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RESUMO 
O gene supressor de tumor p53 expressa uma proteína que atua como regulador negativo do ciclo celular quando ocorre uma lesão no DNA. 
Alterações nesta proteína por mutação do gene ou por inativação por proteínas virais podem contribuir para o desenvolvimento de neoplasias 
malígnas. A proteína virai E6 dos papilomavfrus humanos de alto risco para câncer cervical se liga à proteína p53, promovendo a desregula­
ção do ciclo celular. Analisamos cinco casos de lesões intra-epiteliais de alto grau (NIC li e Ili) para detecção de HPV e para alterações no 
gene para p53. As lesões NIC Ili foram positivas para HPV e uma delas apresentava alterações no exon 7 da p53. Considerando que muta­
ções no gene para a p3 são um evento tardio no desenvolvimento do câncer, a mutação encontrada em uma lesão pré-malígna poderia contri­
buir para o prognóstico do câncer cervical. Esta paciente estava também infectada por HPV 16 e 18. Em uma paciente com NIC Ili infectada 
pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) , somente o HPV tipo 6 foi encontrado, embora tenhamos testado as amostras com cinco 
tipos de HPV de alto risco (16,18, 31,33 e 35). As lesões NICII foram negativas para HPV e para p53 mutante. 
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ABSTRACT 
The P53 tumor supressor gene encodes a protein which functions as a negative regulator by controlling cell cycle when the DNA is dama­
ged. P53 gene mutations or p53 inactivation by virai proteins may contribute to the development of malignant neoplasias. The E6 virai pro­
tein of oncogenic human papillomavirus binds p53 and promotes the deregulation of the cell cycle. Five cases of high grade cervical intraepi­
thelial neoplasia (CIN li and CIN Ili) were analysed in order to detect HPV infection and p53 gene changes. Ali CIN Ili lesions were positi­
ve for HPV DNA and one of them presented mutation in the exon 7 of the p53 gene. Considering that changes in the p53 gene are a late 
event in the cancer development, the mutation found in a pre-malignant lesion may help in the prognosis of lhe cervical cancer. This patient 
was also infected with HPV 16 and 18. Benign HPV 6 was the exclusive type found in a CIN III of an HIV positive patient although we tes­
ted the samples with five high risk HPV types ( 16, I 8, 3 1, 33 e 35). Toe CIN II lesions had neither HPV nor p53 mutation. 
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INTRODUÇÃO 

Certos genes celulares desempenham um papel importante 
na causa de alguns tipos de tumores humanos. São os denomi­
nados genes supressores de tumores e operam de forma dife-
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rente dos oncogenes, pois a perda ou alteração dos mesmos 
altera os mecanismos de controle do crescimento celular 1. 

A proteína p53 é um produto de um gene supressor de 
tumor. Na divisão normal da célula, a p53 não é necessária, 
porém quando o DNA é de alguma forma lesado, sua função 
reparadora é induzida. Nas células em que a p53 é inativada 
total ou parcialmente por mutação ou por oncoproteínas virais, 
ocorre replicação de DNA lesado, resultando em mutação, 
aneuploidia, falha mitótica, ou morte celular 2. Alterações no 
gene que expressa a p53 podem ser detectadas por PCR segui­
do de seqüenciamento ou elelroforese com temperaturas deter­
minadas 3

• 
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de fita única (SSCP), baseado na propriedade das moléculas 
de fita simples de DNA formarem estruturas secundárias 
dependendo de sua seqüência primária de nucleotídeos sob 
condições não desnaturantes. Consequentemente, a mobilida­
de eletroforética da fita simples torna-se relacionada a sua 
conformação e indica diferenças na seqüência de DNA5. A 
maioria das mutações encontradas nos tumores está agrupada 
dentro da porção central do gene que codifica para a proteína 
p53, nos exons de 5, 6, 7 e 8. 

