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Resumo

Os virus sdo microrganismos submicroscopicos de dimensdes infimas, medindo
entre 20 e 300 nm. S3o destituidos de metabolismo proprio e por isso considerados
parasitas intracelulares obrigatérios. Reconhecidos como particulas filtraveis, Existem em
formas variadas. Sao constituidos por acidos nucléicos, DNA ou RNA, proteinas e lipidios.
Sdo encontrados em formas de simetria icosaédrica e helicoidal. Conseguem penetrar no
organismo através de solugdes de continuidade na pele ou através das membranas
mucoepiteliais. Uma particula viral infecciosa liga-se & membrana celular e penetra na
célula hospedeira; ocorre o desnudamento do genoma viral e posterior replicacao do virus.
As mutagcdes do DNA e RNA viral, que sdo alteragdes na sequéncia de bases do DNA,
ocorrem pelo processo de substituicdo de bases, delegdo e mudanga de fase de leitura. Na
genética a recombinagdo ¢ um termo utilizado para descrever a troca de material genético
que venha a resultar num rearranjo de genes diferente do original. Na recombinagao viral,
quando dois virus geneticamente diferentes infectam uma célula podem ocorrer os
fendmenos de recombinagio viral, complementagdo e mistura fenotipica. O virus papiloma
humano — HPV, contém DNA de filamento duplo em configuracdo circular. Atualmente
mais de 70 gendtipos do HPV ja foram identificados. O genoma do HPV contém dois tipos
de molduras abertas de leitura (ORFs [0 equivalente viral dos “genes’]): precoce e tardio.
As ORFs precoces de transcricdo (E1, E2, e E4 até E7) regulam a replicacdo viral e
transformagao da célula hospede. As duas ORFs tardias de transcri¢do (L1 e L2) codificam
as informacodes relativas as proteinas capsides menores € maiores que recobrem o virus. A
replicacdo dos HPVs ocorre nas camadas basais do epitélio e tem acesso as células
permissivas através de lesdo e/ou abrasdo. Os HPVs mucosotropicos sdo encontrados
exclusivamente nos locais urogenitais ou bucorrespiratorios. As causas de condilomas
acuminados de exuberante proliferacdo é a infeccdo por HPV-6 ou 11 considerados
subtipos de baixo risco. Os subtipos de alto risco mais recorrentes sdao o 16 e o 18, que
estdo relacionados ao carcinoma invasor do colo de utero, de pénis, de pele. A ciéncia tem
avangado, e tem trazido inimeros métodos de deteccdo através da biologia molecular, tais

como: captura hibrida, PCR, southern blotting, hibridizagao in situ.
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1- Introducdo

O papel dos virus na historia da humanidade remonta aos registros pré-
historicos. Evidéncias de fosseis encontrados sugerem que formas de vida existem no
planeta hd pelo menos 3,5 bilhdes de anos. A interpretacdo de fosseis de primatas
considerados Homo sapiens, caracteriza que naquela época ja existiam doengas virais.
Quadros semelhantes ao da variola, foram encontrados e registrados em mumias
egipcias (Couceiro, 2001).

Hipécrates (460-377 a.C) registrou ocorréncias de virus da caxumba e
possivelmente de influenza na ilha de Thasos. Acredita-se que possivelmente, as
primeiras tentativas, registradas, de controle de uma doenca viral foi na China no

século XI, onde curandeiros inoculavam extratos de pustula de variola em criangas

(Couceiro, 2001).

1.1- O que sdo os virus?

Veneno, assim ¢ traduzido do latim a palavra “virus”. Microrganismos sem
metabolismo independente, constituido de corpo denominado virion. Numa tentativa de
definicao afirma-se que “virus sdo particulas com estruturas caracteristicas, passiveis de
subsistirem extracelularmente e formadas por complexos bioldgicos dotados de
informagdes genéticas elementares. Os virus possuem a capacidade de adentrar células
vivas, alterando-lhes os processos metabolicos normais, com a finalidade de recodifica-
las para sua propria replica¢dao” (Soares, 1993; D. Falke, 1979).

E reconhecido como forma extracelular do virus a fase em que ele se encontra
simplesmente estatico, completamente inerte quando fora de células vivas, porque os
virus sao organismos/parasitas intracelulares obrigatorios que nao conseguem de
forma alguma se replicar fora da célula (Murray et al., 1994; Falke, 1979; Soares,
1993).

No meio extracelular por demasiado tempo chega a ser comparado a um cristal,
por isso nao pertencem a nenhum dos cinco reinos dos seres vivos, existindo
controvérsias em torno de sua existéncia, ja que o seu estado dindmico so6 ¢ atingido no
momento em que se inicia o processo de replicagdo no interior da célula, ou seja,

quando em contato com o hospedeiro, utilizando para se multiplicar no interior da



célula, a energia e equipamento quimico da propria célula hospedeira (Amabis et al.,

1974, Falke, 1979).

1.2 - Estrutura Geral e Elementos basicos da Particula Viral

Os virus sdo particulas que passam por filtros que retém bactérias, por isso sao
reconhecidos como particulas filtraveis. Possuem um tamanho entre 20nm e 300nm.
Suas estruturas geométricas sao simples e precisas, apresentam-se em forma de esferas,
bastonetes, projéteis e tijolos, sdo constituidos por acidos nucléicos, proteinas e lipidios.
Sdo organismos que contém apenas um tipo de &cido nucléico: RNA ou DNA, de
acordo com o grupo a que pertencem, mas nunca os dois a0 mesmo tempo (Levinson et
al., 1998; Burnett, 1978).

As particulas virais sdo compostas por trés elementos bdasicos: os dacidos
nucléicos - sao como portadores de informagdao genética. Composto também por
propriedades antigénicas, a capside ou camada protetora dos 4cidos nucléicos - que ¢ de
natureza protéica e também pode atuar como antigeno e o envoltdrio - que ¢ encontrado
em determinados tipos virais, envolve a capside externamente como um envelope; de
natureza protéica, glicoprotéica e lipidica e também apresenta propriedades antigénicas.

Em suma, o 4cido é recoberto por um involucro formado por proteinas
denominado capsideo, composto por subunidades chamadas capsomeros. Cada
capsdmero consiste de uma ou mais proteinas que visualizadas ao microscopio,
apresentam-se como particulas esféricas, algumas vezes com um orificio central. O
arranjo dos capsdmeros fornece ao virus a sua simetria geométrica. Ha duas formas de
simetria nos capsideos virais:

e Icosaédrica - na qual os capsdomeros sdo arranjados em 20 tridngulos que

formam uma figura simétrica, com uma forma aproximada de esfera:

e Helicoidal - na qual os capsdmeros sdo arranjados em uma estrutura
helicoidal oca que tem a forma de bastdo. A hélice pode ser rigida ou
flexivel.

As formas icosaédricas e helicoidais podem existir como um nucleocapsideo nu

ou como uma camada externa de envelope, como representado na figura 1 (Levinson et

al., 1998).
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Figura 1 : capsdmero, acido nucléico, capsideo, matriz protéica, nucleocapsideo,
envelope lipidico, protuberancias de glicoproteinas.

Fonte: (Levinson et al., 1998)



1.3 - Classificacdo e Cateqgoria dos Virus

Os virus estao separados por categoria ¢ sdo classificados por critérios quimicos

e morfologicos, tais como, o peso e estrutura molecular dos 4acidos nucléicos, tamanho,

simetria e presenca ou ndo de envelope e também por tipos de viroses que podem

causar, conforme mostrado nos quadros 1 e 2 respectivamente.

Quadro 1 — Categoria e Classifica¢do dos virus de DNA e RNA

Familia do virus Envelope  Simetria Tamanho (nm) Estrutura do DNA/RNA
Parvovirus Nao Icosaédrica 22 SS, linear *

Papovavirus Nao Icosaédrica 55 DS, circular supertorcido*
Adenovirus Nao Icosaédrica 75 DS, linear*

Hepadnavirus Sim Icosaédrica 42 DS, circular incompleto*
Herpesvirus Sim Icosaédrica 1007 DS, linear*

Poxvirus Sim Complexa 250x400 DS, linear*

Picornavirus Nao Icosaédrica 28 SS linear, ndo-segmentado
Calicivirus Nao Icosaédrica 38 SS linear, ndo-segmentado
Reovirus Nao Icosaédrica 75 DS linear, 10 segmentos
Flavivirus Sim Icosaédrica 45 SS linear, ndo-segmentado
Togavirus Sim Icosaédrica 60 SS linear, ndo-segmentado
Retrovirus Sim Icosaédrica 100 SS linear, dois segmentos
Ortomixovirus Sim Helicoidal 80x120 SS linear, oito segmentos
Paramixovirus Sim Helicoidal 150 SS linear, ndo segmentado
Rabdovirus Sim Helicoidal 75x180 SS linear, ndo segmentado
Filovirus Sim Helicoidal 80° SS linear, ndo segmentado
Coronavirus Sim Helicoidal 100 SS linear, ndo segmentado
Arenavirus Sim Helicoidal 80x130 SS circular, dois segmentos
Bunyavirus Sim Helicoidal 100 SS circular, trés segmentos
Deltavirus Sim Helicoidal 37 SS circular, fechado

Fonte: (Murray et al., 1994)

* Virus com acidos nucléicos DNA.

SS: fita simples; DS: dupla fita.



Quadro 2 — classificagdo e tipos de viroses humanas

Classificagao dos virus Viroses humanas

VIRUS VISCEROTROPICOS Febre amarela; Hepatite a virus; Dengue

VIRUS DERMONEUROTROPICOS Encefalite; Hidrofobia; Poliomielite

VIRUS PNEUMOTROPICOS Gripe; Resfriado; Pneumonia atipica

VIRUS LINFOTROPICOS Caxumba; Mononucleose infecciosa;
Linfo inguinal; AIDS

VIRUS DERMOTROPICOS Sarampo; Rubéola; Variola; Varicela;
Catapora

VIRUS EPIDERMOTROPICOS Molluscum contagiosum; verrugas

Fonte: (Soares, 1993)

1.4 - Formas de Infeccdo no Organismo Humano

Os virus sao transmitidos por contato direto, incluindo o contato sexual, inje¢ao
com liquidos contaminados, sangue ou transplante de 6rgdos, vias respiratorias e
orofecal. A via de transmissdo depende da fonte do virus, do local tecidual de replicagdo
e secre¢do viral, depende da capacidade do virus de resistir as condi¢des desfavoraveis
do ambiente e do organismo durante o seu trajeto até o tecido-alvo (Murray et al., 1994;
Burnett, 1978).

