Indicadores de Prognéstico da Carcinogénese
do Colo do Utero Associada a Infegao por
Virus do Papiloma Humano
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RESUMO
Introducao/Objetivos: A infecédo persistente pelo Virus do Papiloma Humano de alto risco (HPVar) é considerada como a causa ne-
cessaria, embora nao suficiente, para o desenvolvimento do cancro do colo do utero, sugerindo que outros fatores estarao envolvidos
no processo de carcinogénese. Este estudo pretendeu avaliar indicadores de prognéstico da persisténcia da infegdo por HPV, nome-
adamente o estado fisico e a carga viral dos HPV 16 e 18 e a superexpressao dos transcritos do RNAm dos HPV 16, 18, 31, 33 e 45,
num grupo de mulheres com ou sem sintomatologia clinica e citopatolégica.
Material e Métodos: Foram estudadas 378 aliquotas de células epiteliais congeladas pertencentes a utentes dos centros de saude
do Servigo Nacional de Saude e de clinicas privadas, referenciadas para teste HPV, entre Janeiro de 2007 e Dezembro de 2010. De
acordo com o diagndstico citopatoldgico, foram definidos cinco grupos: normal, ASCUS, LSIL, HSIL e carcinoma invasivo do colo do
Utero. Para a determinagéo do estado fisico do DNA e da carga viral dos HPV 16 e 18 foi utilizada metodologia de PCR em tempo real,
e para a superexpressao dos transcritos dos oncogenes E6 e E7 o sistema comercial NucliSENS EasyQ HPV®. Os indicadores foram
analisados em associagdo com os tipos de lesdo do colo do Utero. Para a analise estatistica foi utilizado o o programa informatico
SPSS versdo 16.0 e o teste de Chi-Quadrado.
Resultados: Os resultados mostraram auséncia de associagédo estatisticamente significativa entre a gravidade da leséo e o estado
fisico do DNA dos HPV 16 e 18. A superexpresséo dos transcritos do RNAm E6/E7 e a carga viral dos HPV 16 e 18 aumentaram
significativamente em fungao do grau da leséo.
Conclusdes: Os resultados obtidos sugerem que a determinagéo do estado fisico do DNA dos HPV 16 e 18, isoladamente, ndo con-
stitui um indicador de prognéstico para o desenvolvimento e progressao das lesdes. A superexpressao dos transcritos dos oncogenes
E6 e E7 esta associada a progressao das lesdes do colo do Utero e apresenta maior especificidade no diagnéstico precoce das lesdes
pré-malignas. A quantificagao do DNA dos HPVar pode ser um indicador promissor de progndstico das lesdes pré-neoplasicas do colo
do utero.
Palavras-chave: Infecgdes por Papillomavirus; Marcadores Tumorais; Neoplasia Intraepitelial Cervical; Neoplasias do Colo do Utero.

ABSTRACT
Introduction/Objective: Persistent infection with high-risk human papillomavirus (HPV) types is a necessary cause for cervical cancer
development. The aim of this study was to evaluate the significance of different molecular markers for cervical carcinogenesis, and to
assess their association with cervical intraepithelial neoplasia.
Materials and Methods: 378 cervical samples from women attending to primary Health Clinics of the National Health Service and
Gynaecological Outpatient Clinics and referred for HPV testing were analyzed between between January 2007 and December 2010.
According to cytological diagnosis, five groups were defined: normal, ASCUS, LSIL, HSIL, and ICC. For the determination of viral DNA
physical status was performed by using a real-time PCR methodology, over expression of E6/E7 mRNA NASBA amplification was per-
formed with the NucliSENS EasyQ HPV assay and viral load was determined by a real-time PCR. HPV status was studied in relation
to lesion severity. Statistical analysis was performed with SPSS software 16.0 and Chi-Square test.
Results: No significant statistical differences were found between the physical status of HPV 16 or 18 and lesion severity. Over-
expression of E6/E7 mRNA increased with lesion severity. Viral load was significantly associated with the development of cervical
intraepithelial lesion.
Conclusions: Data suggests that viral integration for HPV 16 seems to be an early event on cervical carcinogenesis, not being suitable
as a molecular marker. E6/E7 mRNA and viral load can be more valuable approaches to use as biomarkers in the prevention of cervical
cancer development.
Keywords: Cervical Intraepithelial Neoplasia; Papillomavirus Infections; Uterine Cervical Neoplasms; Tumor Markers, Biologica.

