do gene E6 e para o gene da albumina nos ensaios de quantificagdo da carga viral de HPV 18. As
equaclbes da recta para cada amplicdo sdo apresentadas. Ct, Cycle threshold, nimero do ciclo de
temperatura num ensaio de PCR em tempo real em que a fluorescéncia gerada pela reacgao
ultrapassa o limiar definido.

A eficiéncia dos primers utilizados foi determinada pela equagéo:

Eficiéncia = ( 3 O'dlcl.ve ) -1

A eficiéncia dos primers nos ensaios de quantificagédo da carga viral de HPV 16 foi de 95,6%
para o E6 do HPV 16 e 87,3% para a albumina, enquanto que para o HPV 18 foi de 91,6% e 86,9%,
respectivamente.

Os ensaios de PCR em tempo real foram analisados quanto a reprodutibilidade intra- e inter-
ensaios. A concordancia entre os pontos de dados gerados para os amplicdes do gene E6 e da

albumina, nos ensaios de quantificacao do HPV 16 e 18, foi, regra geral, elevada (Figura 1).
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O CV intra-ensaio foi de 0,9% (minimo 0,33% e maximo 1,57%) para o E6 e 1,3% (0,78-2,57)
para a albumina nos ensaios de quantificagdo da carga viral do HPV 16, enquanto que para o HPV
18 foi e de 0,8% (0,41-1,43) para o E6 e 1,3% (0,36-2,55) para a albumina nos ensaios de
quantificagao da carga viral do HPV 18. O CV inter-ensaio foi de 2,0% (1,10-2,89) para o E6 e 2,6%
(1,01-5,67) para a albumina nos ensaios de quantificacdo da carga viral do HPV 16 e de 1,4% (0,95-
2,57) para o E6 e 2,4% (1,30-3,93) para a albumina nos ensaios de quantificagdo da carga viral do
HPV 18.

A reprodutibilidade da técnica nas amostras foi avaliada através da comparagado dos resultados
de carga viral entre as réplicas de uma mesma amostra, num mesmo ensaio e em ensaios
diferentes. Os valores de carga viral calculados para a mesma amostra num mesmo ensaio
apresentaram correlagdo de 98,2% para as réplicas de HPV 16 e de 99,9% para as réplicas de HPV
18. Entre ensaios, a correlagao foi de 93,1% para o HPV 16 e de 99,9% para o HPV 18.

Conclui-se que, apesar da eficiéncia dos primers utilizados nado ter sido 6ptima, dado que o
coeficiente variagao intra- e inter-ensaios e a variabilidade na quantificagdo da carga viral s&o baixos,

a reprodutibilidade do ensaio é boa.

2.2. Avaliagao da Correlagao entre a Carga Viral do HPV 16 e 18 e a Progresséo da Lesao

2.2.1 Quantificagédo da carga viral do HPV 16

Foram estudadas 102 mulheres, com diagndstico prévio de infecgdo por HPV 16. De acordo com
o diagnéstico citopatologico, foram definidos quatro grupos: normal (n=38), ASCUS (n=21), LSIL
(n=25) e HSIL (n=18).

1.E144 o
1TE137
E’ﬂ E127 o
ERNSEE ° o T -
f 1E10
< 1E-
g 1E8
I E Q H Figura 3: Relag&o entre a carga viral do HPV
£ 16 e o diagndstico citopatolégico
B Normal, Observagdo citologica normal;
e o B ASCUS, Alteragbes de significado
£ 1 indeterminado; LSIL, Lesao intraepitelial de
3 baixo grau; HSIL, Lesé&o intraepitelial de alto
grau. *, Outlier; °, Provavel outlier.

T T I
Normal ASCUS LSIL HSIL
Diagnéstico citopatolégico

Por analise dos resultados obtidos, foi possivel verificar que os valores da carga viral variaram
varias ordens de magnitude em todos os grupos de diagnéstico citopatoldgico. Os valores obtidos no
grupo das citologias normais foram os mais heterogéneos, tendo-se observado, inclusivé, dois dos
valores de carga viral mais elevados neste grupo (>10”). Excluindo estes casos, e tendo em conta
os valores medianos, verificou-se que a carga viral aumenta em fungdo do grau da leséo (Figura 2),
(a=0,05; p=0,012).
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A carga viral do HPV 16 parece ser influenciada pela idade da mulheres e o facto da infecgéo ser
simples ou mista. Os resultados foram agrupados de acordo com a idade em mulheres com idade
das mulheres em estudo, inferior a 30 e superior a 30 anos, ou de acordo com a detecgdo de
infecgdo simples ou mista. Através desta analise foi possivel observar que a carga viral do HPV 16
quantificada foi em média superior em mulheres abaixo dos 30 anos (a=0,05; p=0,01) e em mulheres

com infec¢ao simples (¢=0,05; p=0,036).