Apesar da pele ser uma excelente barreira contra infecc¢do, e contar com protecao
especifica para os orificios do corpo, tais como lagrimas, muco, epitélio ciliado, acido
gastrico, bile e imunoglobulina A, os virus penetram no organismo humano através de
solucdes de continuidade' na propria pele ou através das membranas mucoepiteliais que
revestem os orificios do corpo: olhos, vias respiratorias, boca, genitdlia e trato
gastrointestinal, sendo que a forma mais comum de infec¢do viral, sem duavida ¢ a

inalacdo (Murray et al., 1994; Levinson et al., 1998).

! Lesdo. Ferida aberta na pele.
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Assim que penetram no organismo, os virus sofrem replicacdo em células que
expressam receptores virais € que possuem o equipamento biossintético apropriado. O
virus pode replicar-se e permanecer em sitio primario, ou pode trilhar outros caminhos:
e Disseminar-se para outros tecidos através da corrente sangiiinea;

e Disseminar-se através do sistema mononuclear-fagocitico e linfatico;
e sofrer disseminagao através dos neuronios.

O transporte do virus no sangue ¢ conhecido como viremia. As vias
predominantes de transferéncia viral no organismo sdo a corrente sangiiinea e o sistema
linfatico. O virus também pode ter acesso a ambos apds lesdo tecidual, através do
processo da fagocitose ou em decorréncia de mecanismos de transporte ativo. Muitos
virus podem ser transportados por entre as células mucoepiteliais da orofaringe, trato
gastrointestinal, vagina e anus. Murray e colaboradores (1994), explicam que “o virus
pode estar livre no plasma ou associado a células nos linfocitos ou macréfagos. Os virus
capturados por macrofagos fagociticos podem ser inativados, podem replicar-se ou
podem ser liberados em outros tecidos através do sistema mononuclear fagocitico
(exemplo: linfonodos, bago, figado, outros tecidos)”. E a partir desse ponto, da
replicagdo viral nos macrofagos, que pode acontecer o que se chama de viremia
secundaria, que ¢ basicamente a amplificacdo da infeccdo, ja que esta replicagdo
envolve o revestimento endotelial dos vasos sangiiineos ou o figado.

Além da corrente sangiiinea, os virus também podem chegar ao cérebro ou ao
sistema nervoso central através das meninges e liquido cefalorraquidiano infectado,
migracao de macréfagos infectados ou por infeccdo dos neurdnios periféricos e
sensoriais (olfativos). O revestimento celular endotelial quando infectado pelo virus
contido no sangue pode sofrer uma ruptura, sair dos vasos sangiiineos, atravessar a
barreira hematoencefilica e infectar o sistema nervoso central (Murray et al., 1994;

Levinson et al., 1998; Burnett, 1978).
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1.5 - Replicacdo Viral

Através dos processos anabolicos de uma célula hospedeira acontece a
replicagdo viral. A particula invasora fornece instrugdes especificas para construcao,
como se fosse um programa de sintese, onde as instrugdes que sdo em forma de acidos
nucléicos, que sdo utilizados para codificar sua auto-replicagdo. O processo de
multiplicagdo na verdade ¢ executado por uma célula hospedeira; a replicacao jamais se
dard pela simples multiplicacio de uma particula invasora (Levinson et al., 1998;
Alberts et al., 1997).

A reproducao dos virus ¢ composta por uma fase replicativa inicial, onde se
juntam todos os componentes que se fazem necessarios para a formagdo de novas
particulas virais. Mais tarde, estes componentes se unem em uma fase chamada de
montagem ou sincronizagdo das fases de sintese (Levinson et al., 1998; Murray et al.,
1994).

A unidade elementar infectante do virus é o virion. Sdo considerados como
particulas incompletas (ndo maduras) os produtos intermediarios do processo de sintese
viral, que termina com a liberacdo do virion, ou o excedente de tais produtos, que
podem ocorrer em algumas fases da sintese viral (Falke, 1979).

Resumindo, existe praticamente uma ordem cronoldgica de acontecimentos
dentro da replicacdo viral: primeiro acontece os eventos precoces - ligag¢do, penetra¢do
e desnudamento; depois os eventos intermediarios - expressdo génica e replicagdo do
genoma, € por ultimo os eventos tardios - montagem e liberagao.

As particulas virais penetram na célula apds serem envolvidas em uma vesicula
pinocitica onde inicia o desnudamento. Este desnudamento do genoma viral, nada mais
¢ do que o momento em que ocorre a remogao das proteinas do capsideo liberando o
genoma. E o baixo pH na vesicula pinocitica que favorece o desnudamento. A ruptura
da vesicula ou a fusdo da camada exterior do virus com a membrana da vesicula faz
com que o cerne do virus penetre o citoplasma (Levinson et al., 1998).

Logo apds o desnudamento viral, ocorre os chamados eventos precoces, que € o
momento em que o mRNA e as proteinas precoces (enzimas necessarias para a
replicagdo do genoma viral) sdo sintetizadas . As proteinas na superficie do virion
ligam-se a proteinas receptoras especificas na superficie celular por ligagdes fracas nao-

covalentes. Esta especificidade determina o espectro de hospedeiro do virus, porque
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alguns virus sdo restritos enquanto outros sao muito amplos com relacdo a hospedeiros,
as diferengas de sintese de RNA tais como fita simples, fita dupla, polaridade positiva
ou negativa explicam porque o acido nucléico purificado ¢ infectivo e pode driblar o
espectro de especificidade de hospedeiro determinado pela interagdo proteina viral-
receptor celular. Todos os virus sdo infectivos, mas nem todo RNA ou DNA viral
purificado ¢ infectivo (Levinson et al., 1998; Albert et al., 1997 ).

Na realidade, o primeiro passo na expressao génica viral ¢ a sintese de mRNA. E
neste ponto que o virus pode seguir diferentes caminhos, dependendo da natureza de seu
acido nucléico e do local onde ocorrera a replicacdo viral intracelular.

Uma vez que o mRNA de um virus DNA ou RNA ¢ sintetizado, este ¢ traduzido
em proteinas virais por ribossomos da célula hospedeira, algumas da quais sdo as
proteinas precoces necessarias para a replicagdo do genoma viral. A mais importante de
todas as proteinas precoces, em muitos virus de RNA, é a polimerase que sintetizara
diversas coOpias do material genético para as particulas da progénie do virus. Nao
importa como o virus faz o seu mRNA, quase todos os virus produzem uma polimerase
codificada pelo virus (uma replicase) que replica o genoma, isto €, produz muitas copias
do genoma parental que por sua vez vai ser o genoma da progénie. A replicacdo do
genoma viral segue o principio da complementariedade, a qual requer que uma fita com
uma seqiiéncia de bases complementares seja sintetizada; esta fita entdo servird como
molde para a sintese do genoma viral (Murray et al., 1994; Levinson et al., 1998).

A medida que a replicagdo do genoma viral acontece (figura 2), as proteinas
estruturais do capsideo a serem usadas na progénie sdo sintetizadas, ou seja, agora em
uma segunda etapa, o mRNA e as proteinas tardias sdo sintetizadas (as proteinas tardias,
sdo proteinas estruturais e do capsideo) e em alguns casos, 0os genomas virais recém-
replicados podem servir como moldes para 0 mRNA tardio fazer as proteinas capsidicas

(Levinson et al., 1998).
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Figura 2: Esquema do ciclo replicativo viral de um Adenovirus
Fonte: (Levinson et al., 1998)

O DNA viral replica no nucleo e usa a RNA polimerase DNA dependente
necessitando da célula hospedeira para sintetizar seu proprio mRNA. O DNA genomico
de fita simples ¢ convertido em dupla fita pela DNA-polimerase da célula hospedeira.
Uma DNA polimerase codificada pelo virus sintetiza 0 DNA da progénie. Com exce¢ao
do parvovirus, todos os virus de DNA codificam sua propria DNA polimerase que
replica o genoma. Eles ndo usam a DNA polimerase da célula hospedeira. Os poxvirus
sdo excecdo porque replicam-se no citoplasma, onde ndo tem acesso a RNA polimerase
da célula hospedeira. Eles, portanto, transportam sua propria polimerase na particula
viral. O genoma de todos os virus de DNA consiste de DNA dupla fita, exceto os

parvovirus, que possuem um genoma de DNA de fita simples. Com relagdo ao virus de
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RNA, eles replicam-se no citoplasma. A excecdo € o virus influenza, onde grande parte
da replicacdo ocorre no nicleo, o RNA gendmico ¢ sintetizado neste local, entretanto, a
finalizag¢do da replicacdo ocorre no citoplasma (Levinson et al., 1998; Alberts et al.,
1997).

Apos a replicagdo do material genético e associagdo com novas proteinas
capsidicas os virions sdo formados e liberados da célula. A chamada fase de montagem
¢ quando as particulas da progénie sao montadas pelo empacotamento do 4cido nucléico
viral nas proteinas do capsideo.

As particulas virais sdo liberadas da célula por dois processos. Um € pela ruptura
da membrana celular e pela liberagao de particulas maduras; isto ocorre freqiientemente,
com virus sem envelope. O outro, que ocorre em virus com envelope, ¢ a liberagao do
virus por brotamento através da membrana celular externa. O processo de brotamento
inicia quando as proteinas especificas do virus sdo inseridas na membrana celular em
locais especificos (Levinson et al., 1998).

O nucleocapsideo viral interage com sitios especificos na membrana mediado
pela proteina de matriz. A membrana celular se evagina nesses locais e particulas com
envelope brotam da membrana. O brotamento freqiiente ndo causa dano a célula e, em
certas ocasides, a célula sobrevive enquanto produz um grande niumero de particulas
virais (Murray et al., 1994).

Existem quatro aspectos interessantes do mRNA viral e sua expressdo em
células eucaridticas:

Os mRNAs virais tem trés atributos em comum com os mRNAs: na extremidade
5 hd um "capacete" que ¢ uma guanina metilada no nitrogénio da posicdo 7, que
servem para dar maior estabilidade a molécula de mRNA (transcrito primario), o qual é
ligado por uma ponte invertida (3’para 5°) ao invés da ligagdo 5’ para 3’; no final 3 ha
uma cauda de 100-200 residuos de adenosina [poli(A)]; e o mRNA ¢é gerado pelo
processamento de um grande transcrito do genoma. Na verdade, essas trés modificagdes
foram primeiro observadas em estudos dos mRNAs virais e entdo aplicadas aos RNAs
celulares.

Alguns virus usam seu material genético completo, produzindo mais de um tipo
de mRNA da mesma por¢do do DNA pela mudanga da janela leitura. Isto ¢ feito pelo
inicio da transcricdo a uma ou duas bases apds o sitio de iniciacdo original (Falke,

1979; Murray et al, 1994; Levinson et al., 1998).
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Em alguns virus de DNA, ha um controle temporal sob a regido do genoma que
¢ transcrito em mRNA. Durante os estagios iniciais do ciclo replicativo, antes do inicio
da replicagdo do DNA, somente as regides iniciais do genoma sdo transcritas e,
portanto, somente certas proteinas precoces sao produzidas, uma das proteinas precoces
e uma repressora dos genes tardios; isto previne a transcricdo até o momento apropriado
(Levinson et al., 1998).