INTRODUGAO

O cancro do colo do utero é a terceira neoplasia mais
frequente na mulher a nivel mundial." Em Portugal, a inci-
déncia do cancro do colo do utero é de 12,2 e a taxa de
mortalidade de 3,6 por 100 000." A infecdo genital pelo
Virus do Papiloma Humano (HPV) é uma das infegdes
sexualmente transmissiveis (IST) mais frequentes e as

estimativas apontam para a prevaléncia de 30-60% e maior
incidéncia nas faixas etarias mais jovens.2 A infegédo do colo
do utero pelo HPV esta associada manifestagdes clinicas
diversas, desde as lesbes benignas aos carcinomas inva-
sivos.® De facto, cerca de 99,7% dos casos de cancro do
colo do utero estdo associados a infegdo por este virus.®
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Apesar da maioria das infegdes por HPV serem subclinicas
e transitérias, uma pequena percentagem de casos progri-
de para carcinoma invasivo do colo do utero, sendo o tipo
de HPV o fator mais importante para este comportamento
bioldgico diferencial.

Atualmente, foram ja identificados mais de 120 tipos de
HPV, dos quais cerca de 45 infetam a mucosa genital. De
acordo, com os estudos epidemiolégicos e filogenéticos,
e com base no potencial oncogénico que apresentam, os
HPV genitais podem ser classificados em alto risco (HPVar:
HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59), possi-
vel ou provavel alto risco (HPV 26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 e
82), baixo risco (HPVbr: HPV 6, 11, 13, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 72, 81 e 89) e risco indeterminado (HPV 2, 3, 7, 10, 27,
28, 29, 30, 32, 34, 55, 62,69, 71,74, 77, 83, 84, 85, 86, 87,
90 e 91).45

A infegdo persistente por HPVar é considerada como
uma causa necessaria, embora nao suficiente, para o de-
senvolvimento do cancro do colo do Utero, sugerindo que
outros fatores estardo envolvidos no processo de carcino-
génese.

A disrupgdo ao nivel do gene E2 dos HPVar conduz a
linearizagao do genoma viral e a superexpressao dos trans-
critos dos oncogenes E6 e E7 (RNAm E6/E7). Em exces-
s0, as oncoproteinas E6 e E7 interagem com as proteinas
celulares p53 e pRB e promovem a instabilidade gendémica
das células infetadas.®” Paralelamente, pode ocorrer inte-
gracdo do DNA no genoma da célula hospedeira, consi-
derada como pré-requisito para o processo de carcinogé-
nese®. Assim, a identificagdo do estado fisico do DNA, na
forma epissomal ou linear, e a dete¢do da superexpressao
dos transcritos dos oncogenes virais E6 e E7, nomeada-
mente dos HPV 16, 18, 31, 33 e 45, sao importantes indica-
dores da carcinogénese e fornecem informagdes Uteis so-
bre o risco de progressao e/ou transformagédo maligna das
células infetadas do colo do utero. De facto, a persisténcia
da superexpressdao do RNAm E6/E7 pode ser um dos in-
dicadores e dos fatores mais significativos do processo de
carcinogénese.

Varios estudos tém demonstrado que a carga viral in-
fluencia o valor preditivo, sendo observada a associagao
entre o aumento da carga viral, a persisténcia da infegcao e
o grau das lesdes.*" As lesGes de baixo grau apresentam
um risco 60 vezes maior de progredir para lesdo pré-malig-
na, caso seja detetada uma carga viral elevada.'? Contudo,
apesar das avaliagOes realizadas, na Europa e na América
do Norte,'®' a correlagéo entre a carga viral e a gravidade
da leséo ainda nao esta esclarecida.