2.2.2 Quantificagéo da carga viral do HPV 18

Foram estudadas 49 mulheres, com diagnéstico prévio de infecgao por HPV 18. De acordo com
o diagndstico citopatoldgico, foram definidos cinco grupos: normal (n=13), ASCUS (n=18), LSIL
(n=11) e HSIL (n=4) e CCU (n=3).

1E124 *
TE11
o 1E10-
1ES °
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Figura 4: Relagado entre a carga viral do HPV
18 e o diagndstico citopatoldgico

Normal, Observacdo citolédgica normal;
1B ASCUS, Alteragbes de  significado
indeterminado; LSIL, Lesao intraepitelial de
baixo grau; HSIL, Leséo intraepitelial de alto
grau; CCU, Carcinoma do colo do utero. *,
Outlier; °, Provavel outlier.
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*
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Os resultados obtidos para a quantificagdo da carga viral de HPV 18 indicam um aumento da

carga viral em funcéo do grau da leséo (Figura 3). A correlagao é significativa (a=0,01; p=0,008).

Tal como para o HPV 16, os valores de carga viral obtidos para as citologias normais e para as
alteracbées de significado indeterminado sdo aqueles que apresentam maior variabilidade nos
resultados. As medianas dos valores de carga viral nos diferentes grupos citopatdgicos permitem
agrupar os grupos em citologias sem lesdo (normais e ASCUS), citologias com leséo (LSIL e HSIL) e
casos de CCU.

3. ESTUDO DO ESTADO FiSICO DO DNA DO HPV 16 HPV 18

3.1 Implementagdo do Estudo do Estado Fisico do DNA do HPV 16 e 18 por PCR em Tempo
Real

A PCR em tempo real para o estudo do estado fisico do HPV 16 permitiu quantificar 23 a 2x10’
copias de E2 e 3 a 1,56x10° copias de E6. A PCR em tempo real para o estudo do estado fisico do
HPV 18 permitiu quantificar 1 a 5x10° copias de E2 e 1 a 7x10’ cdpias de E6.
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A concordéncia e linearidade entre os pontos de dados gerados para os amplicdes de E2 e E6

nos diferentes ensaios &, regra geral, elevada, tanto para o HPV 16 como para o HPV 18 (Figura 4).
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Figura 5: Reprodutibilidade dos ensaios de quantificagdo dos genes E2 e E6

Os Painéis A, B, C e D mostram a estreita correlagdo entre os pontos gerados para cada um dos
amplicdes, nas varias concentragoes de calibradores, entre os varios ensaios. Os Painéis E e F
mostram as curvas de calibragdo médias calculadas para E2 e E6 do HPV 16 e do HPV 18,
respectivamente, usadas para a quantificagdo de ambos os genes, bem como as respectivas
equacgdes da recta.

A eficiéncia dos primers nos ensaios foi de 96,2% para E2 e 95,9% para E6 do HPV 16 e foi de
101,0% para E2 e 86,5% para E6 do HPV 18.

O coeficiente de variagdo (CV) intra-ensaio foi de 1,28% (0,14-4,54) para o E2 e 0,82% (0,48-
1,71) para o E6 do HPV 16 e de 1,38% (0,48-3,0) para o E2 e 0,80% (0,53-1,28) para o E6 do HPV
18. O CV inter-ensaio foi de 3,24% (2,67-4,26) para o E2 e 4,03% (3,39-4,78) para o E6 do HPV 16 e
de 2,54% (0,21-4,30) para o E2 e 5,95% (4,24-7,56) para o E6 do HPV 18.
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3.2 Avaliacdo da Correlagéo entre o Estado Fisico do DNA do HPV 16 e 18 e a Progresséo da

Lesao

Para a avaliagao do estado fisico do DNA viral do HPV 16 foram estudadas 72 mulheres, com
diagnéstico prévio de infec¢do por HPV 16, divididas em quatro grupos, de acordo com o diagndstico
citopatoldgico: normal (n=30), ASCUS (n=15), LSIL (n=18) e HSIL (n=9).

O DNA do HPV 16 foi considerado epissomal em 38,9% (28/72) dos casos e concomitante em
61,1% (44/72) estudados. Nao foram identificados casos em que o DNA do HPV 16 se encontrasse

exclusivamente sob a forma integrada (Figura 5 A).