Existem trés processos diferentes que sdo usados para gerar um mRNA

monocistronico’ que codificara uma tnica proteina do genoma viral policistronico™:

e | - mRNA individuais sdo transcritos pelo inicio em muitos pontos de iniciagao
diferentes ao longo do genoma, que ¢ o mesmo mecanismo usado pelas células
eucariodticas e por herpevirus, adenovirus e virus tumorais de RNA e DNA.

e 2 — Nos retrovirus e virus influenza, o genoma ¢ segmentado em multiplos
fragmentos, e cada um codifica para um unico mRNA;

e 3 — N- poliovirus, RNA genomico inteiro ¢ traduzido em um longo polipeptideo, o
qual ¢ entdo clivado por uma protease, nas proteinas especificas (Murray et al.,
1994).

Os virus causam doengas quando transpdem as barreiras protetoras naturais do
organismo, escapam do controle imunoldgico e matam células de um tecido importante
(por exemplo: cérebro) ou deflagram uma resposta imune e inflamatéria destrutiva. A
evolucdo de uma infeccdo viral pode possuir trés tipos potenciais: abortiva ( fracasso da
infec¢do), litica (morte celular) e persistente (sem morte celular), e é determinada pela
natureza da interagdo entre virus e hospedeiro e pela resposta do hospedeiro a
infeccdo. A replicagdo do virus pode iniciar alteragdes nas células, resultando em
citolise ou em alteragdes na aparéncia, propriedades funcionais ou antigénicidade da
célula. Os efeitos sobre a célula podem resultar do controle da sintese macromolecular
assumido pelo virus, do acumulo de proteinas ou particulas virais ou de uma
modificagdo ou ruptura das estruturas celulares (Murray et al., 1994, Levinson et al.,

1998).

 Mono (hum) cistron (unidade fisiolégica do DNA que corresponde & menor porgdo do mesmo, capaz de
codificar uma cadeia polipeptidica completa).
3 Poli (vérios) cistron
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1.6 - Mutacdo Viral

As mutagdes podem ser causadas por substincias quimicas, radiagdes ou virus.
Certos virus , como o virus bacteriano Mu (bacteriéfago mutagénico), causam uma
frequéncia alta de mutagcdes quando seu DNA ¢ inserido no cromossomo bacteriano.
Devido a esse fato, do DNA do virus bacteriano poder ser inserido em muitos sitios
diferentes, mutagdes em varios genes bacterianos podem ocorrer. Essa mutacdes sdao
frameshift ou deleg¢des (Alberts et al., 1997; Murray et al., 1994 ).

As mutacdes no DNA e RNA viral ocorrem, como no caso das bactérias pelo
processo de substituicdo de bases, delecdo e mudanca de fases de leitura. Uma mutacao
¢ uma alteracdo na sequéncia de bases do DNA que normalmente resulta na insercao de
um aminoacido diferente em uma proteina e no aparecimento de um fenotipo alterado.

Essas mutacdes resultam de trés tipos de alteracdes moleculares:

Substitui¢do de bases: ocorre quando uma base ¢ substituida por outra. Acontece no
momento da replicacdo, devido a erros introduzidos pela DNA polimerase, ou a agdo de
um agente mutagénico que altera as partes de hidrogénio de uma fita que esta sendo
utilizada como molde, de tal forma que uma base errada ¢ incorporada. Resulta em
mutagio missense (um coédon’ que simplesmente causa a substituigio por um
aminoacido diferente) ou mutacdo nonsense (um cédon de terminagdo que determina o
final da sintese protéica prematuramente).

Frameshift: ocorre quando um ou mais pares de bases sao adicionados ou deletados, o
que altera a fase de leitura no ribossomo, resultando na incorpora¢do de aminoéacidos

errados a partir deste ponto de mutagdo e na producdo de uma proteina inativa.

Transposicao ou sequéncia de insercdo: tipo de mutagdo que ocorre quando transposi¢ao
ou sequéncia de inser¢ao sdao integradas no DNA. Os novos segmentos de DNA
inseridos podem acarretar profundas mudancas nos genes localizados no ponto de

inserc¢ao e nos genes adjacentes (Murray et al., 1994; Alberts et al., 1997).

* Cada conjunto de 3 nucleotideos que se fazem identificar por suas bases nitrogenadas purinicas ou
pirimidimicas, no RNAm. Cada cédon do RNAm deve ser complementado, depois, por um anticodon de
um RNAt, na ocasido da sintese protéica — fenomeno do codigo genético.
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As mutacdes condicionais’ letais sdo extremamente valiosas na determinacéo da
funcdo dos genes virais. Funcionam normalmente sob condi¢des permissivas, mas
falham ao replicar ou ao expressar um gene mutante sob condig¢des restritivas. Os
mutantes condicionais letais, sensiveis a temperatura expressam seu fendtipo a baixas
temperaturas (permissiva) mas, em altas temperaturas (restritivas), o produto do gene
mutante € inativo. O mutante sensivel a temperatura do virus do sarcoma Rous pode, em
temperaturas permissivas de 37 °C, transformar células normais em células malignas.
Quando as células transformadas crescem em temperaturas restritivas de 41°C, o
fenotipo reverte a aparéncia e comportamento normais. O fendtipo maligno ¢é restaurado
quando a temperatura permissiva ¢ restaurada (Alberts et al., 1997; Murray et al., 1994).

Alguns mutantes por delecdo tem a prioridade incomum de serem particulas
interferentes defectivas. Sdo defectivas porque podem replicar-se, a menos que a fungdo
deletada seja substituida por um virus auxiliar. Esses mutantes também alteram no
crescimento dos virus normais se eles infectarem primeiro e esgotarem as fungdes
celulares necessarias. Estas particulas defectivas podem ter uma fun¢do na recuperagdo
de infecgdes virais, pois podem intervir com a produ¢ao da progénie do virus, limitando
a difusdo dos virus para as outras células (Levinson et al., 1998; Alberts et al., 1997).

Existem dois tipos de mutantes considerados de maior interesse cientifico: as
mutagdes variantes antigénicas, como aquelas que ocorrem freqiientemente com o virus
influenza, que apresentam alteragdes nas proteinas de superficie e, portanto, ndo podem
mais ser inibidos pelos anticorpos pré-existentes no hospedeiro, proporcionando que a
variante cause doenca, enquanto que a linhagem original ndo o faz. O outro tipo sdo os
mutantes resistentes a drogas, que sdo insensiveis as drogas antivirais porque o alvo da
droga, que ¢ uma enzima antiviral, foi modificada (Levinson et al., 1998; Murray et al.,

1994 ).

> A palavra “condicional” indica que a mutagdo é expressa apenas em determinadas condi¢des. As
mutagdes condicionais letais mais importantes sdo sensiveis a temperatura e podem resultar em vacinas
uteis.
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1.7- Recombinacdo Viral

Recombinacdo ¢ um termo utilizado para descrever uma troca de material
genético entre cromossomos, que resulta num rearranjo de genes diferentes do original.
Na recombinag¢do viral, quando dois virus geneticamente distintos infectam uma célula
podem ocorrer trés tipos de fendmenos: recombinacdo, complementacdo ou mistura
fendtipa (Murray ef al., 1994; Levinson et al., 1998; Alberts et al., 1997).

A recombinacdo ¢ a troca de genes entre dois cromossomos baseada no
entrecruzamento dentro de regides com significante homologia de seqiiéncia de bases. A
recombinagdo pode ser facilmente demonstrada para virus que possuem DNA de dupla
fita com material genético e tem sido usada para determinar seu mapa genético.
Entretanto, recombina¢do por virus de RNA ocorre em baixa freqiiéncia. Rearranjo ¢ o
termo usado quando virus com genoma segmentado, como o virus influenza, troca
segmentos, resultando em trocas génicas mais freqiientes do que a recombinagdo. O
rearranjo dos segmentos de RNA do virus influenza estd envolvido nas principais
mudangas antigénicias dos virus responsaveis pelas epidemias recorrentes de influenza.
Com Relacdo ao DNA, uma propriedade importante ¢ sua capacidade de sofrer
rearranjos, que pode variar uma combinagdo particular de genes presentes em um
genoma individual, no momento exato ¢ o nivel de expressdo destes genes. Sao
reconhecidas duas classes de recombina¢do genética, a recombinagdo geral, que ¢ a
troca genética que ocorre entre qualquer par de seqiiéncias homodlogas de DNA e a
recombinagdo sitio-especifica que é a troca que ocorre entre pequenas sequéncias de
nucleotideos especificos (Alberts et al., 1997; Murray et al., 1994; Levinson et al.,
1998).

No caso da complementacdo pode ocorrer quando um ou ambos virus que
infectam a célula apresentam uma mutag¢do que resulta em uma proteina nao-funcional.
O virus que ndo sofreu mutagdo “complementa” o virus mutado produzindo uma
proteina funcional que serve para ambos. A complementagao ¢ um método importante
pelo qual um virus auxiliar permite a replicagdo de virus defectivos. Um exemplo de
complementacdo clinicamente importante ¢ o virus da hepatite B que fornece seu
antigeno de superficie ao virus dele que ¢ defectivo na sua habilidade de produzir sua
propria proteina de capsideo. Este fendmeno ¢ a base para o teste de complementagao,
que pode ser utilizado para determinar como os genes estdo presentes no genoma viral.

O teste ¢ feito para determinar se um virus mutante pode complementar outro virus
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mutante. Se for possivel, as duas mutacdes estdo presentes em genes separados, porque
produzem proteinas complementares diferentes. Se ndo for possivel, as duas mutagdes
estdo no mesmo gene e ambas proteinas sdo funcionais Realizando varios desses testes
com diferentes mutacdes, ¢ possivel determinar os dominios funcionais dos grupos de
complementacdo que correspondem aos genes. Controles apropriados sdo necessarios
para evidenciar os efeitos da recombinacdo (Murray et al., 1994).