Com base nos pressupostos anteriores, este estudo
pretendeu avaliar alguns indicadores de prognéstico da
persisténcia da infegdo por HPV, nomeadamente o estado
fisico e a carga viral dos HPV 16 e 18 e a superexpres-
sao dos transcritos do RNAm dos HPV 16, 18, 31, 33 e
45, numa amostra de mulheres com ou sem sintomatologia
clinica e citopatoldgica.
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MATERIAL E METODOS
Populagao

Foram incluidas neste estudo 378 mulheres residentes
em Portugal, com idades compreendidas entre 18 - 71 anos
(média = 34,3 £ 10,4; mediana = 32). Os casos em estudo
foram aleatoriamente selecionados a partir de utentes dos
centros de saude do Servigo Nacional de Saude e de clini-
cas privadas, referenciadas para teste HPV, entre Janeiro
de 2007 e Dezembro de 2010. Nenhuma colheita ginecol6-
gica foi realizada exclusivamente para o projeto em ques-
tdo. Utilizaram-se as aliquotas de células epiteliais conge-
ladas, que previamente foram analisadas para a detegéo
do HPV 16, 18, 31, 33 e 45.

De acordo com o diagndstico citopatolégico foram defi-
nidos os seguintes grupos: normal (classificagdo baseada
na observagao clinica, citoldgica e colposcépica normal),
ASCUS (atipia de significado indeterminado), LSIL (lesdao
intraepitelial de baixo grau), HSIL (lesdo intraepitelial de
alto grau) e carcinoma invasivo do colo do utero.

Avaliagao da Integragdao do DNA dos HPV 16 e 18

Foi utilizado o procedimento experimental descrito por
Huang e colaboradores,'® que consiste numa PCR single-
plex em tempo real com o sistema SYBR® GreenER™ (In-
vitrogen, Califérnia, EUA) e com primers especificos para
os genes E2 e E6 dos HPV 16 e 18.

O estado fisico do DNA do HPV 16 e 18 foi determinado
a partir do calculo da razéo entre o produto amplificado do
gene E2 e o produto amplificado do gene E6 (E2/E6).

Se E2/E6 for igual ou superior a 1, considera-se que o
DNA viral esta na forma epissomal, e se E2/EG6 for inferior a
1, considera-se que o DNA viral esta na forma concomitan-
te (presencga das formas epissomal e linear) ou linear.

Detecdo de Infegbes Persistentes por Andlise dos
Transcritos do RNAm

Para a extragao, amplificagdo e detegéo dos transcritos
do RNAm E6/E7 dos HPV 16, 18, 31, 33 e 45 foi utilizado
o sistema comercial NucliSENS EasyQ HPV® (bioMérieux
S.A., Marcy I'Etoile, Franga), de acordo com as instrugdes
do fabricante. A amplificagdo e dete¢cdo do RNAm EG6/E7
consiste numa reagdo NASBA, com detecdo qualitativa de
transcritos do RNAm e analise dos resultados através de
um leitor especifico.

Quantificagao do DNA viral dos HPV 16 e 18

Foi utilizado o procedimento experimental descrito por
Carcopino e colaboradores," que consiste numa PCR du-
plex em tempo real. Foram utilizados primers e sondas
Tagman (Applied Biosystems; Califérnia, EUA) especificas
para o gene E6 dos HPV 16 e 18, e para o0 exdo 12 do gene
da albumina humana.

A carga viral, expressa como o niumero de coépias de
HPV por milhdo de células humanas normais (células
HPV/10° células humanas), foi calculada de acordo com a
seguinte férmula:

Carga viral = n° cépias HPV/(n® cépias albumina/2) x 108.
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Analise Estatistica

Foi utilizado o programa informatico SPSS verséo 16.0
(Statistical Package for Social Sciences; SPSS, Inc., Chica-
go, EUA). Recorreu-se ao teste de Chi-Quadrado (x?) para
analisar a associagao entre os diferentes marcadores mo-
leculares em estudo e o desenvolvimento de lesdes intrae-
piteliais. Os valores de p = 0,05 foram definidos como nivel
de significancia.

RESULTADOS
Avaliagao da Integragdo do DNA dos HPV 16 e 18

Foram analisadas 65 mulheres, 44 com infegdo por
HPV 16 e 21 com infeg&o por HPV 18.

De acordo com o diagnéstico citoldgico, foram definidos
quatro grupos: normal (n = 26), ASCUS (n = 16), LSIL (n =
16) e HSIL (n = 7).

