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RESUMO - Haestimativas de que cercade 20% dos casos de cancer em humanos
estdo associados com alguns grupos de virus, entre eles o dos papilomavirus
humanos. O carcinoma cervical &, provavel mente um dos melhores exemplos de
como uma infecgdo viral pode levar ao cancer. Quando ocorre a integragdo do
genomado HPV no DNA da célula, ha aruptura do gene E2. Esse geneinibe a
expressao dos genes E6 e E7. A proteina E6 atua degradando a proteina celular
supressoradetumor, p53, ja E7 seligaaproteinapRb (proteinade susceptibilidade
a0 retinoblastoma), que deixa de regular negativamente o ciclo celular de G1
paraS. Além disso, outraproteinaviral, a E5, parece atuar sinergeticamente com
o fator de crescimento epidérmico. A proteina L1 HPV, quando expressa em
diversossistemas, é capaz de organi zar-se em particul asicosaédricas, semelhantes
a0 capsideo viral (VLPs), mas sem o DNA do virus. Essa propriedade da L1
possihilitou 0 avango do conhecimento daimunogénese nainfecgéo por HPV ea
perspectiva de desenvolver vacinas contra esse virus. As VLPs sdo altamente
imunogénicas e quando injetadas em coelhos induzem a producéo de titulos
elevados de anticorpos tipo-especificos. A escolha dos tipos de HPV que seréo
usados paraaproducdo de VL Psdepende, ainda, do conhecimento daprevaléncia
dos diversos genotipos em diferentes popul agdes sintométicas e assintométicas.
Estudos soroldgicos em mulheres infectadas com HPV-16, indicaram
soropositividade para anticorpos contra as proteinas do capsideo viral deste
genoptipo em 50% a 60% das mulheres pesquisadas.
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Human papilomavirus - HPV: carcinogenesis and
Immunogenesis

ABSTRACT - Some estimates indicate that several groups of viruses, including
the Human papillomavirus are associated to 20% of all human cancers. Cervical
cancer is the best example of how aviral infection may progress to cancer. The
E2 geneisdisrupted when the HPV genomeintegratesin the cellular DNA. This
geneinhibits the expression of E6 and E7 genes. E6 protein leads to degradation
of p53 (cellular suppressing tumour protein), while E7 binds to pRb
(retinoblastoma susceptibility protein), which fails in negatively regulating the
cell cycle (from G1 to S). Moreover, other viral protein, E5, seems to act
sinergically with the epidermic growing factor. When expressed in many different
systems, the L1 HPV protein is able to form icosahedral particles, VLPs, similar
toviral capsids, but lacking the DNA genome. The discovery of thisL1 property
led to progresses in studies on HPV infection immunogenicity and to the
perspective of developing vaccines against that virus. VLPs are highly
immunogenic and when injected in rabbits may induce the production of high
titers of specific antibodies. The choice of HPV types to be used for VLP
production, still depends on describing the prevalence of genotypes in different
non-symptomatic and symptomatic populations. Sorological surveysin women
infected with HPV-16, indicates 50% to 60% soropositivety to antibodies against
viral capsid proteins.

Keywor ds: human papilomavirus, HPV, carcinogenesis, immunogenesis, VLPs,
Vaccines, revision

Os papilomavirus humanos sdo patdgenos responsaveis pelo desenvolvi-
mento de tumores benignos e malignos de pele e de mucosas. Ha estimativas de
gue 20% dos casos de cancer em humanos estejam associados com o virus da
hepatite C, com o virus tipo 1 da leucemia de células T, com o virus Epstein-
Barr, com o virus da hepatite B ou com certos tipos de papilomavirus humano
(Flint et al., 2000).

Meisels e Fortin (1976) descreveram as alteracdes citol 6gicas observadas
em lesBes condilomatosas de cérvice e de vagina, associando as atipias descritas
nas displasias |eves as manifestacGes morfol dgicas dos vérios estagios da infec-
¢ao por papilomavirus. Em 1976 e 1977, zur Hausen escreveu sobre o condiloma
acuminado e o cancer genital e o possivel papel dos papilomavirus humanos nos
carcinomas escamosos (zur Hausen, 1976; zur Hausen, 1977). Em 1979 Syrjanen
também discutiu a associacdo entre o condiloma e o carcinoma cervical e con-
cluiu que as alteracfes celulares sugestivas de condilomas podiam representar
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alteracOes precursoras de carcinoma cervical invasivo (Syrjanen, 1979).