A mistura fenotipica ¢ quando o genoma de um virus pode ser recoberto com as
proteinas da superficie de outro virus. Este virus, fenotipicamente misturado, pode
infectar células como determinado pela proteina de revestimento do segundo virus.
Entretanto, a progénie desta infeccao terd proteina de revestimento do tipo do primeiro
virus que ¢ codificada somente pelo material genético do primeiro virus. Podemos citar
como exemplo de mistura fenotipica os pseudotipos, o qual consiste do nucleocapsideo
de um virus e do envelope do outro. Pseudotipos compostos do nucleocapsideo do virus
da estomatite vesicular, que ¢ um rabdovirus e do envelope do virus da
imunodeficiéncia humana — HIV, que ¢ um retrovirus estdo sendo usados para estudar a

resposta imune ao HIV (Murray et al., 1994).
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2.0 - O PAPILOMA VIRUS HUMANO - HPV

2.1- Histoérico

Papiloma virus humano (HPV) ¢ um virus que pertence a categoria papovavirus,
familia papovaviridae. E conhecido e descrito ha milénios por gregos e romanos como
sendo verrugas genitais. Em 1879 chegou-se a relacionar o HPV com a sifilis ou
gonorréia ja que acreditava-se numa etiologia comum para as doengas sexualmente
transmissiveis “veneno venéreo” (Meisels et al., 1981; Pires & Gouvéa, 2001).

Ainda no século XIX, acreditava-se que as lesdes provocadas pelo HPV eram
causadas por irritagdo do epitélio por descargas genitais, sujeira e outros agentes, e esta
idéia foi aceita até o inicio do século XX (Oriel 1971; Pires & Gouvéa, 2001). Nesta
mesma época chegaram a relacionar as verrugas genitais com as ndo-genitais, o que foi
chamada de “teoria unitaria” devido as evidencias histoldgicas de que normalmente
pacientes com verrugas genitais , também apresentavam verrugas ndo genitais. Fizeram
experimentos com extratos de verrugas penianas, onde as mesmas foram inoculadas na
pele de outras areas do corpo, e ocasionaram o desenvolvimento nos sitios inoculados
de verrugas planas ou comuns. Foram estes experimentos que estabeleceram uma
etiologia virdtica para as verrugas, mas sem contestar a “teoria unitaria” e sem levar em
consideracdo a alta frequéncia da transmissdo sexual das verrugas genitais,
diferentemente dos outros tipos de verrugas.

A partir de 1949 a etiologia virética das verrugas ndo genitais foi comprovada
por varios autores através da identificagdo de particulas virdticas esféricas
intranucleares nas camadas mais superficiais de epiderme, com auxilio da microscopia
elétronica. As informagdes eram conflitantes, sendo de etiologia virdtica incerta até que
em 1970, Oriel & Almeida, identificaram particulas viroticas esféricas intranucleares,
semelhantes as da verruga vulgar em 13 dentre 25 verrugas genitais examinadas (Pires
& Gouvea, 2001).

Concluiu-se em 1954, através de estudos epidemioldgicos, que as verrugas eram
doenga venérea de etiologia virdtica, independente das verrugas ndo genitais. Isso foi
possivel devido a observa¢do de que em um periodo de quatro a seis semanas apos 0s

soldados veteranos voltarem da guerra da Coréia e Japao suas mulheres teriam
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aparecido infectadas com as mesmas verrugas penianas que estes apresentavam. (Oriel,
1971; Pires & Gouvéa, 2001).

Em 1978, conseguiu-se definir a presenga de particulas morfologicamente
idénticas ao HPV em células infectadas, a partir do estudo de esfregacos e cortes
histolégicos de lesdes condilomatosas, mas a presenca do HPV s6 ocorreu em 1980
através da identificacdo de antigenos pela técnica peroxidase-antiperoxidase.

Meisels e colaboradores (1981), ao correlacionarem os achados citopatologicos,
colposcopicos e histopatologicos de lesdes condilomatosas da cérvice e vagina de
pacientes com diagnostico citopatoldgico prévio de lesdo condilomatosa, obtiveram uma
discrepancia entre os achados. Foi neste ponto que se descreveu a lesdao da infecg¢ao
subclinica pelo HPV, clinicamente menos evidente que o condiloma acuminado,
portanto, pouco visivel a olho nu e colposcopicamente discreta, mas que
citologicamente exibia as mesmas caracteriscas da lesdo da infec¢@o clinica (Pires &
Gouveéa, 2001).

A identificacio do HPV através de métodos de imuno-histoquimica e
microscopia eletronica ndo elucidou a origem da coilocitose (vacuolizagdo perinuclear
acompanhada de hipercromasia ¢ aumento do volume nuclear), somente demonstrou
relagdo entre os dois (Pires & Gouvéa, 2001).

Atualmente se sabe, que o HPV ¢ um virus com mais de 70 tipos identificados,
alguns responsdveis por verrugas vulgares, outros por verrugas anogenitais e ainda
papilomas da nasofaringe (Murray et al., 1994; Pires & Gouvéa, 2001).

Sabe-se que a infeccao por HPV ¢ capaz de causar infecgdes liticas, cronicas,
latentes e transformadoras, dependendo da célula hospedeira. Pode causar doengas
como o cancer de colo de utero, cancer de pénis, cancer de pele, papiloma escamoso do

esofago além de ser uma porta aberta para infecg¢ao pelo virus HIV.
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2.2 - Caracteristicas Biologicas do HPV

A caracteristica mais especifica do HPV é que o genoma viral é preservado
como DNA epissomal, que nao ¢ integrado ao genoma hdspede, na maioria dos tumores
benignos de HPV. A capacidade epissomal torna o HPV um vetor de terapia genética,
um vetor que ja foi testado em camundongos e pode ser experimentado em humanos. A
infecgdo subclinica por papilomavirus ¢ o tipo de HPV que aparenta ser menos
prejudicial, porém o que apresenta o pior prognoéstico (Pires & Gouvéa, 2001).

Verrugas planas invisiveis macroscopicamente freqiientemente podem se tornar
neoplésicas, costumam surgir na mucosa genital ou na superficie da pele e nos casos de
tumores malignos de HPV, constantemente detecta-se que o DNA viral estd integrado
(Carvalho et al., 2000).

Uma verruga ou tumoracdo benigna, ¢ a manifestacdo patologica da infecgao por
HPV. Essas manifestagdes as vezes progridem para uma condi¢cdo maligna, portanto, o
HPV ¢é um bom modelo para o estudo da progressdo de tumores. Os virions do HPV
infectam as células epidérmicas germinais na camada celular basal. Essas células nao
permitem a replicacio do HPV. A medida que as células germinais se dividem e se
deslocam para a superficie, elas disseminam o virus a todas as células irmas. Essas
células se transformam e proliferam de forma displasica. Essa camada celular fica mais
grossa ¢ cada célula passa a ficar vacuolizada, tomando uma aparéncia classica de
verruga, porém, a aparéncia de uma verruga deve-se a proliferagdo de células, e nao a
destruicao de células (Neto, 1999).

A medida que as células infectadas passam por um processo de diferenciagio e
ceratinizagdo, elas permitem a replicagdo viral. Os virions infectivos sdo agrupados e
liberados por essas células. Os virions podem reinfectar as células adjacentes, razao pela
qual as verrugas serem contagiosas e aparecerem agrupadas. Se vdrias células basais
diferentes, proéximas umas das outras, sdo infectadas, suas colonias em sobreposi¢ao

adquirirdo a aparéncia de uma verruga em forma de couve-flor (Neto, 1999).
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2.3 - Epidemiologia e formas de infeccdo pelo HPV

Atualmente, a infec¢do genital pelo papilomavirus humano (HPV) ¢ a doenga
sexualmente transmissivel (DST) viral mais freqiiente na populagdo sexualmente ativa
(Carvalho et al., 2000).

O HPV resiste a inativagdo e pode ser transmitido sexualmente, e raramente até
através de fomites®. A eliminacio assintomatica do virus pode promover a sua
transmissdo. As infeccdes por HPV sdo transmitidas por contato direto e adquiridas
através de pequenas solucdes de continuidade da pele ou mucosa. Pode ocorrer
inoculagdo durante a relacdo sexual, durante passagem do recém-nascido por um canal
do parto infectado ou em conseqiiéncia da mastigacao de verrugas, o que normalmente,
¢ um habito infantil (Murray et al., 1994; Levinson et al., 1998).

As verrugas comuns, plantares e planas sdo mais comuns em criancas e adultos
jovens. A menor incidéncia observada em adultos pode resultar da imunidade adquirida.
Ocorrem papilomas laringeos em criangas de baixa idade e adultos de meia-idade
(Carvalho et al., 2000).

Os papilomas orais e solitarios constituem os tumores epiteliais mais benignos
da cavidade oral, sdo pediculados, com uma haste fibrovascular, e sua superficie
geralmente possui aspecto papilar rugoso. Podem ocorrer em individuos de qualquer
grupo etario; em geral, sdo solitarios e raramente sofrem recidiva apds excisdo cirurgica.
Os papilomas laringeos estdo comumente associados aos HPV-6 e HPV-11 e constituem
os tumores epiteliais mais comuns da laringe. Entretanto, a papilomatose laringea ¢
geralmente considerada uma condig@o potencialmente fatal em criangas, devido ao risco
de obstrucdo das vias aéreas pelos papilomas. Em certas ocasides, os papilomas podem
estender-se pela traquéia e atingir os bronquios (Murray et al., 1994; Carvalho et al.,

2000).

% Objetos de qualquer natureza e substincias ou materiais ndo alimenticios que servem para promover
contagio de uma doenca infecto-contagiosa. Compreende desde diminutas particulas de saliva “goticulas
Flugge” ou material das vias aéreas expelidas pelo doente ao falar, tossir, expirrar, até roupas intimas,
toalhas de banho de uso comum contaminados pelo contato dos infectados.
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2.4 - Estrutura, Replicacdo e Genoma Viral

O virus papiloma humano possui um genoma de DNA de cadeia dupla
combinado com histonas’, formando um complexo semelhante a um cromossoma,
contido num capsideo externo de proteina virotica. Esse capsideo ¢ formado por 72
subunidades (capsdmeros), com arranjo icosaédrico, sendo por este motivo, de
aparéncia esférica a microscopia eletronica (Pires & Gouvéa, 2001).

O capsideo icosaédrico dos HPV mede 50 a 55 nm de didmetro e consiste em
duas proteinas estruturais, que formam os 72 capsomeros. O genoma do HPV ¢ circular
e constitiido de 7.800 a 8.000 pares de bases (Pires & Gouvéa, 2001).

O HPV ¢ constituido por dois tipos de proteina estrutural: L1 (proteina maior),
que ¢ género-especifica, sendo sua presenca correlacionada a presenga de HPV intacto
nos tecidos, que serve como medidor indireto de infectividade e L2 (proteina menor),
que ¢ altamente tipo-especifica (Lorincz et al., 1992).

O genoma do virus ¢ constituido por dois segmentos principais, sendo cada um
desses segmentos constituidos por uma série de regides ou ORFs (“opening reading
frames”) que codificam as proteinas virais. O segmento E (“early”) que representa 45%
do genoma, ¢ constituido por oito ORFs e codifica proteinas relacionadas com
replicagdo e controle do genoma. O segmento L (“late”) que representa 40% do genoma
¢ responsavel por codificar as proteinas estruturais do capsideo do virus. Entre os
segmentos L e E existe um outro segmento que representa 15% do genoma, que contém
elementos regulatorios (Lorincz et al., 1992).