Para a avaliagao do estado fisico do DNA viral do HPV 18 foram estudadas 41 mulheres, com
diagnéstico prévio de infec¢do por HPV 18, divididas em quatro grupos, de acordo com o diagndstico
citopatoldgico: normal (n=10), ASCUS (n=16), LSIL (n=10) e HSIL (n=5).

O DNA do HPV 18 foi considerado epissomal em 11,6% (5/41) dos casos, concomitante em
69,8% (30/41) dos casos e integrado em 18,6% dos casos (8/41) estudados (Figura 5 B).
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Figura 6: Distribuicéo de frequéncias do estado fisico do DNA de HPV 16 e 18

Normal, Observagado citoléogica normal; ASCUS, Alteragdes de significado indeterminado; LSIL,
Lesao intraepitelial de baixo grau; HSIL, Lesdo intraepitelial de alto grau. As diferengas no estado
fisico do DNA relativamente ao diagndstico citopatoldégico ndo sdo estatisticamente significativas,
tanto para o HPV 16 (3° para tabela 4x3, 2,010; p=0,570) como para o HPV 18 (y” para tabela 4x3,
6,424; p=0,377).

A correlagcdo entre o grau da lesdo e o estado fisico do DNA viral ndo é estatisticamente
significativa, tanto para o HPV 16 como para o HPV 18. No entanto, os resultados obtidos permitem
observar uma integragéo precoce do HPV 16 com manutengdo de formas epissomais, tanto em
citologias normais como nos varios graus de lesdo. A presenga de formas exclusivamente integradas
em HPV 18 aumenta, segundo os resultados obtidos, em fung¢éo do grau da leséo.

Nos casos em que o DNA viral se apresentou sob a forma concomitante a proporcao de formas
epissomais e integradas variou entre o HPV 16 e o HPV 18 (Figura 6). Na maioria dos casos de HPV
16 com o DNA sob a forma integrada, a razdo E2/E6 foi superior a 0,5, ou seja a propor¢ao de
copias epissomais foi duas vezes superior a das coépias integradas. Nos casos de HPV 18, por outro
lado, a razdo E2/E6 foi maioritariamente inferior a 0,5, ou seja a proporcao de copias epissomais foi

duas vezes inferior a das copias integradas.
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Figura 7: Distribuicao dos valores da razao entre os genes E2 e E6 nos casos de HPV 16 (A) e 18
(B) com DNA concomitante.

Normal, Observagado citolégica normal; ASCUS, Alteragbes de significado indeterminado; LSIL,
Lesao intraepitelial de baixo grau; HSIL, Lesao intraepitelial de alto grau.

4. AVALIACAO DA CORRELACAO ENTRE A DETECCAO DO RNAm DOS ONCOGENES VIRAIS
E6/E7 DOS HPV 16, 18, 31, 33 E 45 E A PROGRESSAO DA LESAO

Foram consideradas 247 mulheres com infeccdo simples e mistas por HPV 16,18, 31, 33 e 45
quanto a expressdo do RNAm E6/E7 através do sistema comercial NucliSENS EasyQ HPV. De
acordo com o diagndstico citopatolégico e a informacgao clinica disponivel, foram definidos cinco
grupos de estudo: normal, ASCUS, LSIL, HSIL e CCU.

Tabela VIII - Distribuicao da proporcdo do RNAm de E6/E7 obtida pelo sistema comercial NucliSENS
EasyQ HPV nas mulheres incluidas no estudo, de acordo com o diagndstico citopatoldgico.

RNAM Normal ASCUS LSIL HSIL CCuU Total

N=57 n=40 n=65 n=73 n=12 n=247

Negativo 25 (43,9) 15 (37,5) 27 (41,5) 16 (21,9) 0 83 (33,6)

Positivo 32 (56,1) 25 (62,5) 38 (58,5) 57 (78,1) 12 (100) 164 (66,4)

HPV 16 | 20 (62,5) 14 (56,0) 20 (52,6) 43 (75,1) 7 (58,3) 104 (42,1)
HPV 18 2(6,3) 0 6 (15,8) 2(3,5) 3(25,0) 13 (5,3)
HPV 31 5(15,6) 3(12,0) 2 (5,3) 5(8,8) 1(8,3) 16 (6,5)
HPV 33 1(3,1) 3(12,0) 2(5,3) 1(1,83) 0 7(2,8)
HPV 45 3(9,4) 0 2 (5,3) 3(5,3) 0 8(3,2)
Mista 1(3,1) 5(20,0) 6 (15,8) 3(5,3) 1(8,3) 16 (6,5)

Normal, Observagado citolégica normal; ASCUS, Alteragdes de significado indeterminado; LSIL,
Leséo intraepitelial de baixo grau; HSIL, Lesé&o intraepitelial de alto grau; CCU, Carcinoma do colo do
utero. Os valores em percentagem sao apresentados entre paréntesis.