O DNA do HPV 16 estava na forma epissomal em 23/44
(562,3%), na forma concomitante em 18/44 (40,9%) e na for-
ma linear em 3/44 (6,8%) dos casos estudados (Fig. 1).
De acordo com o diagndstico citolégico, em 14/20 (70,0%)
das citologias normais, 3/11 (27,0%) dos ASCUS e 6/10
(60,0%) das lesdes LSIL, o DNA do HPV 16 encontrava-
-se na forma epissomal. A forma concomitante foi identifi-
cada em 4/20 (20,0%) das citologias normais, 8/11 (73,0%)
dos casos de ASCUS, 4/10 (40,0%) das lesdes LSIL, e 2/3
(67,0%) das lesdes HSIL, enquanto a forma linear foi de-
tetada apenas nas citologias normais (2/20; 10,0%) e nas
lesbes pré-malignas (1/3; 33,0%).

Nos casos de infegdo por HPV 18, 4/21 (19,0%) apre-
sentavam o DNA viral na forma epissomal, 6/21 (28,6%)
na forma concomitante e 11/21 (52,4%) na forma linear
(Fig. 2). De acordo com o diagndstico citolégico, em 2/6
(33,3%) das citologias normais, 1/5 (20,0%) dos ASCUS,
e 1/6 (17,0%) das lesdes de baixo grau, o DNA do HPV 18
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Figura 1 — Representagdo grafica do estado fisico do DNA do
HPV 16, em fungéo do diagnostico citopatologico (n = 44). Nor-
mal, observacéo citolégica normal; ASCUS, atipia de significado
indeterminado; LSIL, lesao intraepitelial de baixo grau; HSIL, lesdo
intraepitelial de alto grau.

estava na forma epissomal. A forma concomitante foi iden-
tificada em 2/6 (33,3%) das citologias normais,2/5 (40,0%)
dos ASCUS, 1/6 (17,0%) das lesdes LSIL e 1/4 (25,0%) das
lesbes HSIL, enquanto a forma linear foi detetada em 2/6
(33,3%) das citologias normais, 2/5 (40,0%) dos ASCUS,
4/6 (67,0)) das lesdes LSIL, e 3/4 (75,0%) das lesbées HSIL.

Nao foi identificada nenhuma associagcdo estatistica-
mente significativa entre a gravidade das lesbes e o estado
fisico do DNAdos HPV 16 (p = 0,108) e HPV 18 (p = 0,783).

Detecdo de Infe¢cbes Persistentes por Andlise dos
Transcritos do RNAm

Foram estudados 299 casos de infegbes simples e mis-
tas por HPV 16, 18, 31, 33 e 45. Os casos com infe¢ao por
dois ou mais tipos de HPV em analise foram considerados
individualmente (n = 349). O RNAm E6/E7 foi detetado em
67,6% (236/349) dos casos (Tabela 1). A superexpressao
dos transcritos de RNAm E6/E7 foi superior nas lesdes
HSIL (83/102) e nos casos de carcinoma invasivo (7/7). A
superexpressao dos transcritos de RNAm E6/E7 do HPV
16 foi a mais frequente em todos os grupos citolégicos, se-
guida da superexpressao do HPV 31 (8/77) nas citologias
normais, do HPV 33 (7/53) nos ASC-US, do HPV 45 (2/17)
nos ASC-H, do HPV 18 (9/73) nas lesdes LSIL, e do HPV
31 (7/102) nas lesdes HSIL. Nos casos de carcinoma inva-
sivo do colo do utero apenas foi detetado o RNAm EG6/E7
dos HPV 16 (3/7), HPV 18 (3/7) e HPV 31 (1/7) (Tabela 1).

