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RESUMO 

Certos tipos de papilomavírus humanos são conhecidos como vírus 
oncogênicos pela capacidade de induzir a transformação maligna das lesões 
epiteliais cutâneas, conjuntivais e da mucosa. Essa habilidade tem sido 
recentemente estabelecida, principalmente com a utilização de métodos de 
biologia molecular como a reação de polimerase em cadeia (PCR) e as 
técnicas de hibridização. 

Foi avaliada no presente estudo a ocorrência de fragmentos do DNA dos 
HPVs com suspeita de potencial de transformação maligna, como os HPVs 
tipos 16 e 1 8, nas lesões displásicas e carcinomas da conjuntiva ocular, 
através das técnicas de PCR e hibridização por pontos. 

Foram estudadas 31 peças histológicas com diagnósticos que variaram de 
papiloma a carcinoma invasivo da conjuntiva ocular. Essas lesões conjuntivais 
foram divididas em dois grupos; entre os que tiveram ou não recidiva. 

Os resultados mostram uma positividade de 73% para o DNA do HPV tipo 
1 6  no grupo dos recidivantes e, 65% entre os que não tiveram recidiva da 
lesão. Quanto a positividade ao HPV tipo 18, foi de 9% e 5% nos grupos 
recidivantes e não recidivantes, respectivamente. 

A partir destes dados concluímos que a incidência do DNA do HPV nas 
lesões epiteliais da conjuntiva é relativamente alta, sugerindo um possível 
envolvimento do mesmo no desenvolvimento das neoplasias. 
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INTRODUÇÃO 

A etiopatogenia da displasia con­
juntiva! ,  carcinoma espinocelular in 
situ e carcinoma espinocelular invasi­
vo, permanece desconhecida ' .  Por 
muitos anos, o raio ultra-violeta tem 
sido considerado o principal fator de­
sencadeador dessas lesões. Essa asso­
ciação vem das evidências como: maior 
incidência das lesões displásicas nos 
países tropicais; nos trabalhadores ru­
rais que estão constantemente expostos 
à iluminação direta e a preferência das 
mesmas em ocorrer na região da fenda 

palpebral; e a presença de smais de 
elastose solar nos estudos histológicos 2•3 . 

Existem outros inúmeros fatores que 
também estariam direta ou indireta­
mente ligados à patogênese dessas le­
sões epiteliais como: sexo, idade, esta­
do imunológico, hormonal, hábito de 
fumar, presença de um outro processo 
tumoral e mais recentemente, 2. infec­
ção por v írus denominados onco­
gênicos, como os papilomavírus huma­
no (HPV) 45 . 

Entende-se por vírus onocongêni­
cos aqueles capazes de iniciar um pro­
cesso tumoral maligno 6

. São consi-
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derados vírus oncogemcos os papilo­
ma vírus (neoplasias anogenitais ,  der­
matológicas, do aparelho respiratório ,  
do aparelho digestivo e oculares) ,  ví­
rus de Epstein-Barr (linfoma não Hod­
gkin) , citomegalovírus (sarcoma de 
Kaposi) e possivelmente, o vírus do 
herpes simples 6 . 

Os HPV s pertencem a um grupo de 
vírus espécie-específico, com o poten­
cial de contaminar os seres humanos 5 • 

Atualmente, existem mais de 70 tipos 
de HPVs descritos na literatura. Entre­
tanto, somente alguns tipos apresen­
tam potencial oncogênico e são, basi­
camente, os HPVs 1 6, 1 8 , 3 1  e 33 5 • 

Os HPVs são essencialmente epite­
liotrópicos e apresentam uma predile­
ção pelo epitélio estratificado escamo­
so. O ciclo de replicação do vírus é 
sincronizado pela diferenciação e ma­
turação das células do . epitélio esca­
moso, ou seja, à medida que as células 
epiteliais se diferenciam, a partir da 
camada basal do epitélio, condições 
ideais e favoráveis para a replicação 
virai estariam sendo oferecidas . O 
epitélio cutâneo ,  mucoso e metaplás­
ico, que são os três tipos de epitél io 
escamoso, podem ser infectados pelo 
HPV 7 • 

Nos últimos anos, evidências dire­
tas e circunstanciais vêm associando a 
infecção por HPV e neoplasias geni­
tais como: 1 )  achados histológicos de 
coilocitose, em 70% das displasias do 
cérvix uterino ; 2) detecção de estrutu­
ras protéicas do HPV, através dos es­
tudos imuno-histoquímicos ,  nas neo­
plasias epiteliais e 3 )  o potencial das 
lesões genitai s contaminadas pe lo  
HPV de  sofrer a transformação malíg­
na 5 . Por outro lado, as semelhanças 
histológicas e anatômicas apresenta­
das pelo cérvix uterino e pela região 
do limbo conjuntival fizeram com que 
as displasias conjuntivais e os carcino­
mas fossem classificados dentro dos 
mesmos critérios das displasias da re­
gião cervical, e o estudo anatomopa­
tológico das lesões epiteliais displá­
sicas das duas localidades demonstrou 
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alterações celulares muito semelhantes 
em relação a infecção por HPV 8 • 