O DNA do HPV codifica sete ou oito genes precoces (E1 a E8), dependendo do
virus, e dois genes tardios ou estruturais (L1 e L2), e também uma origem de transcri¢do
e replicagdo, todos localizados em um filamento positivo, conforme mostra figura 3

(Lorincz et al., 1992).

7 (histos) tecidos; (ona) aumentativo. O DNA eucariotico é replicado nio como um DNA nu, mas como
uma cromatina, onde o DNA ¢é complexado a proteinas firmemente ligadas, denominadas histonas, que
formam estruturas em forma de disco em torno das quais 0 DNA ¢ enrolado, criando o nucleossomo.
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Figura 3 : genoma do papiloma virus humano. E1 a E7 e L1 e L2 correspondem aos

genes precoces e genes tardios, respectivamente.

Fonte: Link Internet (UCT Departament of Medical Microbiology University of Cape Town)

A replicacao do HPV, como visto nos virus em geral, depende do equipamento
transcricional da célula hospedeira. O virus permanece latente na forma de plasmidio na
camada basal de células, porém replica-se nas células epiteliais em diferenciagdo da
pele ou mucosa. Os fatores nucleares especificos expressos nas diferentes camadas e
tipos de pele e mucosa controlam a transcricdo dos genes virais e a replicagdo dos

genomas (Murray ef al., 1994; Pires & Gouvéa, 2001).
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Em funcao do fato do virus depender inteiramente do maquinario biologico da
célula do hospedeiro para se replicar, ocorre replicacdo epissomal junto com o DNA da
célula basal mitoticamente ativa. A replicacdo viral depende do estagio de diferenciagdo
das células epiteliais, onde é persistente na camada basal e ativa nos ceratindcitos®
diferenciados, ou seja, a replicacdo dos virus correlaciona-se com a expressao de
queratinas especificas (Carvalho et al., 2000; Murray ef al., 1994) .

Com a migragdo da célula para a superficie, cessa a multiplicagdo celular mas
ndo a do HPV, sendo produzidas milhares de copias por célula. Os genes tardios (“late”)
sdo expressos nas células escamosas maduras, ¢ ¢ nelas que se dd a formagdo de
particulas virais completas (HPV-DNA e proteinas do capsideo). E isso que forma o
vacuolo do coildcito (producdo e saida do virus com destrui¢dao do citoesqueleto) (Pires
& Gouvea, 2001).

Na fase inicial, conhecida com fase de inoculag¢do, o virus penetra no novo
hospedeiro através de microtraumatismos. Os virions entdo progridem até a camada
basal, atravessando a membrana citoplasmatica. O genoma viral € transportado para o
nucleo, onde ¢ traduzido e transcrito. Duas classes de proteinas sdo codificadas:
proteinas transformadoras, que induzem fungdes na célula hospedeira, e proteinas
reguladoras, que controlam a expressao dos genes virais (Carvalho et al., 2000).

Na segunda fase, acontece o periodo de incubagdo. O periodo de incubagao do
condiloma acuminado varia de 2-3 semanas a 8 meses e parece estar relacionado com a
competéncia imunoldgica individual. Questiona-se se o grau de infectividade estaria
relacionado ao tempo de duracdo ou ao tipo de lesdo — carga viral, ou seja o tipo do
HPV (Carvalho et al., 2000).

A terceira fase, ¢ conhecida como fase precoce, onde trés meses apos o
surgimento das primeiras lesdes, tem inicio uma resposta imune adquirida que pode
conter a infeccdo (regressao) ou ser insuficiente para elimind-la, que ¢ a fase de
expressao ativa (Carvalho et al., 2000).

Na maioria dos carcinomas, 0 HPV-DNA de alto risco est4 integrado no genoma
celular. Esta integragdo ocorre em sitios frageis do genoma celular de forma randémica,
mas consistentemente resulta na desrup¢do da regiao E1/E2, com resultante diminui¢ao
da transcricdo de E2. Uma vez que o produto deste gene reprime a expressdao dos

oncogenes E6 e E7, passa a haver superproducdo dos mesmos. Como a integragdo

¥ Células que podem produzir queratina.
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interrompe o genoma viral, a produg¢do de particulas virais completa ndo ocorre
(Howard & Burnett, 1990).

O produto do gene E6 destrdi o produto do anti-oncogene p53 e também inibe a
expressdo aumentada do gene p53 que € supressor de tumores € que ocorre usualmente
apo6s agressao celular. Desta forma, afirma-se que, a infec¢ao por HPV pode promover
divisao celular descontrolada e o desenvolvimento de mutagdes somaticas herdaveis, ou
seja, a degeneracdo da proteina p53 resulta no bloqueio das respostas celulares aos
danos sofridos pelo DNA (figura 4), permitindo assim a acumulacdo de alteracdes

genéticas e a criagdo de um gendtipo maligno (Howard & Burnett,1990).
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Figura 4 : mecanismo do gene p53 em uma célula hospedeira. A proteina E6 liga-se a proteina p53.

Fonte: Link Internet (UCT Departament of Medical Microbiology University of Cape Town)

Igualmente, o produto da proteina E7 do HPV combina-se com o produto do
gene retinoblastoma (Rb) supressor de tumores (figura 5) e pode causar depressao ainda
maior nas defesas contra o desenvolvimento de malignidade. O produto do gene E7 se
liga ao produto do gene supressor de tumor Rb, e interage com ciclinas e outras

proteinas envolvidas na regulacao do ciclo celular (Silverberg, 1997).
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Figura 5: Proteina E7 do HPV interagindo com o gene retinoblastoma

Fonte: Link Internet (UCT Departament of Medical Microbiology University of Cape Town)

2.5 - Classificacdo e Tipos de HPV

A classificagdo dos HPVs baseia-se em sua relagdo do DNA, ou seja, ja que
estes virus ndo podem crescer facilmente em cultura de tecido. Com base na homologia
de seqiiéncia exibida por diferentes HPV, foram identificados pelo menos 70 tipos com
gendtipos diferenciados, onde cada gendtipo ¢ considerado unico se a hibridizagdo de
fase liquida de seu DNA digerido demonstra ter um nivel de homologia menor que 50%
com outros genotipos de HPV (Coordenagdo Nacional de DST, 1999; Halbe, 2000).

Sua classificacdo estd distribuida em grupos cutaneos, que infecta a pele e
grupos mucosos que infectam as regides urogenitais € bucorespiratorias. Um subgrupo
dos HPVs cutaneos ¢ responsavel pelas verrugas encontradas nas extremidades de
pessoas sadias, um niimero maior de tipos conhecidos de HPV constitui um subgrupo
que somente pode ser isolado da pele de pessoas com comprometimento imunologico.
Os HPVs mucosotropicos geralmente sdo encontrados exclusivamente nos locais
urogenitais ou bucorespiratérios (Murray ef al., 1994).

Na argumentagdo taxondmica pretende-se com os agrupamentos mostrar que a

principal base para eles ¢ andlise filogenética das seqiiéncias de codificacdo L1.
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Distribuidos em grupos, o grupo F, compreende os diversos tipos de HPVs que nao
podem ser classificados satisfatoriamente na estrutura filogenética até o momento. As
sequéncias cutaneas foram colocadas em grupos conforme suas propriedades fenotipicas
(Bernard et al., 1994).

Recentes estudos discutem as extensdes as quais as relagdes filogenéticas
coincidem de alguma forma com as observagdes clinicas fenotipicas (Villiers, 1994).

O grupo A consiste dos tipos de papiloma virus 16, 31, 33, 35, 35h, 52, 58 e 67,
um subconjunto de virus anogenitais de “alto risco e risco intermedidrio” conforme
classificado por Lorincz e colaboradores (1994). Os estudos e pesquisas de Lorincz
utilizaram testes de 15 tipos de HPV anogenitais. Os dados obtidos foram utilizados
para se determinar o potencial carcinogénico de cada um dos 15 tipos de HPV
estudados. O HPV-16, o tnico tipo de “alto risco” neste grupo, ¢ predominantemente
associado com o cancer invasivo. A hibridizac¢ao positiva para o DNA HPV-16 ocorreu
em 47% de todos os canceres invasivos, 47% das lesdes de alto grau (CIN II ou III) e
16% das lesdes de baixo grau (CIN I ou condiloma). Risco intermediario de espécies de
HPV 31, 33, 35, 35H, 52 e 58, sdo os mais prevalecentes nas lesdes da auto grau
intraepitelial, e, diferentemente do HPV-16, sdo menos predominantes em canceres
invasivos. Varios estudos japoneses indicam que a predominancia dos tipos HPV-52 e
HPV-58 em carcinomas cervicais invasivos ¢ maior do que o reportado nos estudos
americanos (Villers, 1994).

Os virus do grupo A infectam predominantemente os tecidos cervicais € outros
locais anogenitais: a vulva, a vagina, o pénis, o perineo ¢ o anus. Além destes locais, o
HPV-16 tem sido mais freqlientemente detectado em carcinomas da cavidade oral,
laringe, e menos freqiientemente em lesdes da pele (Lorincz et al., 1994).

Seqiiéncias gendmicas completas sdo disponiveis em todos os membros do
grupo A, exceto o HPV-67, que foi seqiienciado apenas sobre a regido de L1. Das
seqiiéncias deste grupo, o HPV-35 e HPV-35h sdo variante e HPV-33 e HPV-58 sao
tipos proximos — seqiiéncias que qualificam tipos distintos pelo critério de dez porcento
de similaridade no nivel nucleotideo, mas entre as quais a maioria das diferencas sdo
despercebidas, causando uma visdao de nenhuma diferenca no nivel de aminoacidos
(Lorincz et al., 1994).