Para avaliar a persisténcia da superexpressdo do
RNAm EG6/E7 foram analisadas 61 mulheres, seguidas du-
rante um periodo de 18 meses e com avaliacdo a cada seis
meses. Destas, 7/61 (11,5%) () tiveram o teste de RNAm
E6/E7 negativo ao fim de 6 a 18 meses, o que significa
que a infecdo por HPVar foi eliminada. Das restantes 54
mulheres sob vigilancia clinica, 16 apresentaram o teste de

i
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Figura 2 — Representacdo grafica do estado fisico do DNA do
HPV 18, em fungéo do diagnodstico citopatolégico (n = 21), Nor-
mal, observagéo citolégica normal; ASCUS, atipia de significado
indeterminado; LSIL, lesdo intraepitelial de baixo grau; HSIL, lesdo
intraepitelial de alto grau.
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Tabela 1: Distribuicdo da superexpressao dos transcritos dos oncogenes E6 e E7, de acordo com o diagndstico citopatoldgico

Normal ASC-US ASC-H LSIL HSIL Carcinoma ND Total
RNAm (%)
(n=77) (n=53) (n=17) (n=73) (n=102) (n=7) (n = 20) (n = 349)
HPV 16 (n = 190)
RNAmM -vo 14 (18,2) 5 (9,4) 2(11,8)  11(15,1) 7 (6,9) 0 3 (15,0) 42 (12,0)
RNAm +vo 23 (29,9) 19 (35,8) 8 (47,1) 26 (35,6) 61(59,8) 3(42,9) 8 (40,0) 148 (42,4)
HPV 18 (n = 36)
RNAmM -vo 5 (6,5) 2(3,8) 0 2(2,8) 1(1,0) 0 1(5,0) 11 (3,2)
RNAm +vo 3(3,9) 4(7,5) 1(5,9) 9 (12,3) 5 (4,9) 3(42,9) 0 25 (7,2)
HPV 31 (n = 75)
RNAmM -vo 15(19,5)  6(11,3) 2(11,8)  10(13,7) 7 (6,9) 0 3 (15,0) 43 (12,3)
RNAm +vo 8 (10,4) 5(9,4) 0 7(9,6) 7(6,9) 1(14,2) 4 (20,0) 32(9,2)
HPV 33 (n = 28)
RNAmM -vo 3(3,9) 2(3,8) 1(5,9) 1(1,4) 3(2,9) 0 1(5,0) 1 (3,2)
RNAm +vo 0 7 (13,2) 1(5,9) 4 (5,5) 5 (4,9) 0 0 17 (4,9)
HPV 45 (n = 17)
RNAm -vo 2(2,6) 2(3,8) 0 1(1,4) 1(1,0) 0 0 6(1,8)
RNAm +vo 4(52) 1(1,9) 2 (11,8) 2(2,8) 5 (4,9) 0 0 14 (4,0)
Total RNAm -vo 39 (50,6) 17 (32,1) 5(29,4) 25(34,2) 19(18,6) 0 8 (40,0) 113 (32,4)
Total RNAm +vo 38 (49,4) 36(67,9) 12(70,6) 48(65,8) 83(81,4) 7 (100) 12 (60,0) 236 (67,6)
Valor de p - 0,000 0,327 0,438 0,327 0,000 0,003

Normal, observagéo citolégica normal; ASC-US, atipia de significado indeterminado; ASC-H, atipia de significado indeterminado, ndo podendo excluir lesdo de gravidade superior;
LSIL, les&o intraepitelial de baixo grau; HSIL, les&o intraepitelial de alto grau; ND, sem informagé&o disponivel; RNAm —vo, casos negativos para o RNAm E6/E7; RNAm +vo, casos

positivos para o RNAm E6/E7; p, probabilidade de significancia.

RNAm E6/E7 negativo ao fim de 6 meses, na sequéncia do
tratamento por conizagéo de lesbes pré-malignas. Das 38
mulheres em que a superexpressao dos oncogenes E6/E7
persistiu, nove tinham sido submetidas a tratamento. Nas
29 mulheres ndo submetidos a tratamento, foi observada
uma progressao das lesbes em 23.

Quantificagdo do DNA viral dos HPV 16 e 18

Foram avaliados 131 casos de infegdo por HPV 16, dos
quais 84 correspondiam a infegdes simples. De acordo com
o diagnostico citopatolégico, foram definidos cinco gru-
pos: normal (n = 46), ASCUS (n = 24), LSIL (n = 34), HSIL
(n = 25) e carcinoma invasivo do colo do utero (n = 2).

Para o HPV 18, foram estudados 60 casos, dos quais
33 apresentavam infegdes simples, agrupados de acordo
com o diagnéstico citopatolégico em normal (n = 20), AS-
CUS (n=19), LSIL (n = 13), HSIL (n = 5) e carcinoma inva-
sivo do colo do utero (n = 3).