As avaliações clínica e histopato­
lógica podem surgerir o envolvimento 
dos HPVs nas neoplasias, entretanto, a 
detecção final e a tipagem do HPV 
dependem dos métodos de biologia 
molecular 9 • Técnicas de hibridização 
como o "Southern", por pontos e "filter 
in situ" são métodos com alta sensibili­
dade e especificidade, porém, faz-se 
necessário uma quantidade mínima de 
material genético na amostra para se 
evitar um resultado falso negativo ' º ·  
Contudo, os métodos de hibridização, 
associados à técnica do PCR (reação 
de polimerase em cadeia) que consiste 
na amplificação "in vitro" de uma de­
terminada sequência de DNA ou RNA, 
facilitam a detecção dos agentes virais ' º . 

A hibridização por pontos ("Dot 
Blot") é um método rápido e relativa­
mente barato para analisar amostras 
de DNA ou RNA do HPV. A amostra 
de DNA é aplicada diretamente nas 
membranas de nitrocelulose e hibriza­
dos com sondas radiotivas 1 1 • 

Este estudo teve como obj etivo prin­
cipal a avaliação da freqüência do DNA 
de papilomavírus tipo humano nas for­
mas recorrentes e não recorrentes de le­
sões epiteliais displásicas e carcinomas 
espinocelulares da conjuntiva. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Trinta e uma amostras de lesões 
neoplásicas da conjuntiva, embebidos 
em bloco de parafina, foram incluídas 
neste estudo . Essas peças histológicas 
foram obtidas de pacientes submetidos 
a exérese de neoplas ia epitelial da 
conjuntiva ocular no serviço de Onco­
logia do Wills Eye Hospital, Philadel­
phia, USA, no período de Fevereiro de 
1 975  e Fevereiro de 1 992 .  

O principal critério de seleção dos 
blocos de parafina dos pacientes na 
amostra foi a presença de lesão na 
conjuntiva clinicamente sugestiva de 
papilomas, displasias conjuntivais ou 

corneanas e carcinomas espinocelula­
res, sendo que os resultados histopato­
lógicos dos mesmos tecidos, variaram 
de hiperplasia epitelial benigna (HBC) 
a displasias leve, moderada ou severa, 
carcinoma espinocelular in situ e por 
fim, carcinoma espinocelular invasivo 
da conjuntiva. Todas as outras formas 
de processos degenerativos e neopla­
sias da conjuntiva, como pterígio, gra­
nulomas e melanomas foram excluídas 
do estudo . 

Esta amostra de 3 1  espécies histo­
lógicas foi dividida em dois grupos. O 
primeiro grupo foi constituído de pe­
ças histológicas provenientes de pacien­
tes que apresentaram recidiva(s) da 
neoplasia epitelial conjuntiva!, inde­
pendente da técnica cirúrgica aplicada, 
ou sej a, "grupo dos recidivantes" (GR) 
e apresentou 1 1  pacientes . O segundo 
grupo fo i constituído de 20 peças 
histológicas provenientes de pacientes 
que não apresentaram recidiva da do­
ença após o tratamento cirúrgico, e foi 
des ignado de "grupo dos não reci­
divantes" (GNR) . 

Informações quanto a idade, sexo, 
grupo racial, tempo de sintomatologia 
pré-operatória, localização da lesão na 
conjuntiva ocular, presença de leuco­
placa ou invasão secundária, tipo de 
tratamento cirúrgico, tempo de apare­
cimento da recidiva, período de segui­
mento após a última cirurgia e, por 
fim, o resultado anatomopatológico 
foram analisadas comparativamente 
nos GR e GNR. Foram incluídos pa­
cientes com seguimento pós-operató­
rio de pelo menos 8 meses . 

Para o presente estudo, cortes de 
l O µm de espessura do tecido histoló­
gico em estudo foram obtidos e trans­
feridos para lâminas de vidro, em um 
total de 1 O lâminas por bloco. As luvas 
e a solução do banho-maria, necessá­
ria para a transferência dos cortes para 
as lâminas de vidro, foram trocadas 
após a manipulação de cada bloco para 
evitar a contaminação . Toda décima 
lâmina foi destinada à coloração com 
hematoxilina e eosina para confirmar o 
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resultado histopatológico previamente 
realizado. As nove lâminas restantes 
foram destinadas à obtenção do DNA 
genômico 

O DNA genômico foi obtido a par­
tir da transferência da amostra do te­
cido das lâminas para um tubo limpo 
de silicone. A desparafinização foi 
realizada com lavagens de xileno 
1 00%, adicionando ao tubo contendo 
o material em estudo, seguida de 2 ou 
3 lavagens com etanol 1 00%.  A 
centrifugação a vácuo foi realizada, 
posteriormente para eliminar qual­
quer resíduo de etanol. A resuspensão 
do DNA genômico foi obtida após a 
adição de 50  µl de água destilada es­
téril na amostra do tecido desidrata­
do. Para a realização de PCR utili­
zou-se 15 µl dessa solução contendo o 
DNA genômico. 