Os HPVs detectados até o momento estdo classificados em subtipos de baixo e
alto risco, que estdo associados a condiloma acuminado e carcinoma invasor,

respectivamente, conforme mostrado resumidamente no quadro 3.
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Quadro 3 — Classificacdo e tipos de HPV

Tipos de HPV Local de Patologia Tipos de Lesao

1,4 Palma da mao e planta do pé Verrugas palmares/plantares

2 Extremidades Verrugas comuns

superiores/inferiores

3,10 Maos e rosto Verrugas planares

7 Mao Verrugas de Butcher

5,8,9,12,14,15,17, Testa, bracos ¢ tronco Verrugas e cancer de pele em

19-29,36-38 pacientes com

19-29,36-38 comprometimento
imunologico
e epidermodisplasia
verruciforme

6,11 Urogenital, anal Condilomas acuminados

16,18,30,31,33,35,
39,41-45,51-59,61
62,64,68

13,32

30,40

ororrespiratorio
Urogenital, anal e

ororrespiratorio

Cavidade bucal

Laringe

Displasia e cancer invasivo

Hiperplasia

Cancer

Fonte: (Carvalho et al., 2000)

Os subtipos de HPVs de baixo risco sdo os 6, 11, 42, 43 e 44, e o subtipo de
médio e alto risco sdo os 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,59 e 68.
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2.6 - Métodos de Deteccdo do HPV

A infeccdo do HPV se desenvolve de modo silencioso. Um estudo do National
Istitute of Allergy and Infected Diseases (NIAD), nos Estados Unidos, demonstrou que
cerca de metade das pessoas infectadas ndo apresentam nenhum sintoma e, por isso, ndo
procuram tratamento e continuam espalhando o virus por meio dos contatos sexuais
(Viana & Martins, 1998).

A Unica forma visivel deste virus sdo as verrugas que aparecem nas regides
genitais dos homens e mulheres, no entanto, como o virus pode se manifestar de trés
formas: clinica, subclinica e latente, somente os tipos mais suaves de HPV
desenvolvem sintomas, sendo que, aqueles que atuam de maneira mais secreta, sdo os

que podem produzir problemas mais sérios (Oliveira, 1994).

2.6.1 - Papanicolau, colposcopia e peniscopia

O método mais simples de detecg¢ao de infecgao genital por HPV ¢ a observagao
das verrugas genitais a olho nu. Entretanto, estima-se que apenas 5% das pessoas
infectadas apresentam condilomas tipicos, outros 10% das pessoas infectadas somente
sdo identificadas através de exame clinico, utilizando uma técnica que expde lesdes de
cor aceto-branco. Essa técnica consiste em cobrir com gaze saturada com uma solugao
de 5% de acido acético a area genital durante 3 a 5 minutos, e depois examinar a area
sob magnificacdo, no caso o colposcopico, com aumento de 9 a 16x. Esse exame, no
caso das mulheres ¢ feito por um ginecologista e ¢ o chamado colposcopia. No caso dos
homens ¢ feito por um urologista e ¢ chamado peniscopia, devendo ser realizado
normalmente apds resultado de exame papanicolau da parceira sexual com indicativo de
virose inespecifica (Silverberg, 1997; Pires & Gouvéa 2001; Carvalho et al., 2000).

A aplicagdo de 4cido acético resulta num nitido contraste entre o tecido normal e
o tecido anormal; o tecido anormal toma uma tonalidade esbranquigada, bem
demarcada. As verrugas planas de cor branco-acético compdem mais de um terco dos
casos de infecgdes penianas detectaveis por HPV, as quais, ao contrario dos
condilomatas facilmente visiveis, contém tipos de HPV de alto risco. Essa simples
técnica de consultério pode detectar lesdes invisiveis que abrigam tipos oncogénicos de

HPV (Silverberg, 1997; Pires & Gouvéa, 2001).

32



ApOs a colposcopia, comprovada a presenca do HPV, deve-se partir para outras
técnicas de deteccdo onde serd determinado o tipo de HPV infectante. Considera-se que
a coilocitose’ observada no exame histologico dessas lesdes é patognomonica'® da
infecgdo por virus HPV. Os coilécitos estdo presentes nas infecgdes por HPV onde as
particulas virais se encontram em processo de agrupamento, € normalmente encontram-
se em lesOes clinicamente aparente (Silverberg, 1997).

O azul de toluidina, ¢ um corante vital que se fixa em regides ricas em DNA,
também pode ser utilizado com o objetivo de aumentar a sensibilidade do método. As
lesdes tipicas ou suspeitas devem ser biopsiadas e submetidas a exame microscopico.
Podem ser empregadas técnicas de biologia molecular que aumentam a especificidade

do diagnoéstico e permitem tipagem do HPV (Carvalho ef al., 2000).

2.6.2 - Tecnica de Imunohistoguimica

A imunohistoquimica pode detectar o revestimento protéico das particulas virais
que se encontram nessas lesdes, ao contrario das displasias de alto grau e os carcinomas
invasivos que precisam de coildcitos. O DNA de HPV pode estar presente nessas lesoes,
mas a atividade de transcriptase talvez ndo resulte na produgdo de virions, que sao
detectaveis através de microscopia de luz ou imunohistoquimica (Carvalho et al.,
2000).

O método ideal de detecgdo do HPV deve se basear na presenca de DNA de
HPV, ja que o virus ndo precisa estar intacto para induzir a doenca. A deteccdo
molecular inicial de DNA de HPV foi efetuada através do uso de técnicas de
hibridizacdo de 4cido nucléico, como a hibridizacdo Southern (ou blotting). Esse foi o
método original de primeira escolha para a deteccdo de DNA de HPV, devido a seu
elevado grau de especificidade e sensibilidade. Esse método permite uma diferenciagao

precisa dos diferentes tipos de HPV (Helberg , 1994 ).

? Alteragio celular causada por virus. A coilocitose observada na infecgdo por HPV indicativa de infecgio
ativa, apresenta-se como grandes cavidades que tomam quase totalmente o citoplasma da célula afetada.
O coilécito verdadeiro tem trés caracteristicas: atipia nuclear, extenso halo peri-nuclear e espessamento
das bordas deste vacuolo.

10 Sinal caracteristico especifico para determinada doenga.
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2.6.3 - Técnica Southern blotting

A técnica “Southern blotting” ¢ a mais sensivel e especifica, considerada o
“padrao ouro”. Em experimentos cientificos, fragmentos celulares individuais sao
gerados por uma técnica de restricdo através de digestdo enzimadtica, separados em gel
por eletroforese e transferidos a um filtro inerte. De acordo com os tamanhos dos
fragmentos, tipos especificos de HPV sdo reconhecidos apos hibridizagdo com sonda
radioativa ou biotinilada. Nesta técnica , o DNA total ¢ imobilizado em um suporte
inerte por aplicagdo direta. Pode-se quantificar o DNA acuradamente e multiplas
amostras podem ser examinadas usando-se dispositivo de multipla filtragem. A
principal desvantagem ¢ que se analisa o DNA total, e ndo fragmentos digeridos por
restri¢ao por endonucleases — ndo ha como distinguir hibridizagdes cruzadas com outros

acidos nucléicos presentes na amostra (Helberg , 1994 ).

2.6.4 - Tecnica de Hibridizacdo “in situ”

Através de uma técnica modificada, conhecida como hibridiza¢dao in situ, ¢
possivel se identificar DNA de HPV nas células, com a garantia de que o HPV
detectado ndo é um contaminante extracelular que se encontra na superficie epitelial. E
uma técnica executada em fragmentos de tecidos, e permite um alto grau de localizagdo
espacial, nesse método sondas virais sdo acopladas a biotina ou digoxigenina em vez de
um radioisotopo como fosforo radioativo. A molécula de biotina ¢ entdo detectada por
uma série de reagdes citoquimicas que resultam na ligagdo de um complexo enzimatico
(avidina-peroxidase). A enzima pode ser visualizada devido a sua habilidade em
converter um substrato incolor em um pigmento insoliivel marrom no sitio da formagao
do hibrido. E realizada em material j4 biopsiado em bloco de parafina e detecta a
presenca de virus na lesdo retirada, sendo utilizado, portanto como método de escolha
para confirmacao da histologia. Entretanto, a sensibilidade do exame ¢ sacrificada com
essa técnica porque o DNA do virus estd presente apenas em pequenas quantidades em
cada célula, ao invés de encontrar-se isolado e concentrado como no caso do Southern

blotting (Helberg, 1994 ).
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2.6.5 - Tecnica de Captura hibrida

Captura hibrida ¢ uma técnica que detecta uma seqiiéncia viral em meio a até dez
células, podendo ser utilizada para identificar a presenga de um virus na lesao, ou, caso
a lesdo ja tenha sido extirpada, verificar se persistem virus na mucosa (Pires & Gouvéa,
2001).

O sistema de captura hibrida ¢ um teste que usa como sonda ou explorador
seqliéncias de RNA que sao hibridizaveis com alvos DNA provenientes da desnaturagao
(separacdo das duas cadeias) do DNA viral. Todo o genoma do virus ¢ alvo rotineiro de
escolha, e exploradores RNA de cadeia unica sdo utilizados para hibridizar eficazmente
todos os 8.000 nucleotideos do genoma HPV-DNA. A sensibilidade do teste deriva de
varios fatores. Os hibridos RNA-DNA sao mais estaveis do que os hibridos DNA-DNA,
e o uso de exploradores RNA de cadeia unica evita reagdes colaterais indesejaveis,
como reanelamento (Pires & Gouvéa, 2001).

Fonte adicional de sensibilidade ¢ o uso de anticorpos RNA-DNA, que sdo
conjugados com multiplas moléculas de fosfatase alcalina. Este conjugados reconhecem
porcdes curtas do hibrido RNA-DNA de maneira especifica e independente de
seqiiéncia, de modo que milhares de conjugados podem revestir um tinico hibrido RNA-
DNA. Cada enzima fosfatase alcalina imobilizada reage com numerosas moléculas do
substrato dioxetano quimioluminescente por minuto, produzindo um fluxo estavel de
fotons que sao contados em um tubo fotomultiplicador de um luminémetro (Carvalho et
al., 2000).

A intensidade de luz emitida é proporcional a quantidade de DNA-alvo no
espécime, e geralmente ¢ expressa como uma proporcao do sinal em relagao ao controle

positivo (Helberg., 1994 ).

2.6.6 - Tecnica Reacdo em Cadeia de Polimerase

Polimerase Chaining Reaction (PCR) ¢ a aplicagdo da mais recente técnica
bioldgica molecular com diagnostico de precisdo para o HPV. Com essa técnica,
segmentos de DNA podem ser amplificados at¢ um milhdo de vezes em questio de
horas, transformando mintisculas quantidades de DNA de HPV em quantidades que

podem ser facilmente detectaveis. Além da sua maior simplicidade em comparacdo ao
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“Southern blotting”, a PCR tem o beneficio de uma sensibilidade sem paralelo na
detec¢io do HPV com quase a mesma especificidade. E uma técnica desenhada para
detectar um unico tipo especifico de HPV ou até 25 tipos diferentes em uma reagdo, o

que pode acelerar em muito as buscas de HPV (Helberg , 1994 ).