Os resultados obtidos para o HPV 16 permitiram identi-
ficar diferengas significativas entre a quantificagdo do DNA
viral e a gravidade da les&o (Fig. 3). Nos casos de infegao
por HPV 18, de acordo com o diagndstico citopatoldgico foi
possivel observar que os valores da carga viral aumenta-
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ram significativamente em fungdo do grau da lesdo, o que
sugere uma relacdo semelhante a identificada para o HPV
16 (Fig. 4).

Os valores médios da carga viral do HPV 16 e do HPV
18 foram significativamente mais elevados nas lesdes pré-
-malignas do que nas les6es de baixo grau (p = 0,049 e
p = 0,001, respetivamente), nomeadamente nos casos das
mulheres do grupo etério entre os 31 e os 40 anos. Fo-
ram ainda estudados oito casos de infegao por HPV 16+18,
onde se constatou que a determinacéo da carga viral era
da mesma ordem de grandeza logaritmica para os dois ge-
notipos.

Nas mulheres submetidas a vigilancia clinica, apos tra-
tamento das lesdes pré-malignas por conizagéo, em 8/191
dos casos foi detetada elevada carga viral para os HPV 16
e 18, o que sugere a identificacédo de infegbes persistentes.
Nestes casos, o valor de carga viral manteve ou aumentou,
na mesma ordem de grandeza logaritmica. Por outro lado,
foi também possivel a identificagcdo de infegdes transitorias
em 7/191 dos casos), confirmadas pela auséncia de DNA
viral nos 6 a 12 meses seguintes.
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Figura 3 — Grafico do logaritmo da carga viral do HPV 16. Nor-
mal, observagéo citolégica normal; ASCUS, atipia de significado
indeterminado; LSIL/CIN1, lesao intraepitelial de baixo grau; HSIL/
CIN2+, leséo intraepitelial de alto grau; CCU, carcinoma invasivo
do colo do utero; °, outliers.

DISCUSSAO

Atualmente, é aceite que a integragdo do DNA do HPV
no genoma da célula hospedeira é essencial para o pro-
cesso de transformagao maligna, sendo considerado como
um mecanismo de ativagdo para a progressao as lesdes
pré-malignas.'® No entanto, o valor de prognéstico do estu-
do da integridade do gene E2, para o desenvolvimento do
cancro do colo do utero, tem sido controverso.!” Existem
estudos que permitiram identificar a presenca de formas
epissomais do DNA do HPV 16 em casos de cancro do
colo do utero, indicando aparentemente que no processo
de transformacgédo maligna a linearizagdo do genoma pode
ndo ocorrer em todas as copias virais.'®1°

Relativamente ao HPV 18, os estudos desenvolvidos
demonstraram que a progressao para lesdes pré-malignas
ou cancro do colo do utero, pode ocorrer mais rapidamente
quando detetado o DNA viral na forma linear."®

Os resultados obtidos neste estudo, sugerem que, de
facto, a integragao precoce do DNA do HPV 16 pode ocor-
rer, uma vez que foram encontradas formas concomitantes
e lineares em casos de lesdes de baixo grau e de citolo-
gia normal. A avaliagdo do estado fisico do DNA do HPV
18 permitiu identificar formas concomitantes e lineares em
todos os grupos de diagnéstico citolégico. No entanto, a
presenca destas formas aumentou em fungéo da gravidade
das lesdes do colo do utero. Estes resultados foram con-
cordantes com os dados descritos por outros autores.?%-?