PCR foi realizado seguindo as nor­
mas descritas por SAIKI e cols., 1 988 1 0 •  

O aparelho foi ajustado para 35 ciclos 
de amplificação. Cada ciclo foi consti­
tuído por uma etapa de desnaturação a 
94ºC por 1 minuto, seguida de uma 
fase de anelamento a 50ºC por 1 minu­
to, e por uma nova etapa de aqueci­
mento a 72ºC, que foi mantido por 1 
minuto e 20 segundos. Para controles 
positivos foram utilizados sondas de 
DNA do papilomavírus tipos 1 6  e 1 8, 
gentilmente cedidos pelo professor 
ZUR HAUSEN, Heidelberg, Alema­
nha. Como controles negativos foram 
utilizados tecidos oculares e não ocula­
res normais, negativos para HPV nos 
testes previamente realizados. 

Os moldes ("primers") do DNA 
para os papilomavírus tipos 1 6  e 1 8  
foram sequenciados no início do estu­
do, a partir das informações obtidas 
por SHIBATA et ai., 1 988 1 1 , e segun­
do as instruções do fabricante do sin­
tetizador de oligonucleotídeos (Oligo­
nucleotide Synthesizers, Applied Bio­
systems, Foster City, California). O 
E6 "open reading frame" (ORF) con­
tendo a sequência dos HPVs tipos 1 6  e 
1 8  foram amplificados e descritos da 
seguinte forma: 
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H l :  5' ATTAGTGAGTATAGACATTA3 ' 
H2 : 5 'GGCTTTTGAGAGTTAATACA3 ' 
H3 : 5 'GGTTTCTGGCACCGCAGGCA3 ' 
H4:  5 '  ATGGAACAACATT AGAACAGCAAT ACAACAAACCGTTGTG3 ' 
H5:  5 'ATGGAGACACATTGGAAAAACTAACTAACACTGGGTTATA3 ' 

A partir do material amplificado 
obtido foi realizada a eletroforese em 
gel. Os três primeiros orifícios foram 
reservados para o 1 Kb DNA ladder 
(peso molecular), controle positivo 
(DNA do HPV 1 6  ou 1 8) e o controle 
negativo, respectivamente. O aparelho 
foi ligado em 200 mA e mantido por 
um período médio de 30  a 40 minutos. 
Finalmente, o gel foi fotografado com 
a câmara de Polaroid, sob a luz de 
ultravioleta. 

A detecção do HPV, através da téc­
nica de hibridização por pontos, ini­
ciou-se com a determinação da concen­
tração do DNA nos produtos finais do 
PCR. Amostras desses produtos do 
PCR foram diluídos em água destilada 
na proporção de 1 :  1 00, e posterior­
mente submetidos a leitura de absor­
ção, ou análise de densidade óptica 
(DO), a 260 mm. A concentração final 
do material proteico na amostra foi cal­
culada através da fórmula: Concentra­
ção de DNA na solução = leitura OD 
260 X 1 00 X 50  µg/ml. 

A diluição das amostras dos produ­
tos finais do PCR para a realização da 
hibridização por pontos foi baseada na 
concentração de DNA. O volume final 
desejado era a obtenção de 1 0  µl, tendo 
como base a amostra de menor concen­
tração proteica. As demais amostras 
foram diluídas para o mesmo volume, 
porém mantendo-se a concentração de 
ácido nucleico. Quatro µl foram utili­
zados para a hibridização por pontos. 

Membranas Gene Screen Plus, pre­
viamente umedecidas com água desti­
lada, foram hidratadas com solução de 
pré-hibridização ( l OX SSC). As mem­
branas úmidas foram dispostas para 
secarem ao ar livre por um período de 
1 hora. O produto do PCR ( 4 µl), após 

a desnaturação a 95 ºC por um período 
de 5 minutos, foi impresso com a ajuda 
de um pipeta ( dot blotting) na membra­
na de nitrocelulose. O DNA foi fixado à 
membrana através da exposição da 
membrana contendo produto do PCR, 
aos raios ultra-violetas de luz de ondas 
curtas por um período de 5 minutos. A 
membrana foi mantida em bolsas de 
nylon. 