A expressao dos oncogenes virais de pelo menos um destes HPV de alto risco foi identificada
em 66,4% (164/247) dos casos, sendo que a percentagem de testes positivos aumentou em fungao
da gravidade da lesao (a=0,01; p=0,000).

A sobreexpressdo do RNAm E6/E7 foi detectada mais frequentemente nas lesdes HSIL (78,1%)

e nos casos de carcinoma do colo do utero (100,0%) do que nos casos com citologia normal (56.1%)
ou lesdes LSIL (58,5%).

36



A sobreexpressdo RNAm E6/E7 foi mais frequente nos casos de infecgdo por HPV 16 (63,7%;
109/196), seguida pelos casos de infecgao por HPV 31 e pelos casos de expressdo de oncogenes
de dois ou mais destes HPV (ambos 9,4%). A sobreexpressdo do RNAm E6/E7 do HPV 18, 45 e 33

foi de 7,6%, 5,3% e 4,7%, respectivamente.
5. QUANTIFICACAO DO RNAmM E7 DO HPV 16 E 18

5.1 Desenvolvimento e Implementagédo da Quantificagdo dos Transcritos de E7 do HPV 16 e 18

por PCR em Tempo Real

O método de PCR em tempo real aplicado foi desenvolvido apds numerosas experiéncias de
optimizacdo para determinar a concentragdo ideal de primers, a concentracdao de standards, a
quantidade de amostra e os parametros do termociclador a usar (Nolan et al., 2006).

Numa primeira fase escolheu-se adoptar os primers descritos por Scheurer e colaboradores
(2007) para a PCR em tempo real de quantificagdo do RNAm E7 do HPV 16 e do HPV 18. A PCR
convencional permitiu obter os fragmentos desejados e a sequéncia nucleotidica, obtida por
sequénciagao, permitiu confirmar a correcta amplificacdo do amplicido. A PCR em tempo real com
estes dois pares de primers revelou no entanto amplificagdes de fragmentos inespecificos para além
do fragmento desejado. Esta conclusdo surgiu da auséncia de um pico nitido na curva de
desnaturagao, realizada no fim do ensaio de PCR em tempo real, e da presenga de uma banda
adicional no resultado da electrorese em gel de agarose dos produtos do ensaio. Assim sendo,
optou-se pelo desenho novos primers para amplificagdo das sequéncias a estudar.

Para a selecgéo dos primers para E7 do HPV 16 e do HPV 18, através do programa ABI Prism®
Primer Express (Applied Biosystems), foram usados critérios como a sua dimenséao (19-22 pb), o
tamanho do amplicdo (80-120 pb), a sua adequacgao as condi¢gées Optimas da mistura de reaccédo e
do aparelho de amplificacdo e o método de deteccdo a usar (teor de GC e temperatura de
desnaturacdo do fragmento), bem como a previsdo da formacao de dimeros de primers. Os novos
primers desenhados revelaram-se especificos para o fragmento a quantificar, com um pico nitido na

curva de desnaturagédo e uma banda unica na electroforese em gel de agarose.

Inicialmente pretendeu-se também apresentar os resultados sob a forma de cépias de E7 por 50
ng de cDNA na reac¢do de PCR em tempo real, conforme descrito por Scheurer e colaboradores
(2006). Para tal, procedeu-se a purificacdo das amostras apos a transcrigdo reversa, quantificagao
por espectrofotometria dos produtos e aplicagdo de 50 ng na reac¢do de quantificagdo. Esta
abordagem foi no entanto abandonada depois de se ter verificado que cerca de 80% do cDNA era
perdido durante o processo de purificacdo e que a gama de resultados obtidos, aquando a
quantificacdo por PCR em tempo real, era estreita e pouco discriminativa. Como alternativa, optou-se
por quantificar por espectrofotometria 0 RNA, apos o tratamento com DNase |, e adicionar 100 ng de
RNA na reacgao de transcrigdo reversa. A PCR em tempo real desenvolvido permitiu quantificar 1 a
2x10° cépiasde E7 doHPV 16 e 1 a 4x10* copias de E7 do HPV 18.
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Depois de desenvolvido o protocolo definitivo, realizaram-se reaccdes paralelas nos diferentes
passos do protocolo (tratamento dos acidos nucleicos com DNase |, quantificagdo de RNA por

espectrofotometria, transcricao reversa e PCR em tempo real) para assegurar a reprodutibilidade da

técnica.
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A eficiéncia dos primers nos ensaios foi de 92,0% para o HPV 16 e de 99,5% para o HPV 18.