3.0 - Relacdo Exitente entre o HPV e as doencas

Com base nos postulados de Koch'', h4 relagdo etiologica entre um agente
infeccioso € uma doenga especifica quando certos critérios sdo preenchidos e o HPV
ndo ¢ capaz de satifazer todos os postulados de Koch porque ndo pode se multiplicar em
cultura. A maior parte das evidéncias de que o HPV ¢ um agente etioldgico do cancer
humano envolve a detec¢do de HPV em tumores. Outras evidéncias que sustentam a
idéia da oncogenicidade do HPV provém de experimentos moleculares e celulares que
mostram as capacidades de transformacao do virus (Pires & Gouvéa, 2001).

Estudos de transformacao demonstraram que a inser¢ao de um genoma completo
de HPV-16 induzia transformac¢do maligna em fibroblastos de roedores. Dessa mesma
forma, a transfeccdo de DNA de HPV 16 ou 18, em células epiteliais humanos do colo
uterino e em ceratindcitos de prepucio neonatal, conferiu imortalizagdo, o contrario nao
ocorreu com o DNA de HPV 6 de baixo risco (Murray et al., 1994).

A transfeccao de DNA de HPV em enxertos teciduais humanos transformou de
forma confidvel alguns tecidos (colo uterino, 100%; prepucio, 100%; cordas vocais,
88%:; uretra, 73%), mas outros tecidos nao foram tdo sensiveis ao HPV (esofago, 37%;
bexiga, 0%; pele abdominal, 0%) (Carvalho et al., 2000).

ORFs, molduras abertas de leitura, E6 e E7 foram necessarias para a
transformagdo de células humanas, mas apenas quando colhidas de HPVs de tipo 16 e
18; E6 e E7 de HPV 6 e 11 foram pouco ou nada transformadores (Silverberg, 1997).

Os tipos de HPV 6 e 11 sdo encontrados em condilomas benignos. Essas lesdes
sao normalmente autolimitantes, exceto nos raros casos de conversao para tumores
malignos (carcinomas verrucosos). HPV 16, 18 e 31 sdo freqiientemente encontrados

em neoplasias intra-epiteliais cervicais e cénceres invasivos'>. Entre estes, o tipo 18

' Bacteriologista alemio Roberto Koch — estudo dos bacilos da tuberculose (bacilos de Koch 1843-
1910).

12 Fase em que o cancer invade outras camadas celulares do 6rgio e ganha a capacidade de se disseminar
para outras parte do corpo.
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parece ser o que mais se relaciona as lesdes de alto grau e esta associado a uma maior

rapidez de transicdo ao carcinoma (Howard et al., 1990; Halbe, 2000).

3.1 - HPV e o cancer de colo uterino

O diagnostico das formas clinicas de infec¢do pelo HPV ¢ simples. Os
condilomas acuminados (o termo kondylos deriva do grego e quer dizer excrescéncia
carnosa, tumor) dos orgdos genitais externos siao bem conhecidos e transmitidos
sexualmente (Pires & Gouvéa, 2001).

O aspecto macroscopico dos condilomas ¢ de neoformagdes sésseis, papilares,
multiplas, cobertas por epitélio queratdtico. Localizam-se nas d4rea umidas,
particularmente naquelas expostas ao atrito durante o coito (Carvalho et al., 2000).

O condiloma acuminado ¢ mais freqiientemente encontrado na forma de
excrescéncia papilar Unica ou multipla. Alguma variedades tem longas projecdes
digiformes com algas capilares. Clinica e colposcOpicamente se assemelham aquelas do
cancer invasivo, exceto pelo seu tamanho e distribui¢do regular (Muto, 1998).

Apo6s aplicacdo de acido acético, a maioria das verrugas embranquece, € seus
vasos tornam-se menos proeminentes. O teste de Schiller ¢ particularmente util na
diferenciag¢do de verrugas acuminadas e cancer (Carvalho et al., 2000).

A atragdo da solugdo de lugol pelas verrugas acuminadas ¢ muitas vezes parcial
e focal, enquanto o cancer exofitico’” ¢ uniformemente iodo-negativo. As verrugas
exofiticas podem crescer em qualquer lugar do epitélio maduro da zona de
transformagdo ou na jungdo escamocolunar (JEC). Além disso podem coexistir com
lesdes planas dentro da zona de transformagao ou mesmo crescer dentro delas. Verrugas
acuminadas estdo invariavelmente associadas a infeccao por HPV 6 e 11 (Carvalho et

al., 2000).

'3 Cancer que se projeta para fora.
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A infeccdo subclinica ¢ a forma mais freqiiente de infeccdo pelo HPV no colo
uterino e diagnosticada apenas com o uso do colposcopio apds aplicagdo de acido
acético a 5%. No trato genital inferior pode estar associada a neoplasia intra-epitelial, e
histologicamente podem ser encontradas em presenga de neoplasia intra-epitelial com
evidéncias de infec¢do por HPV superpostas e presenga contemporanea, em dareas
separadas mas contiguas, de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) e de infec¢do pelo
HPV (Silverberg, 1997).

A mulher pode se infectar com os tipos de HPV de baixo risco, esses tipos
muitas vezes sdao remissivos, podendo desaparecer espontaneamente apos alguns meses.
Outro destino, apesar de raro, ¢ a transformagdo direta para neoplasia sem passar pela
fase produtiva ou latente. Os organismos que desenvolvem infec¢do recidivante que nao
melhoram espontaneamente podem ter doenga persistente por longo periodo ou, no caso
dos infectados pelos grupos de alto risco, progressao para NIC (neoplasia intra-epitelial
escamosa) de alto grau e cancer.

Quando uma lesdo progride de baixo para alto grau, ocorre alteragdo na relagao
infec¢do-hospedeiro, e o virus da forma epissomal (circular) passa para linear e se
incorpora ao DNA da célula epitelial. Nesse processo estdo envolvidas as proteinas El e
E2 ORF, que se separam, permitindo o aumento das proteinas E6 e E7, levando a
transformagdo neoplasica (inibindo o antioncogene p53) mantendo o virus em seu
estado linear incorporado (Silverberg, 1997).

Enquanto ocorrem essas mudancas em nivel molecular, no nivel morfoldgico
também ha alteragdes. A principal delas, e que parece ser marcador altamente preditivo
de transformac¢do neopldasica, ¢ a aneuploidia, geralmente acompanhada de aumento na
atividade mitotica das células (Murray et al., 1994).

Resumindo, o HPV parece ser a causa central do cancer cervical. Fatores
hormonais parecem interagir com o HPV na progressdo de infec¢do autocontrolada
para neoplasica. O que parece ser relevante, e tem sido investigado com muito cuidado
sdo fatores como idade precoce e talvez alguma outra circunstincia na época da
gravidez ou uso de contraceptivo oral. J4 a imunossupressdo constitui fator de risco
super importante muitas vezes isoladamente (Carvalho et al., 2000).

Quanto mais precoce a exposi¢do ao HPV, maior o risco de desenvolver lesdo.
Também a ordem em que a infec¢do ocorre pode ser importante. Assim, HPV de baixo

risco poderia conferir imunidade para infec¢des subsequentes por HPV de alto risco.
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O tipo, carga viral e a deteccdo persistente do HPV sdo compeendidos como
marcadores importantes para o risco de progressdo para cancer invasivo. Lesdes por
HPV 16 possuem risco significativamente aumentado para progressdo quando
comparadas com infec¢des por HPV de baixo risco, 6 ¢ 11. Quando a doenca
precurssora de alto grau (NIC II/IIT) ocorre com HPV de alto risco, isso acontece em
curto periodo de tempo (dentro de um ou dois anos). A taxa de regressdo em pacientes
com esfregacos repetidamente anormais ¢ menos comum (Carvalho et al., 2000; Viana

& Martins, 1998).

3.2 - HPV e o cancer de pénis

As lesdes causadas pelo HPV, no homem, podem afetar o trato geniturinério
desde a genitdlia externa até o trato urindrio superior e a regido perianal. Entretanto,
concentra-se mais freqlientemente no pénis. Geralmente sua localizagdo ¢ no prepucio
interno, corpo, glande e escroto (Carvalho et al., 2000; Pires & Gouvéa).

A uretra ¢ um reservatorio natural para o HPV. A infeccdo uretal ocorre mais
freqiientemente nos 2 cm distais, incluindo a fossa navicular. Pode apresentar-se
clinicamente como macula ou verruga que se exterioriza pelo meato. Estudos de
citologia uretal e biologia molecular em homens cujas parceiras apresentam NIC ou
infeccdo pelo HPV revelam prevaléncia de 9% a 21% (Carvalho ef al., 2000)

Virios estudos apontam uma associagdo de cancer de pénis com o HPV, em
especial o tipo 16, em 30% a 50% dos casos. O cancer de pénis ¢ uma neoplasia rara em
nacgoes desenvolvidas, correspondendo a cerca de 0,4% dos tumores do homem em
paises da Europa e da América do Norte. Nos paises em desenvolvimento, essa
incidéncia chega ao surpreendente indice de 12% (Uganda). No Brasil, as cifras
estimadas variam de 1% a 4% nas regides Sul e Sudeste e de 5% a 16% no Norte e

Nordeste (Carvalho et al., 2000).

3.3 - HPV e o cancer de pele

Os HPVs podem desativar as defesas naturais contra certos tipos de cancer de
pele causados por radiacao ultravioleta (UV) (Carvalho ef al., 2000; Pires & Gouvéa).

Recentemente, Alan Storey e sua equipe, do Laboratério de Tumor de Pele do
Fundo Imperial de Pesquisa de Cancer, em Londres, Reino Unido, descobriram que o

HPYV age para prevenir a apoptose, que ¢ um mecanismo de morte celular programada.
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Um tipo de suicidio celular usado pelas células quando estas ficam sem reparo (Pires &
Gouvéa, 2001).

Uma proteina conhecida como Bak normalmente atua como um alarme no
mecanismo protetor de células normais. Quando uma célula da pele fica muito
danificada para continuar trabalhando adequadamente, geralmente devido a radiacao
UVB, a proteina Bak alerta a célula enviando comandos para prosseguir com a morte
celular programada — apoptose. Matando a si mesma, a célula previne quaisquer
alteracdes danosas futuras que, depois, podem fazer com que ela se torne cancerosa
(Carvalho et al., 2000; Pires & Gouvéa).

Uma proteina produzida pelo HPV causa destrui¢ao da proteina Bak em células
da pele, fazendo com que ndo consigam morrer para evitar que se tornem um cancer.
Este mecanismo acaba por explicar como o HPV promove sua propria sobrevivéncia em
células infectadas (Carvalho ef al., 2000; Pires & Gouvéa).

Em pacientes transplantados de orgdos cujo sistema imunoldgico esta
comprometido e estdo sob alto risco de desenvolver um tipo de cancer chamado de
carcinoma de células escamosas (SCC), o HPV esta presente em mais 80% dos casos

(Pires & Gouvéa, 2001).