Os papilomavírus humanos (HPV) infectam o tecido epite­
lial e causam lesões produtivas hiperproliferativas autolimita­
das. Certos tipos de HPV têm potencial oncogênico e a infec­
ção por tais tipos contribui para o desenvolvimento de cânce­
res, principalmente no trato genital feminino. Com base em 
estudos epidemiológicos verificou-se que existem tipos asso­
ciados a lesões benignas, chamadas de baixo risco e tipos 
associados a lesões malignas, os tipos de alto risco. Os tipos 6 
e 11 são geralmente encontrados nas verrugas (condiloma acu­
minado). Os tipos de alto risco (16 e 18) mais freqüentemente 
são encontrados em displasias de alto grau. HPVs de alto risco 
expressam altas concentrações da proteína virai E6, que se 
liga à proteína p53, promovendo a desregulação do ciclo celu­
lar 6. 

O objetivo do presente trabalho é verificar a presença de 
alterações nos exons 5 a 8 do gene supressor de tumor p53 e a 
presença de HPV em lesões intra-epiteliais de alto grau (NIC 
II e III) de pacientes atendidas no ambulatório de Ginecologia 
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal 
Fluminense UFF. 

METODOLOGIA 

Specimens 

Foram analisadas c inco lesões cervicais de alto grau de 
pacientes atendidas na Unidade Materno-Infantil da Faculdade 
de Medicina da UFF. Após exame clínico e colpocitológico, 
as pacientes foram biopsiadas para exame histológico. Para 
detecção de HPV e mutações na p53, esfregaços cervicais 
foram coletados em tubos contendo tampão Tris-EDTA, e 
estocados a -20° C. Dados demográficos (sexo, idade, local de 
nascimento, origem étnica, estado civil, escolaridade, nível 
socioeconômico) e fatores de risco (número de partos, abortos, 
hábito de fumar, uso de drogas, sexarca. número de parceiros 
sexuais, história de doenças sexualmente transmissíveis, histó­
ria familiar de neoplasia, colpocitologia. histologia, uso de 
imunossupressores, soropositividade para HIV, contracepti­
vos) foram obtidos das pacientes através de um questionário. 
Todas as pacientes assinaram consenumento como participan­
tes de uma pesquisa científica. 

Extração de DNA 

· A extração do DNA das arnoslrb fo, obtida pelo método 
de saturação de sal (Howe et a1. 1w- , Os esfregaços cervi-

cais foram centrifugados a 4000 rpm por 15 minutos. A seguir 
foram incubadas durante 4 horas à 37ºC em 200 microlitros de 
tampão de digestão ( 10 mmol de Tris-pH 8,3; 1 mmol de 
EDTA pH 8,0; 0,5 % de Tween 20 e proteinase K 400 g de 
concentração final). A enzima foi inativada por 10 minutos a 
94ºC. A precipitação das proteínas foi obtida adicionado-se 50 
microlitros de NaCI saturado (6M) seguido de centrifugação a 
4000rpm à temperatura ambiente durante 15 minutos. O 
sobrenadante foi removido para um novo tubo. A precipitação 
de DNA foi alcançada com adição de 1/10 do volume de ace­
tato de sódio (3M) seguido de 2,5 volumes de etanol 100% 
overnight. Seguiu-se então uma centrifugação à 4ºC durante 
30 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante foi então removido, 
o pellet foi lavado ao se adicionar 70% de etanol e centrifuga­
do à 4ºC a 14000 rpm durante 15 minutos. O pellet foi seco e 
ressuspenso em 50 microlitros de água esteril izada. 

Amplificação do HPV pelo método de PCR 

Amplificação com oligonucleotídeos genéricos -
Utilizamos os oligonucleotídeos genéricos MY-09/ MYl 1 
relativos à proteína do capsídeo virai Ll. A amplificação foi 
iniciada em 50 microlitros da mistura da reação (lXPCR tam­
pão; 50 M de dNTPs; 1,5 mM MgCL2; 50 pM de cada primer; 
0,25 U da Taq polimerase; e 5microlitros da amostra) com 35 
ciclos de amplificação. Cada ciclo incluiu um processo de des­
naturação à 94ºC por I minuto, uma etapa de anelamento à 
55ºC durante 2 minutos, e um etapa de alongamento da cadeia 
à 72ºC durante 2 minutos. Para monitorar a contaminação do 
DNA na reação de PCR foi utilizado um tubo contendo água. 
Os primers de genes da actina humana, que amplificam uma 
região 3 10 bp do DNA humano, foram usados como controle 
interno. Os produtos de PCR foram analisados e visualizados 
em U.V. após eletroforese em gel de agarose 1,3% e corados 
com brometo de etídeo. 