A concordancia e linearidade entre os pontos de dados gerados para os amplicées de E7 nos

diferentes ensaios €, regra geral, elevada, tanto para o HPV 16 como para o HPV 18 (Figura 6).

A linearidade dos valores revelou excelente reprodutibilidade da técnica. O coeficiente de
variagao (CV) intra-ensaio foi de 0,90% (0,16-1,61) para o E7 do HPV 16 e 1,08% (0,11-1,78) para o
E7 do HPV 18. O CV inter-ensaio foi de 4,88% (3,70-6,08) para o HPV 16 e 4,75% (3,60-7,17) para o

HPV 18.

5.2 Avaliagado da Correlagéo entre a Expressao de E7 de HPV 16 e 18 e a Progressao da Leséo

5.2.1

Quantificagdo do RNAm E7 do HPV 16

Para a quantificagdo do RNAm E7 do HPV 16 amostras foram estudadas 57 mulheres, com

diagnéstico prévio de infecgao por HPV 16. De acordo com o diagnéstico citopatoldgico, foram
definidos cinco grupos: normal (n=13), ASCUS (n=9), LSIL (n=11), HSIL (n=19) e CCU (n=5).
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Figura 9: Relagdo entre a quantificacao do
RNAm do gene E7 do HPV 16 e o diagndstico
citopatoldgico.

Normal, Observacdo citolégica normal;
ASCUS, Alteragdes de significado
indeterminado; LSIL, Lesdo intraepitelial de
baixo grau; HSIL, Lesé&o intraepitelial de alto
grau; CCU, Carcinoma do colo do utero; °,
Provavel outlier;

Os resultados obtidos revelam um aumento da expressdo do RNAm de E7 de HPV 16 com o

grau da lesdo. No entanto, a expressdo deste transcrito oncogénico apresenta, nos casos de

carcinoma do colo do utero, regra geral, valores mais baixos que em qualquer outro grupo. Excluindo

os casos de CCU, foi identificada uma correlagao estatisticamente significativa entre a quantidade de

RNAm E7 e o diagnéstico citopatoldgico (a=0,05; p=0,046).
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Figura 10: Relagdo entre a quantificagdo do
RNAmM do gene E7 do HPV 16 e o resultado
do sistema comercial NucliSENS EasyQ HPV
(BioMérieux).

RNA -vo, Testes com resultado negativo; RNA
+vo, Testes com resultado positivo; °,
Provavel outlier;

Das 57 mulheres estudadas, 53 tinham resultado positivo para a detecgao do RNAm E6/E7 do

HPV 16 segundo o teste NucliSENS EasyQ HPV (BioMérieux) e quatro tinham resultado negativo (2

normal e 2 HSIL). Como base nos resultados para estes casos foi possivel verificar correlagéo

significativa entre o resultado do teste NucliSENS EasyQ HPV e a técnica de quantitativa

desenvolvida (a=0,05; p=0,013) (Figura 8).

5.2.2 Quantificagdo do RNAm E7 do HPV 18

Para a quantificagdo do RNAm E7 do HPV 18 foram estudadas 21 mulheres, com diagnéstico

prévio de infecgao por HPV 18. De acordo com o diagndstico citopatologico, foram definidos cinco
grupos: normal (n=3), LSIL (n=8) e HSIL (n=3) e CCU (n=3).
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Embora os casos de HSIL e CC apresentem quantidades do RNAm E7 superiores as
apresentadas pelos casos normais e de LSIL, ndo foi possivel, dado o reduzido nimero de casos
estudados, e sobre-representacdo dos casos de LSIL, realizar um tratamento estatistico dos
resultados obtidos e concluir a respeito da associagao entre a quantidade do RNAm E7 expressa e o
grau da lesao (Figura 9). A grande dispersao nos valores apresentados para cada grupo de estudo é

provavelmente um reflexo disso mesmo.
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Das 21 mulheres estudadas, 17 tinham resultado positivo para a detecgdo do RNAm E6/E7 de
HPV 18 segundo o teste NucliSENS EasyQ HPV (BioMérieux) e quatro tinham resultado negativo (1
normal, 1 ASCUS, 1 LSIL e 1 HSIL). A for¢ca da correlacdo entre o resultado do teste NucliSENS
EasyQ HPV e a técnica de quantitativa desenvolvida foi mais forte para o HPV 18 (a=0,01; p=0,001)
do que para o HPV 16 (Figuras 8 e 10).

6. DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA PARA O ESTUDO DA METILAGCAO DE REGIOES
ESPECIFICAS DO HPV 16 E 18 POR MSP

Como explicado nos Materiais e Métodos o estudo da metilagéo do gene L1 do HPV 16 por MSP

foi abandonado, perante a impossibilidade de desenhar primers adequados para esta sequéncia.
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O estudo da metilacdo do gene L1 do HPV 18 foi realizado de acordo com o descrito por Turan e
colaboradores (2007). Apos realizagao de todos os passos necessarios a obtengéo de controlos com
o fragmento completamente metilado ou completamente ndo metilado, procedeu-se a realizagdo da
MSP. No entanto, ao contrario do esperado, a MSP amplificou ambos os controlos gerados (o
metilado e o ndo metilado) com ambos os pares de primers, para sequéncia metilada e para a
sequéncia ndo metilada. Na tentativa de eliminar as amplificagdes inespecificas procedeu-se a
optimizacéo da reacgao de amplificagdo, sem nenhuma melhoria significativa no resultado final. Para
identificar a causa da inespecificidade (a amostra ou os primers) foi realizado uma MSP dos produtos
inespecificos e, uma vez que os primers desta vez amplificaram o fragmento esperado, conclui-se
que os controlos continham provavelmente formas metiladas e ndo metiladas em conjunto. Na
presenca de bandas inespecificas foram realizadas novas MSP a partir do produto da primeira, com
ambos os pares de primers. As condicbes da reacgdo foram mantidas. Quando a segunda
amplificagéo foi especifica, pdde concluir-se que a inespecificidade na amplificacdo se deveu a
mistura de sequéncias de DNA na amostra e ndo a inespecificidade dos primers para a sequéncia
alvo. Os produtos desta segunda MSP, uma vez que especificos, foram purificados e sequenciados.
Os resultados da sequénciagédo revelaram que i) o controlo metilado artificialmente encontra-se
efectivamente metilado nos CpGs como esperado; ii) o controlo ndo metilado encontra-se
efectivamente ndo metilado; iii) a conversdo CT foi largamente incompleta, sobretudo nos controlos
metilados. Assim, embora a metilagdo seja eficaz e ambos os pares de primers exibam
especificidade na amplificacdo do fragmento desejado, o resultado da conversdo CT € uma mistura
de sequéncias com diferentes padrbes de conversdo. Embora apds a nested-MSP apenas se
observe um fragmento amplificado, € importante compreender que a taxa de conversdo na regido de
L1 situada entre os primers & altamente variavel. A conversao e amplificacdo por primers metilados e
nao metilados das amostras, ndo foi prosseguida porque, embora algumas amostras tenham sido
amplificadas apenas por um dos pares de primers, a conversido, ndo sendo completa, ndo permitiria
assegurar a veracidade dos resultados. Foram introduzidas alteracées ao protocolo comercial de

conversdo, por indicagéo do fabricante, sem melhorias significativas dos resultados.

A Figura 11 é apresentada como um exemplo dos resultados de sequénciagéo obtidos, onde se
pode observar a conversdo incompleta das sequéncias. Por fim, o protocolo foi abandonado,
sugerindo-se a repeticdo do processo com utilizagdo do protocolo de tratamento com bisulfito por

métodos quimicos in house, como descrito por Turan e colaboradores (2006).
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Figura 13: Representacéo grafica de 3 resultados de sequenciagao para a mesma regiao do gene L1
(NC_001357.1, 7027-7045), no local de ligagdo dos primers 18L1met-F e 18L1unmet-F.

A Linha 1 é o resultado da sequénciagdo do controlo metilado pelo primer 18L1met-R. Embora o
DNA se encontre convertido na regido de ligacdo do primer 18L1met-R, 0 mesmo nao se verifica
para a restante sequéncia. O fragmento mostrado apresenta-se igual a sequéncia n&o tratada. A
Linha 2 é o resultado da sequénciagao de um produto equivalente ao da Linha 1, mas com uma
maior taxa de conversao. Embora varios Cs ndo metilados tenham sido convertidos em Ts e os CpG
metilados ndo tenham sido convertidos, a conversao foi imcompleta, como revela a presenca do
nucledtido 7043 que, embora ndo metilado, permaneceu nao convertido. A Linha 3 mostra o controlo
nao metilado, sequenciado pelo primer 18L1unmet-R, correctamente convertido.

7. COMPARAGCAO DAS DIFERENTES METODOLOGIAS APLICADAS

Os resultados da carga viral, estado fisico do DNA e expressdo dos transcritos virais
oncogeénicos obtidos para um mesmo caso foram cruzados entre si com vista a investigagdo de

associagdes entre os diferentes pardmetros.