O potencial oncogénico dos HPVar 16, 18, 31, 33 e 45
esta relacionado com a atividade dos oncogenes E6/E7 e a
respetiva interagdo com as proteinas celulares p53 e pRB,
conduzindo ao aumento da instabilidade genémica e do ris-
co de transformacdo maligna.?® Assim, o teste do RNAm
E6/E7, ao identificar a superexpressao persistente dos
transcritos dos oncogenes virais, assume um papel impor-
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Figura 4 — Grafico do logaritmo da carga viral do HPV 18 em funcéo
do diagndstico citopatoldgico. Normal, observagéo citolégica nor-
mal; ASCUS, atipia de significado indeterminado; LSIL/CIN1, lesdo
intraepitelial de baixo grau; HSIL/CIN2+, les&o intraepitelial de alto
grau; CCU, carcinoma invasivo do colo do utero; ° *, outliers.

tante no prognéstico da evolugdo e progressao das lesdes
de baixo grau.?* Considera-se que o teste do RNAm E6/
E7 apresenta um valor preditivo positivo mais elevado que
os métodos de detegdo e tipificagcdo do DNA, que apenas
evidenciam a persisténcia da infegdo por HPVar.2+2

O RNAm EG6/E7 foi detetado em 67,6% dos casos es-
tudados. De acordo com o diagnéstico citopatolégico, foi
observada uma associagdo estatisticamente significativa
entre a expressdo do RNAm e a gravidade da leséo (p =
0,003; 81,4% nas lesdes HSIL versus 49,4% nas citologias
normais), o que esta de acordo com o demonstrado por
outros estudos.?42527

Os resultados do estudo dos casos de seguimento su-
gerem que, nas mulheres que apresentam o diagndstico
citologico de lesdes de baixo grau, a detegdo da superex-
pressdo dos transcritos do RNAm E6/E7 pode ser consi-
derada um importante indicador de prognéstico, evitando
tratamentos desnecessarios e melhorando os cuidados de
salde que sao prestados a mulher.?52

Nestas situagdes, o teste de RNAm E6/E7 apresenta
maior especificidade no diagnéstico precoce das lesdes
pré-malignas, funcionando como um teste de segunda li-
nha. A persisténcia da superexpressao dos oncogenes E6/
E7 observada em 15,8% das mulheres submetidas a trata-
mento indicia que o mesmo é eficaz na eliminagao da lesédo
mas nao na eliminagéo da infegdo. No entanto, o facto do
teste RNAm E6/E7 apenas avaliar a superexpressado dos
oncogenes de cinco tipos de HPVar, podera diminuir a sen-
sibilidade clinica.

Tem sido demonstrado que a determinagédo da carga
viral pode ser um bom indicador de prognéstico para o de-
senvolvimento de cancro do colo do utero, pois cargas vi-
rais elevadas podem indicar a replicagdo ativa, estando na
origem da persisténcia viral.?® No presente estudo, os valo-
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res obtidos no grupo das citologias normais foram os mais
heterogéneos, tendo-se observado, inclusive, o maior valor
de carga viral. Para este grupo em particular, a analise dos
varios parametros (diagnéstico citoldgico, infegao por HPV
e quantificagdo do DNA) parece sugerir a ocorréncia de um
resultado falso negativo ou a desconformidade no diagnés-
tico citolégico. A mesma justificagdo pode ser utilizada para
explicar um caso de ASCUS, em que a carga viral do DNA
do HPV 16 foi de 9,3 x 10'°. Excluindo estes casos, e tendo
em conta os valores medianos, verificou-se que a carga
viral aumenta em fungdo do grau da lesao, o que é concor-
dante com o conhecimento geral.®"

De acordo com o esquema desenvolvido por Snidjers et
al,?® os resultados obtidos demonstraram que em 36/66 das
citologias normais estudadas com infe¢do por HPV 16 po-
dera ocorrer progressao (carga viral > 10 °).Em relagédo aos
casos considerados como ASCUS, e, tendo em conta os
resultados obtidos para a quantificagdo do DNA viral, 21/43
dos casos tenderdo a regredir, com posterior eliminagéo da
infecao por HPV 16 e/ou 18.
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CONCLUSOES

Em resumo, os resultados obtidos sugerem que por si
s6 a determinacgao do estado fisico do DNA dos HPV 16 e
18 ndo é um bom indicador de prognéstico para o desen-
volvimento e progresséo das lesdes. A superexpressao dos
oncogenes E6/E7 esta associada a progressao das lesdes
do colo do utero e apresenta maior especificidade no diag-
nostico precoce das lesbes pré-malignas. No entanto, o va-
lor preditivo do teste de RNAm E6/E7 varia em fungcéo do
tipo de HPVar. A quantificacdo do DNA dos HPVar parece
ser um dos indicadores de prognéstico mais promissores.
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