No Distrito Federal, o cancer de colo de Utero € a segunda maior causa de
internacéo por neoplasias. Dados da Secretaria de Salde do Distrito Federal
mostram que o nimero de internagdes por cancer de colo de Utero e de pénis
pode estar aumentando na regido (Martinez, 1997). As estimativas para o ano
2001 da incidéncia e mortalidade por 100.000 mulheres, no Distrito Federal,
segundo alocalizagéo priméria das neoplasias, indicavam que o cancer de colo
uterino estariaem terceiro lugar em incidénciae em segundo lugar em mortalidade
(Brasil, 2001).

A implantagdo de programas para a prevencéo do cancer cervical pelo di-
agnastico precoce de lesBes precursoras € uma estratégia eficiente para a redu-
¢do do problema em nosso pais. Entretanto, a utilizacéo de vacinas profil &ticas,
gue protegem contra ainfeccdo pelos tipos de HPV s de alto risco para o cancer
cervical, ou de vacinas terapéuticas que impedem a progressao desses tumores,
€, sem dlvida, a estratégia mais eficaz para a prevencéo da doenga. O conheci-
mento dos mecanismos de carcinogénese e imunogénese, que descrevemos nes-
te artigo, tem sido importante para o desenvolvimento dessas vacinas e para a
programacao de estratégias paraareducdo daincidénciado cancer do colo uterino.
As caracteristicas morfol égicas e o ciclo biol6gico dos HPV's estdo descritos no
artigo HPV: Historico: morfologiae ciclo biolégico. Neste, descrevemos os me-
canismos de carcinogénese e imunogénese dos HPV's.

Carcinogénese

O carcinoma cervical é provavelmente um dos melhores exemplos que
conhecemos de como uma infecgéo viral pode levar ao cancer.

Técnicas modernas de biologiamolecular, como a clonagem de oncogenes
virais e ensaios de transformacao celular, possibilitaram o estudo detalhado do
processo de carcinogénese desencadeado por proteinas do HPV, em especial nos
tipos classificados como de alto risco, como o HPV-16 e o HPV-18. Como o
gene E5 apresenta altos niveis de expresséo em neoplasiasintraepiteliaiscervicais
(NICs) e baixos niveis de expressdo em carcinomas cervicais invasivos, € pos-
sivel que sua funcdo seja particularmente importante, nos estagios iniciais da
carcinogénese. A proteina E5, com aproximadamente 80 aminoécidos, apresen-
ta atividade transformante em decorréncia da estimulacdo mitogénica. Por meio
de um sinal da via de transducdo dos receptores de fator de crescimento, E5
parece atuar, sinergeticamente, com o fator de crescimento epidérmico, EGF
(epidermal growth factor). Foi demonstrado que a E5 se liga ao componente
p16 daH*—ATPase vacuolar. A p16 é acomponente dabombade prétons vacuol ar,
responsavel pelaacidificacdo desse compartimento. A associacdo E5—p16-AT Pase
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perturba a funcdo da bomba de prétons e leva a diminuicdo da degradacdo dos
receptores EGF ativados einternalizados, assegurando, dessaforma, aestimulacédo
mitogénica prolongada (Mansur, 2001).

O gene E6 de HPVs de alto risco ndo apresenta homologia significativa
em sua sequiéncia, se comparado com outros genes que codificam proteinas com
atividade transformante. Entretanto, a proteina E6 apresenta semelhanca funci-
onal com a proteina E1B de adenovirus e com a principal proteina T de SV 40
(Simian virus 40). A proteina E6, com 150 aminoé&cidos, aproximadamente, é
identificada no ndcleo e nas membranas ndo-nucleares. A integridade das quatro
repeticdes de cisteina, que formam dois dominios chamados de “ dedo de zinco”,
€ essencial para a estabilidade e para a maioria das fungdes biol 6gicas da E6. A
proteina E6 do HPV-16 degrada e inativa a proteina celular p53 pela via de
protedlise, mediadapelaubiquitina. Um polipeptideo celular do hospedeiro chamado
de polipeptideo associado a E6 (E6-AP) inicialmente liga-se a E6 e o complexo
E6/E6-AP atua como uma ubiquitina-ligase, conjugando ubiquitina a p53. A
degradacéo da p53 resulta em aumento da instabilidade genética e em acumulo
de mutacbes oncogénicas. Este mecanismo in vivo pode ser especialmente
importante nas fasesincipientes da progressao tumoral (Schiffman & Burk, 1997,
Mansur, 2001).