Comprando os resultados da carga viral com o estado fisico do DNA obtidos, a carga viral do
HPV 16 aumenta dos casos em que o DNA se encontra sob a forma epissomal para os casos em
que este se encontra sob a forma concomitante (a=0,05; p=0,011). No entanto, ndo identificados
casos em que o DNA do HPV 16 se encontrasse exclusivamente integrado, pelo que n&o é possivel
saber como a carga viral se comportaria nesses casos. Analisando a associacao entre estes dois
parametros por grau de lesdo, a diferenga na carga viral entre DNA epissomal e concomitante
parece estar acentuada nas citologias normais, atipicas e nas lesdes de baixo grau. No entanto, o
reduzido numero de casos em que o cruzamento de dados foi possivel, ndo permite realizar um
tratamento estatistico dos resultados.

Os resultados obtidos indicam que a carga viral do HPV 18 diminui dos casos em que o DNA se
encontra sob a forma epissomal para a forma concomitante e para a forma integrada. No entanto,
esta correlacdo nao é estatisticamente significativa (a=0,05; p=0,329). Analisando a associagao entre
estes dois parametros por grau de lesdo, a diferengca na mediana da carga viral entre DNA
epissomal, concomitante e integrado parece ser mais visivel nas citologias atipicas e nas lesbes de
baixo grau. No entanto, ndo foram estudados casos de citologias normais com o DNA de HPV 18

epissomal ou integrado, pelo que nao é possivel inferir sobre esses resultados. Os casos de HSIL e
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CCU analisados por ambas as técnicas foram demasiado poucos para permitir fazer suposi¢cdes

adicionais.

Comprando os resultados da carga viral com a expressdo de transcritos oncogénicos virais
obtidos para os mesmos casos, nao foi possivel identificar nenhum padréo predominante. Quanto a
relagao entre a carga viral e a expressao de E7 do HPV 18, por outro lado, foi possivel verificar que
um aumento da carga viral se correlaciona positivamente com o aumento da quantidade de RNAm
E7 (a=0,05; p=0,032).

Analisando a expressao de transcritos oncogénicos virais em fungdo do estado fisico do DNA
viral, a expresséo do E7 do HPV 16 é mais elevada nos casos em que o DNA se encontra integrado,
seguida dos casos em que este se encontra sob a forma concomitante. Os casos de DNA sob a
forma epissomal apresentam os valores de RNAm E7 mais baixos. Ainda assim, esta tendéncia n&o
apresenta significaAncia estatistica (0=0,01; p=0,116). N&o foi possivel estabelecer qualquer

associagao entre a expressao de E7 e o estado fisico do DNA do HPV 18.
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DISCUSSAO

Apesar de actualmente existirem vacinas profilaticas disponiveis para o HPV 16 e 18, é
necessaria uma maior compreensao do ciclo de vida e dos mecanismos subjacentes a oncogénese
induzida por HPV para enfrentar os muitos desafios na area do HPV e cancro do colo do utero (Boulet
et al., 2007).

O trabalho desenvolvido teve como objectivo principal o desenvolvimento e implementagao de
metodologias que permitissem avaliar marcadores moleculares com valor preditivo relativamente a
progressédo da lesdo. Adicionalmente, pretendeu-se também realizar o estudo de casos, com cada
uma das metodologias desenvolvidas, para aplicar a técnica a investigacao de casos clinicos e deste
modo avaliar a técnica e estudar a associacdo de cada um deles com o resultado citopatoldgico
disponivel.

Uma das forgas do trabalho desenvolvido reside na utilizagcdo dos mesmos produtos biolégicos
para o estudo dos casos clinicos pelas diferentes metodologias. Da mesma forma, sempre que
possivel, foi utilizado o mesmo DNA ou acidos nucleicos totais para o estudo de casos pelas
metodologias implementadas, que fora previamente analisado pelos os testes de diagndstico
comerciais.

Com vista a obtencdo de resultados informativos relativamente ao comportamento de cada um
dos marcadores moleculares estudados em fung¢do da gravidade da lesdo foram seleccionados, tanto
quanto possivel, 0 mesmo numero aproximado de casos por cada diagnostico citopatoldgico. Devido
ao reduzido numero de casos disponiveis para determinados grupos (ex. casos de infec¢do por HPV
18, casos de carcinoma por HPV 16 ou por HPV 18), este propdsito ndo foi sempre realizavel.

Devido ao reduzido volume de DNA ou acidos nucleicos obtido em cada extracgdo nao foi
possivel estudar muitos casos por mais do que uma técnica. Assim o trabalho realizado apresenta
algumas limitagdes, como seja, o numero reduzido de amostras analisadas por cada método, o
desequilibrio no nimero de casos estudados relativamente a cada diagndstico citopatolégico, o
numero reduzido de amostras avaliadas relativamente a cada parametro estudado e o numero

reduzido de amostras estudadas pelo conjunto das abordagens.