3.4 - Papiloma escamoso de esofago

A presenca de multiplos papilomas encontrados principalmente em esofago
proximal, falam a favor de infec¢ao pelo HPV, enquanto que lesdes isoladas,
encontradas classicamente em esofago distal, tendem a ter relacdo com a presenga de
refluxo gastro-esofagico (Lombardi et al., 1980; Quintadamo & Benson, 1988).

O papiloma de células escamosas do es6fago, normalmente ¢ um achado
incidental, tendo em vista que a evolucdo clinica ser quase sempre silenciosa
(Quintadamo & Benson, 1988).

No quadro clinico pode existir sintomas inespecificos, como dor epigéstrica e
desordens gatrointestinais acido pépticas como presenca de refluxo gastro-esofagico e
doenga ulcerosa (Lombardi ef al., 1980; Quintadamo & Benson, 1988).

Entretanto, todos estes, apesar de apresentar correlacio com a patogenia do
papiloma, quando controlados ou tratados ndo trazem nenhum beneficio quanto a

regressao histologica do papiloma. O curso clinico dos papilomas esofagicos associados
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ao HPV, tende a ser mais agressivo que o papiloma que estd relacionado ao refluxo
gastro-esofagico (Politoske, 1992).

Alguns autores afirmam que os papilomas sdo muitas vezes passiveis de se
desenvolverem em vista da ingestdo de agentes carcinogénicos, toxinas de meio
ambiente, e irritantes quimicos para a mucosa do esofago (Duranceau, 1988; Nakamura
etal., 1974).

O desenvolvimento de lesdes malignas ¢ um fendmeno multifatorial, que além
de contar com a presenca do papilomavirus tem se relacionado ainda com uma interacao
complexa de carcindgenos (alcool, fumo, nitrosaminas e aflatoxinas) todos estes agindo
em conjunto. Uma nova visdo dos possiveis mecanismos de transformagao maligna,
induzida pelo HPV, tem advogado o fato de existir gens relacionados ao HPV, por
exemplo E6 e E7 capazes de realizar essa transformagao através de uma interacdo com
alguns gens que tem funcdo de suprimir o desenvolvimento tumoral, como a proteina
p53 e o gen Rb. A perda deste equilibrio funcional de supressdo, leva a uma
incontroldvel proliferacdo celular de células infectadas, induzindo ativamente a uma
formacdo neoplasica, quando associada aos fatores carcinogénicos ja previamente

aumentados (Toet ef al., 1985).

3.5 - Mecanismos de interacao HPV X HIV

Células Cultivadas em laboratorios comprovaram que a contaminagdo pelo virus
HPV pode acelerar a progressdao ou até mesmo facilitar a infeccdo por HIV (Pires &
Gouvéa, 2001; Carvalho et al., 2000).

Células infectadas com HPV liberam fatores de crescimento e proteinas
estimuladoras do sistema imunologico que tenham a capacidade de despertar novamente
a infeccdo com HIV latente nas células do sistema imunolégico (Pires & Gouvéa, 2001;
Carvalho et al., 2000).

Em resposta aos fatores de crescimento induzidos pelo HPV, as células
infectadas pelo HIV comegam a produzir novas copias do virus (Pires & Gouvéa, 2001,
2001; Carvalho et al., 2000).

Como a infeccdo genital pelo papilomavirus ¢ uma doenga de transmissdo sexual
(DST), interage de alguma maneira com as demais afec¢des que apresentam a mesma

via de transmissao. Tal intera¢dao ocorre na forma clinica condilomatosa da infegao pelo
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HPYV, ou ainda na forma subclinica em que as lesdes sdo identificadas pela colposcopia
(Pires & Gouvéa, 2001; Carvalho et al., 2000).

A presenca de infecgdes associadas, por exemplo, a candidiase, ndo apenas
dificulta o diagndstico do HPV por propiciar lesdes falso-acetobrancas, como interfere
no tratamento. As infecgdes genitais associadas devem sempre ser tratadas previamente
ao HPV. Entre os pontos de inter-relacdo, a oncogénese ¢ o tema mais pesquisado.
Neste ponto, algumas infec¢des podem funcionar como coadjuvante no papel
oncogénico do HPV, sobressaindo-se a inter-relagio HPV-HIV. Contata-se maior
prevaléncia dos HPVs oncogénicos entre pacientes que apresentam alguma DST
associada (Pires & Gouvéa, 2001).

Os condilomas acuminados e as formas subclinicas de infeccao pelo HPV estio
entre as doengas anogenitais mais comuns em pacientes HIV positivo. Tem transmissao
sexual e sdo causados pelos HPVs tipo 6, 11, 16, 18, 31, 33 ¢ 35 (Carvalho et al., 2000).

O HIV causa alteragao da imunidade celular, representando um importante fator
de risco para a infec¢do pelo HPV e para o desenvolvimento de lesdes da regido
anogenital, além de modificar a historia natural da infeccdo por HPV preexistente
(Carvalho et al., 2000).

Essas lesdoes sdao mais agressivas e dificeis de erradicar em pacientes HIV
positivo, embora os tipos de HPV sejam os mesmos da populagdo soronegativa.
Apresentam no entanto, evolu¢do mais rapida, tanto nas suas formas exofiticas como
nas alteragdes precursoras de cancer do trato genital inferior (neoplasias intra-epiteliais
cervical, vulvar, vaginal, peniana, rerianal e anal), sendo as lesdes vulvares e perianais
as mais comuns em individuos infectados pelo HIV (Pires & Gouvéa, 2001; 2001;
Carvalho et al., 2000).

Riscos de individuos com HIV desenvolver cancer do colo uterino encontra
relagdo direta com o grau de imunodeficiéncia causada pelo HIV no momento da
infeccdo pelo HPV. J& estd comprovado que as lesdes intra-epiteliais ndo estdo
diretamente associadas ao HIV por si s6, mas ao grau de imunossupressdo que ele
desencadeia (Pires & Gouvéa, 2001).

A contagem de células CD4 também influencia a associacdo entre as duas
viroses, visto que doentes com valores inferiores a 200/mm apresentam maior

incidéncia de infec¢do pelo HPV (Carvalho et al., 2000).
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4.0- Dos Avancgos da Ciéncia

No Brasil, o Instituto Ludwing de Pesquisas sobre o cancer, em Sao Paulo, vem
investindo desde 1999 em produtos profilaticos contra os males causados pelo HPV, no
caso uma vacina que ja foi testada em bovinos, mas que sO estard apta a ser
experimentada em humanos por volta de 2002. O Ministério da Saude, através do
Instituto Nacional do Cancer, desde 1998 langou campanha para que métodos de
deteccdo de HPV fossem incorporados a rotina médica de consultas ginecoldgicas e
urolégicas. Pesquisadores dos Estados Unidos, Alemanha e Australia também vem
estudando vacinas, que também ja foram testadas em cdes e bovinos, mas o objetivo
maior de todos ¢ desenvolver uma vacina que seja eficaz, principalmente, contra o
HPV-16, que acaba sendo o responsavel por mais de 50% dos casos de cancer de colo
uterino, no mundo (Muto,1998).

Apesar do diagnostico do condiloma acuminado ser freqlientemente Obvio, a
escolha do melhor tratamento pode ser dificil. Devera sempre ser analisada a extencao e
duragdo da virose, antes que se inicie qualquer tratamento. J4  existe no mercado,
aprovado pela Food and Drug  Administration  (administragdo e
abastecimento/fornecimento de drogas) — FDA, agéncia que regula a comercializagdo de
remédios nos EUA, o medicamento interferon alfa-3 intralesdo, para tratamento de
verrugas genitais extensas e recorrentes. Como nao ha ainda disponibilidade de vacinas
ou agentes antimicrobianos eficazes contra o HPV, o alfa interferon natural, que ¢ uma
substancia de multiplas espécies, derivada de leucdcitos humanos tem sido o tratamento
disponivel mais utilizado (Carvalho et al., 2000)

O interferon ¢ uma substancia natural que desempenha um papel no mecanismo
de defesa imunologica, em resposta a infecgdes virdticas. O interferon alfa natural age
ligando-se a receptores na membrana celular especificos para ele e altera o metabolismo
celular, pois enquanto ligado a membrana celular possui atividade antivirdtica,
antiproliferativa, antitumoral e imunomodulatéria, sem contudo, saber-se qual ¢
exatamente o mecanismo envolvido na erradicagdo de verrugas genitais. O que existe ¢
a hipotese, de que as injegdes de interferon ajudam a direcionar a droga para o virus
alvo e a estimular resposta no hospedeiro (Carvalho et al., 2000, Murray et al., 1994).

Portadores de HPV com uma tUnica ou varias verrugas genitais freqlientemente

sao faceis de tratar com aplicagdes repetidas semanalmente de podofilina, acido
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bicloracético, acido tricloracético ou crioterapia com nitrogénio liquido. Pacientes com
quadro recorrente ou com envolvimento mais extensivo podem precisar de terapias de
segunda linha, entre as quais se encontram a cirurgia excisional, a cirurgia a laser CO, "
¢ a administrag@o de alfa interferon (Carvalho et al., 2000, Murray et al., 1994).

Um workshop organizado pela Internacional Agency for Research on Cancer —
(IARC) - (Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer) e a Fundagdo Marcel
Mérieux, , em Veyrier du Lac, perto de Annecy (Franga), em dezembro de 1994, reuniu
40 cientistas de 9 paises diferentes, que decidiram, em vista dos nimeros alarmante de
doengas relacionadas ao HPV, a IARC dedicaria grandes esforcos a pesquisa dos
agentes causadores, implementando estudos epidemiolédgicos de papilomavirus humano
e cancer de colo uterino em 24 paises. Os resultados apresentados nessa reunido
enfatizaram os trabalhos experimentais com as vacinas contra o papilomavirus humano
conduzido em bois, cdes e coelhos, os quais mostraram que as vacinas profildticas (para
a prevencao da infeccdo por HPV) e terapéuticas (para regressdo de lesdes induzidas
pelo virus) sdo eficazes no combate contra tumores associados ao papilomavirus
presente nesses animais, ¢ ¢ este incentivo da IARC que tem estimulado no
desenvolvimento de vacinas similares para uso humano (Carvalho et al., 2000, Murray
etal., 1994).

Apesar de saber que o desenvolvimento de vacinas profilaticas seguras e
eficazes ainda precisa de avancos em vérias areas da pesquisa sobre o HPV, estima-se
que em 3 a 4 anos a vacina estard disponivel comercialmente e a imunizagdo em massa

dentro de no méaximo 10 anos (Carvalho et al., 2000, Murray et al., 1994).

' Os mais empregados em Medicina sdo os de anidrido carbonico (CO,) , neodimio YAG e o argdnio.
Seu comprimento de onda ¢ de 10,6 micra, sendo altamente absorvido por tecidos ricos em agua.
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