Ja o gene E7 apresenta homologia significativa em sua seqiiéncia com os
genes E1A deadenoviruse T de SV 40. Estaobservacéo foi criticaparaaelucidacdo
das propriedades bioquimicas de E7. A proteina E7, com aproximadamente 100
aminoécidos, é encontrada no citoplasma e no nicleo das células do hospedeiro.
A regido N-terminal é necessaria para sua ligagéo a pRB. A por¢ao C—terminal
da E7 é responsavel pela estabilidade intracelular. Esta parte de E7 pode tam-
bém contribuir naativagao transcricional e constitui um segundo sitio de ligagdo
a pRb (proteina de susceptibilidade ao retinoblastoma), que regula negativa-
mente o ciclo celuar de G1 para S. A proteina E7 do HPV-16, fosforilada, liga-
se asformas hipofosforiladas dapRb e estainteracéo libera o fator de transcrigéo
E2F, antes ligado a pRb. E2F ativa, entdo, a transcricdo dos genes necessarios
paraasintesede DNA. Destaforma, a proteina E7 perturbao crescimento celular
normal, estimulando, de maneira ininterrupta, a expressdo de genes responsa-
veis pela divisdo celular (Schiffman & Burk, 1997; Mansur, 2001).

E qual seriaarelacdo entrearupturado geneE2 ea
carcinogénese?

A expressdo da proteina E2 apresenta como conseqiiénciaadiminuicdo da
expressao das proteinas E6 e E7. Quando ocorre a integracdo do genoma viral
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ao DNA celular earupturado gene E2, os genes que codificam E6 e E7 perdem
ainfluénciainibitoriaexercida por E2 e passam a ser expressos em maior quan-
tidade, aumentando a concentracéo das proteinas E6 e E7 no citoplasma e no
nucleo da célula infectada. Dessa forma, apesar da proteina E2 ndo apresentar
atividade transformante, seu mecanismo de acdo € relevante para ainducéo do
processo de imortalizacéo celular promovido pelos HPV s de alto risco (Mansur,
2001).

Tendo considerado o papel do virus nainducéo da carcinogénese, € impor-
tantetambém salientar que apenas uma pequenafracdo, menos de 3%, das mulheres
portadoras de HPV's de alto risco desenvolve lesBes de cancer de colo do Utero.
Além disso, aevolucdo das |lesdes de NICs para carcinomas cervicais invasivos
s6 ocorre apos um longo periodo de laténcia, estimado entre cinco e vinte anos
(Brasil, 2002).

Esses fatos — somados a observacdo de que as células infectadas com ex-
pressdo constante dos genes E6 e E7 ndo se apresentam imortalizadas — sugerem
que a presenca do virus € necessdria, mas ndo € suficiente para a transformacéo
celular. Isso implica existéncia de moduladores virais ou celulares agindo como
co-fatores. A utilizagdo por longos periodos de contraceptivos orais, a paridade,
o tabagismo, o nimero de parceiros sexuais e a presenca de outras infecces
sexualmente transmissiveis, como, por exemplo, por Herpesvirus 2 e Chlamydia
trachomatis, parecem exercer uma influéncia positiva no surgimento dos carci-
nomas cervicais (Mufioz et al., 2001). Entretanto, Bosch et al. (2002) chamam a
atencéo paraa possibilidade de que algumas dessas associ agdes, como o0 nimero
de parceiros ou a presenca de outras DSTS, sejam circunstanciais e ndo causais,
refletindo medidas indiretas de exposicéo ao HPV.

Fatores genéticos do hospedeiro como o polimorfismo no cédon 72 da
proteina p53, com relevante papel no controle do ciclo celular, e o polimorfismo
nos genes MHC (major histocompatibility complex) de classe | (em humanos,
HLA-A, HLA-B eHLA-C), com relevante papel em eventosimunol 6gicos, con-
ferem uma menor ou maior susceptibilidade as infecces por HPV s de alto risco
(Maciag & Villa, 1999).