O trabalho desenvolvido permitiu implementar metodologias de PCR em tempo real para a
quantificacdo da carga viral e para o estudo do estado fisico do DNA do HPV 16 e do HPV 18. O
trabalho desenvolvido permitiu também desenvolver e implementar uma metodologia de transcri¢cao
reversa e PCR em tempo real para a quantificagdo do RNAm E7 do HPV 16 e do HPV 18. Todas as
técnicas de PCR em tempo real implementadas apresentam eficiéncia satisfatéria e reprodutibilidade
elevada, tanto para os controlos como para as amostras. Acresce que, no caso da metodologia em
tempo real para a quantificaggo do RNAm E7, foi possivel validar a técnica por via da sua
concordancia com o teste de diagnostico comercial NucliSENS EasyQ HPV (BioMérieux), tanto para
o HPV 16 como para o HPV 18.

O estudo da metilagdo de CpGs especificos no gene L1 do HPV 16 e do HPV 18 por MSP nao foi
realizado por impossibilidade de construgdo de primers adequados para o HPV 16 e por conversao

incompleta do DNA com tratamento com bisulfito no caso do HPV 18.
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O estudo de casos relativamente a quantificagéo da carga viral do HPV 16 e do HPV 18 permitiu
identificar uma correlagéo positiva entre a carga viral e o resultado citolégico, como descrito noutros
estudos (Carcopino et al., 2006 ; Briolat et al., 2007; Gravitt et al., 2007; Saunier et al., 2008; Huang
et al., 2009, Keegan et al., 2009). No caso do estudo do estado fisico do DNA do HPV 16 e do HPV
18 nao foi possivel identificar associagdes estatisticamente significativas entre a integragéo do virus
no DNA da célula hospedeira e o diagnoéstico citolégico. No entanto foi possivel verificar integragéo
precoce no caso do HPV 16 e um aumento das formas de DNA exclusivamente integrado com o grau
da lesao, como descrito por Huang e colaboradores (2008). Relativamente a detecgdo do RNAm
E6/E7 pelo método comercial NucliSENS EasyQ HPV (BioMérieux), foi possivel constatar que a
percentagem de testes positivos para a expressdo dos oncogenes virais dos HPV 16, 18, 31, 33 e 45
aumenta em fungdo da gravidade da lesdo,em concordancia com os resltados obtidos por outros
grupos (Molden et al., 2006; Castle et al., 2007; Keegan et al., 2009).

Quanto a quantificagdo do RNAm E7 do HPV 16 por PCR em tempo real verificou-se um
aumento da expressao do oncogene viral em fungdo da gravidade da lesdo, como descrito por de
Scheurer e colaboradores (2005). No entanto, os casos de carcinoma estudados apresentaram
valores de expressao inferiores aos de qualquer outro diagndstico citolégico, o que se pode dever a
reduzida necessidade de expressdo dos oncogenes virais num contexto de malignidade
estabelecida. Para a quantificaggo do RNAm E7 do HPV 18 pela mesma metodologia nao foi
possivel identificar nenhuma associagdo entre a expressido do transcrito e a gravidade da lesao,

possivelmente devido ao pequeno numero de casos estudados.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Deste modo propdem-se que em estudos futuros as metodologias desenvolvidas e
implementadas no presente trabalho sejam utilizadas para estudar um maior niumero de casos,
equitativamente distribuidos por lesdo. Sugere-se igualmente que, para além de um nudmero
significativo de citologias normais, LSIL, HSIL e carcinomas, sejam estudados casos de ASCUS, com
vista a identificagdo de valores de cut-off que permitam discriminar os casos de citologia normal e de
ASCUS com maior ou menor probabilidade de vir a desenvolver HSIL. Deste modo seria possivel
evitar seguimento e tratamento desnecessario nos casos com reduzida probabilidade de progressao
e focar os recursos nos casos de citologia normal e ASCUS cuja probabilidade de progresséo fosse
maior. Neste sentido seria também importante a realizacdo de estudos longitudinais para avaliar a
informacgao obtida por estes métodos num contexto temporal, de clearance ou progresséao da leséo.

O estudo conjunto da carga viral, do estado fisico do DNA viral e da quantificagdo do RNAm E7
num numero significativo de casos de infecgao por HPV 16 e/ou por HPV 18 permitiria obter uma
imagem mais clara dos passos determinantes no desenvolvimento do cancro do colo do utero e suas

lesdes precursoras.
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