Amplificação com oligonucleotídeos específicos - O 
mesmo procedimento descrito acima foi utilizado para detec­
ção de HPV tipos 6, 11 , 16, 18, 31, 33 e 35 com oligonucleotí­
deos relacionados ao gene E6 (Tabela 1). 

Detecção de mutações nos exons 5,6, 7 e 8 do 
gene para p53 pelo método de PCR-SSCP 

A amplificação do DNA das amostras foi processada com 
oligonicleotídeos dos exons 5, 6, 7 e 8 do gene para a p53 
(Tabela 2). Um I das amostras foi adicionado à mistura de 
reação e submetidas a 35 ciclos de 30 segundos a 94C; 1 
minuto a 60C e I minuto a 72C com alongamento final de 10 
minutos a 72C . Os 

Volumes iguais de produtos de PCR (5 microlitros) e tam­
pão de formamida (95% de formamida; l0mM de EDTA; 0,05 
% de bromofenol azul; 0,05% xilenocianol) foram aquecidos à 
95º por I O minutos. A reação foi deixada co~gelada até ser 
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Tabela 1 - Oligonicleotídeos do gene E6 doi HPVs tipos 6, 11, 16, 
18, 3 1, 33 e 35 usados na reação de amplificaç~o. 

DNA HPV Oligonucleotídeos 

6 Pl/P2 

I IPI/P2 

16Pl/P2 

18Pl/P2 

31 Pl/P2 

33Pl/P2 

35Pl/P2 

CAC CAT AAG GTC CTG TTT/ GAA CCG CGC 
CTTGGTTAG 
CGC AGA GAT ATA TGC ATA TG/ AGT TCT 
AAG CAA CAG GC' A CA 
CC AGA AAG Tl~CA CAG/ TAC TAT GCA 
TAAATCCCG 
GAA ACC GTT GAA TCC AGC/ GTT CCT GTC 
GTCCTCGGT 
GAC CTC GGA AAT TGC ATC/ TGT TTC TGT 
TAACTGACC 
GTA TAT AGA GAG GGA AAT/fAA AGG TTT 
TTT AAC TGT 
ACA AGA A TT ACA GCG GAG/f AA CTG TTT 
GTT GCA TTG 

Tabela 2 - Seqüência de oligonucleotídeos e produtos de PCR dos 
exons 5 a 8 do gene supressor de tumor p53 

Exons 
(bp) 

5 

6 

7 

8 

Seqüência de nucleotídeos 
Tamanho do 
produto do PCR 

TGT TCA CTT GTG CCC TGA CT 310 
AGC AAT CAG TGA GGA ATC AG 
TGG TGG CCC AGG GTC CCC AG 
TGG AGG GCC ACT GAC AAC CA 
CTT GCC ACA GGT CTC CCC AA 
AGG GGT CAG VGG CAA GCA GA 
TTGGGAGTAGATGGAGCCT 313 

223 

248 

submetida à eletroforese com gel de poliacrilamida (49: 1 acri­
lamida-bisacrilamida). Após a corrida, o gel foi fixado em 
7 ,5% do ácido acético, lavado, e corado com prata. O gel foi 
mergulhado então em 10% de etanol e l % de ácido nítrico e 
imerso em solução de impregnação (O, 1 de nitrato de prata e 
150m microlitros de forrnaldeido em 100 microlitros de água), 

0/lteira et ai 

visualizado em solução reveladora (3 gramas de carbonato de 
sódio; 150 microlitros de formaldeido; e 100 microlitros de 
tiossulfato de sódio em 100 microlitros de água), e fixado em 
10% de ácido acético por 5 minutos 7, 8. 