I munogénese

As infecgdes por HPV, no trato genital, sdo comuns em individuos jovens
e sexualmente ativos. A maioria dos individuos imuno-competentes, infectados
com HPV, é capaz de eliminar o virus, sem maiores consequiéncias. Asinfeccbes
persistentes s80 associadas ao desenvolvimento de neoplasias cervicais (Schwartz
et al., 2001), mas, ainda assim, as lesdes de menor grau de gravidade, principal -
mente em mul heresjovens, também regridem espontaneamente (Syrjanen, 1996).
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Aindando haumaexplicacdo paraapersisténciadasinfeccbes de HPV em
pessoas sadias. A causa pode ser a mesma que justifica o desenvolvimento de
lesbes em pacientes com aimunidade comprometida, e deve estar ligada a fato-
res imunol 6gicos e ou genéticos do hospedeiro, como, por exemplo, o papel do
polimorfismo de p53 no desenvolvimento do cancer associado ao papilomavirus
(Storey et al., 1998). Por outro lado, algumas infeccBes podem escapar aos me-
canismos de imunidade normais. No caso das verrugas cuténeas, a persisténcia
pode significar que o organismo ndo é capaz de detectar 0 agente infeccioso, ja
gue este ficarestrito as células dos epitélios e mucosas, ndo havendo uma disse-
minag&o sistémica dainfeccdo, dificultando a exposicdo dos antigenos virais as
células do sistema imune. Além disso, esses virus ndo causam lise celular e ge-
ralmente ndo ha o aparecimento de respostainflamatérialocal, o que pode retardar
ou impedir uma resposta imune efetiva.

A maioriadasinfeccesvirais é eliminada por meio de respostas mediadas
por células. As células apresentadoras de antigeno, APCs (antigen presenting
cells), desempenham um papel critico nainducéo detodas as respostasimunol 6gicas
dependentes de linfdcitos T. As células dendriticas (CDs) sdo asAPCs mais po-
tentes, com sua propriedade de estimular célulasvirgens, T-CD4 e T-CD8, iniciando
aresposta imune priméria. Elas so capazes de fragmentar antigenos exdgenos
ou enddgenos, taiscomo macromol écul as protéicas ou particulasvirais. Os pequenos
peptideos resultantes desse processamento séo expostos na membrana celular
ligados ao complexo principal de histocompatibilidade, MHC declassel, expresso
em células sométicas, ou de classe Il (HLA-DR, DP, DQ), expresso emAPCs. A
apresentacdo do complexo MHC |1 + peptideo as células T-CD4 virgens estimula
aproliferacéo clonal dessas células, que passam a secretar citocinas, regulando
eauxiliando aatividade de outras células. O tipo de citocinasecretado iraestimular
dois conjuntosde células T-CD4: oslinfécitos T-hel per 1 (Thl) secretaminterferon
gama, ativam macréfagos e auxiliam as células assassinas naturais NK (natural
killer) e os linfécitos T citotoxicos (CTLs), gerando imunidade mediada por
células. Oslinfécitos Th2, que secretam interleucinas, auxiliam nadiferenciagéo
doslinfdcitos B e produzem anticorpos, gerando imunidade humoral. A ativagéo
de células T-CD8 virgens ocorre quando antigenos virais enddgenos, sob aforma
de um complexo MHC | + peptideo, Ihes sao apresentados por CDs. A agéo das
células T-CD8 ativadas €, predominantemente, citotoxica (Goldsby, Kindt &
Osborne, 2000).

A respostaimune celular, principalmente a que é regulada por T-CD4, pa-
rece ter papel importante na cura da infeccéo por HPV. A prevaléncia de altera-
¢Oes celulares pré-neopléasicas é alta em pessoas com comprometimento
imunol 6gico, como transplantadosrenaisou individuosinfectadoscom HIV (Staley,
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2001; Sasadeuz et al., 2001; Mosciki, Kelly & Ellenberg, 2001). Na cérvice
uterina, afrequéncia das células de Langerhans, células dendriticas presentes na
epiderme e mucosas, € inversamente proporcional ao grau de severidade das
lesBes. A falta dessas cél ulas apresentadoras de antigeno pode resultar em auséncia
deuma respostaimunol gicaou no desencadeamento de umarespostaimunol dgica
ineficiente. Entretanto, é observada a infiltracdo de linfécitos em carcinomas
cervicaisejafoi demonstradaapresencade CTLsderivadas de nédul os linféticos
locais com especificidade para a proteina E7 do HPV-16 (Duggan-Keen et al.,
1998).

A descoberta de que a proteina L1 — expressa em diversos sistemas como
células eucaridticas, leveduras e bactérias (Christensen et al., 1994) — é capaz de
organi zar-se em particulas de estruturaicosaédrica, semelhantes ao capsideo viral,
VLPs (viral like particles), mas sem o DNA do virus, possibilitou o avanco do
conhecimento sobre aimunogénese do HPV e a perspectiva de desenvolver va-
cinas profiléticas. As VL Ps sdo altamente imunogénicas e, quando injetadas em
coelhos, induzem a producao de titulos elevados de anticorpos neutralizantes e
tipo-especificos. Ensaiosimunoenzimaticos, ELISA (enzyme-linked immunaosor bent
assay), usando VLPs como o antigeno-alvo, ndo revelaram reacdes cruzadas
para outros tipos. Um estudo de soroprevaléncia para HPV em individuos com
verrugas genitais, ou com histéria de lesdes no passado, usando ELISA com
VLPs para HPV-6 mostrou titulos mais altos de anticorpos do que num grupo
controle, sem historia de lesdo. Os titulos de IgG sérico e de IgA tém uma boa
correlagado com adoenca, 0 que ndo ocorre com ostitulosde IgM. Foram descritas
prevaléncias variando entre 23%, 50% e 100%, parecendo haver uma variagéo
da resposta imune aos HPVs 6 e 11 em homens e mulheres (Staley, 2001).

Estudos soroldgicos em mulheres infectadas com HPV-16, confirmados
pela deteccao do DNA viral, avaliaram a soropositividade para as proteinas do
capsideo viral, indicando que 50% a 60% das mul heres tinham anticorpos séricos
contraasVLPsdeHPV-16, havendo umaboa correl agdo com aresposta humoral
nas mucosas. A soropositividade para as VLPs do HPV-16 esté associada ao
aumento do risco para carcinoma cervical invasivo, reforcando aidéiade que a
persisténciaviral éachave paraaprogressao dadoenca. Entretanto, asensibilidade
relativamente baixa do ELISA e a variabilidade do intervalo entre ainfeccéo e
a soro-conversdo sugerem que a avaliagdo da resposta imune ndo € (til para o
diagnostico clinico da infeccao, e sim para estudos soro-epidemiol dgicos e da
histéria natural da infeccdo em populagdes (Staley, 2001).

Além da resposta imune a proteina L1 do capsideo, também foi estudada
por ELISA a producéo de anticorpos contra a proteina E7 do HPV-16, numa
coorte de mulheres com displasialeve e moderada. No acompanhamento da coorte,
o grupo de mulheres que eliminou o virus apresentou as taxas mais altas de soro-
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conversdo e titulos mais altos de anticorpos, enquanto no grupo de pacientes
com infeccdo persistente, a proporcao de soros negativos era mais alta (Staley,
2001). A utilizagdo em vacinas terapéuticas das proteinas oncogénicas E7 e E6
de HPV's de alto risco seria uma boa estratégia para reduzir a progressédo das
|esbes pré-neopl sicas para carcinomasinvasivos (Accardi et al., 2000; Schiller,
2000).

V arias candidatas avacinas, tanto profilticas como terapéuticas, vém sendo
testadas, com sucesso em modelos animais, e alguns protocolos ja estdo sendo
aplicados a seres humanos, principa mente com vacinas profilaticas. Esses pro-
tocolos de estudos clinicos, para avaliar a seguranca dessas vacinas e sua res-
postaimunogénicaem seres humanos, requerem um nimero rel ativamente pequeno
de pacientes. Entretanto, a avaliacéo da eficacia da vacina exige o recrutamento
de grandes coortes de pacientes e adefini¢céo de um critério parao encerramento
da coorte. O tamanho adequado do estudo e a definicdo desse critério depende-
réo da natureza da vacina que esta sendo testada e das caracteristicas da coorte
para estudo (Bosch, 2002).

Uma vacina profilética contra o HPV, incluindo os quatro tipos mais co-
muns (HPV-16, 18, 31 e 45), poderia prevenir 75% dos casos de cancer cervical
e uma fragdo importante de outros canceres anogenitais (de vulva, vagina, anus
e pénis) (Plummer & Herrero, 2000). Entretanto, muitos desafios ainda precisam
ser vencidos para a utilizacdo de uma vacina eficiente e eficaz, e as previsdes
mai s otimistas indicam que programas de vacinagdo em massaso terdo inicio em
2010 (Plummer & Herrero, 2000).

O antigeno de escolha para as vacinas serd provavelmente a proteina L 1;
contudo, questdes como quetiposde HPV devem ser incluidos navacina e quando
vacinar aindanéo estdo resolvidas (Hagensee, 1999). O conhecimento dapreval éncia
dos tipos de HPV em populactes sadias e doentes € fundamental para respon-
dermos a essas questdes.

Conclusao

Reduzir aincidéncia de cancer cervical em paises em desenvolvimento é
uma das metas da Organizagao Mundial de Satde. Todo o conhecimento acumu-
lado, principalmente nas ltimas duas décadas, sobre abiologia, acarcinogénese
e aimunogénese dos papilomavirus humanos permitiu desenvolver métodos de
diagnostico e model os de vacinas que poderdo, em um futuro ndo muito distan-
te, contribuir para que essas metas venham a ser alcangadas com éxito.
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