RESULTADOS 

Os resultados estão apresentados na Tabela 3. Três das 
cinco pacientes apresentaram NIC III e duas apresentaram 
NIC li. As lesões NIC UI foram positivas para HPV. Em duas 
destas lesões detectamos HPV de alto risco, mas na paciente 
infectada pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV) , 
somente o HPV tipo 6 foi encontrado (Figura 1). Uma 
paciente apresentou alterações no exon 7 da p53. As lesões 
NICII foram negativas para HPV. 

Figura 1 - Detecção de HPV 6 por PCR em NIC Ili de paciente por­
tadora de HIV. 1 - Amostra positiva para HPV 6 - banda de 230 bp 
(seta). 2 - Amostra negativa. observando-se a presença de banda para 
o gene para actina. 3 - Padrão de peso molecular - 1 OObp 

Tabela 3 - Presença de HPV e alterações na p53 em pacientes com lesões epiteliais de alto grau. 

Paciente 

1 
2 
3 
4 
5 

Dados clínicos 

NIC 
NIC 
NICU 
NIC li/HIV 
Assintomático 

P - Positivo N • Negativo 

Citologia/ histologia Detecção de HPV 

NIC II 
NIC Ili 
NIC 11/HPV 
NIC 111/HPV 
NIC UI 

Ll tipo/E6 

N 
p 

N 
p 
p 

N 
16 
N 
6 
16, 18 
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Resullados/p53 
Estado exon 

Normal 
Normal 
Normal 
Normal 
Mutante 7 
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DISCUSSÃO 

Testamos a presença de alterações no gene para p53 e 
infecção por HPV em cinco casos de lesões de alto grau - neo­
plasias intra-epiteliais cervicais grau 2 e 3, a partir de esfrega­
ços de cinco pacientes rotineiramente atendidas em um ambu­
latório de Ginecologia. Mutações na p53 geralmente são 
encontradas em neoplasias malígnas mas não são comuns em 
cânceres cervicais9. A detecção de alteração em uma lesão 
pré-malígna que encontramos é um evento raro e pode ser 
falso positivo, o que poderia ser comprovado após a realização 
de seqüenciamento. Entretanto, a técnica de SSCP tem sido 
documentada como bastante eficaz na detecção de mutações 
no gene para p53 em vários tipos de câncer 10. O fato desta 
paciente estar infectada por HPV 16 e 18 sugere que a lesão 
seja decorrente de infecção virai. Neste caso, o processo de 
mutação em uma lesão pré-malígna poderia ser de valor prog­
nóstico para o câncer cervical. Esta paciente foi tratada por 
cirurgia e ainda não retornou ao Serviço para uma nova ava­
liação. 

Infecções virais são comuns em pacientes portadores de 
HIV e são utilizadas como marcadores para a infecção e pro­
gressão da doença. Infecções por HPV no trato genital são fre­
qüentes em pacientes com HIV, assintomáticas ou não. 
Embora tenhamos testado as amostras com cinco tipos de 
HPV de alto risco (16,18, 31,33 e 35) mais comuns nas lesões 
cervicais de alto grau, detectamos nesta paciente somente o 
tipo 6, de baixo risco. A presença deste tipo, considerado 
benigno, em uma lesão de alto grau sugere que o sistema 
imune da paciente esteja deprimido, facilitando o processo de 
transformação maligna no epitélio cervical. De fato, vários 
autores sugerem que pacientes imunodeficientes desenvolvam 
lesões malignas com maior freqüência, mesmo quando infec­
tados com vírus de baixo potencial oncogênico 11 • 12• 

Entretanto, devemos considerar também, que esta lesão tenha 
sido originada por um tipo de HPV de alto risco não testado. 
Neste caso, HPV 6 seria mais uma infecção oportunista na 
paciente, que também apresentava sífilis e herpes genital na 
época da consulta. Estas DST vem sendo associadas à pro­
gressão das lesões por HPV ao câncer genital 13• 
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