A membrana contendo o produto 
final de PCR foi ligeiramente hidratada 
com a solução de pré-hibridização (5X 
SSC, em banho maria a 37ºC, por 1 
hora). Após a hidratação, a membrana 
foi transferida para uma cuba de vidro 
contendo 20 mi de solução de hibri­
dização mais o ensaio de DNA ( 1 6  ou 
1 8, marcados com 32 P-alpha dATP). A 
cuba foi revestida e hibridizada a 40-
45 ºC por uma noite. Lavagem com so­
lução de 0,05X SSC foi feita por 5 ve­
zes, a intervalos de uma hora. As duas 
primeiras lavagens foram realizadas a 
40ºC, por um período de 15  minutos, e 
as três últimas lavagens foram realiza­
das a 50ºC, por um período de 15  a 20 
minutos. Finalmente, a membrana foi 
inserida dentro do invólucro de Seran e 
exposto a filme Kodak ®. O filme foi 
revelado após 2 horas. 

RESULTADOS 

A tabela 1 mostra a descrição com­
parativa quanto a idade, em anos, sexo 
e raça entre os grupos recidivantes 
(GR) e não recidivantes (GNR). Verifi­
cou-se uma homogeneidade das va­
riantes nos 2 grupos estudados. 

O período médio de sintomatologia 
no GR foi, em média, de 8, 1 meses 
com variação de 1 a 60 meses. No 
GNR, a média foi de 6, 7 meses, com 

125 



Detecção do DNA dos papilomavírus tipos 1 6  e 18 em 
lesões epiteliais adquiridas da conjuntiva 

TABELA 1 
Dados epidemiológicos quanto a idade, sexo e raça dos pacientes portadores de lesões conjuntivais submetidos 

à exérese cirúrgica para os grupos recidivantes e não recidivantes. 

Grupos Número Idade (anos) 
variação/média/mediana 

Sexo 
M/F 

Raça 
B/NB 

Recidivantes 1 1  
20 

52-87 73,4 77 1 1 /0 
1 6/4 

1 0/1 
1 8/2 Não Recidivantes 48-84 70,0 69 

M ,  masculino; F, feminino; B, branca; NB,  não branca 

variação de O a 84 meses. A região 
límbica foi a localização preferencial 
das lesões conjuntivais acompanhada 
de invasão corneana secundária. Em 
relação ao tipo de tratamento realiza­
do, no GR, de um total de 1 1 , em 9 
(82%) pacientes foram realizadas ape­
nas a biópsia excisional sem outro tra­
tamento complementar, enquanto que, 
no grupo GNR, em apenas 5 (25%) 
pacientes, em um total de 20 casos, 
tiveram a lesão retirada cirurgicamen­
te e não receberam nenhum outro tra­
tamento complementar. 

Os diferentes padrões histológicos 
das lesões conjuntivais biopsiadas, em 
todos os indivíduos dos dois grupos 
analisados, estão relacionados na Ta­
bela 2 .  

As Figuras 1 e 2 mostram a foto­
grafia do gel eletroforético, onde estão 
ilustradas as bandas de precipitação 
dos produtos finais do PCR para os 
grupos GR e GNR, respectivamente. A 
amplificação corresponde a região E6 
da ORF do DNA dos HPV tipos 1 6  e 
18 ,  e as três primeiras bandas de pre­
cipitação correlacionam; 1 )  peso mo­
lecular ( 1  Kb DNA Ladder), ao con­
trole positivo (HPV tipo 1 6  ou 18) e ao 
controle negativo, nesta ordem . As 
diferentes amostras estão representa­
das pelas letras de C a M, quanto a 
positividade para o DNA do HPV tipo 
1 6  e, de C'a  M ' ,  entre os positivos 
para o DNA do HPV tipo 18.  

As fotografias das hibridizações 
por pontos dos DNAs genômicos para 

TABELA 2 
Distribuição dos diferentes achados histopatológicos das amostras conjuntivais submetidos à exérese cirúrgica, 

para os grupos recidivantes e não recidivantes, em relação à positividade ao DNA dos H PVs tipos 16 e 1 8, 
pela técnica de hibridização por pontos. 

Achados histopatológicos Total Positividade ao DNA do HPV 

Grupos 

Recidivantes: 
Displasia moderada 
Displasia severa 
Carcinoma in situ 
Carcinoma espinocelular 
Tota l 

Não Recidivantes: 
Hiperplasia epitel ial benigna 
Papiloma 
Displasia moderada 
Displasia severa 
Carcinoma in situ 
Carcinoma espinocelular 
Total 

casos positivo/total 

1 /1 1  
1 /1 1 
4/1 1 
5/1 1 

1 1 /1 1 

1 /20 
2/20 
3/20 
3/20 
7/20 
4/20 

20/20 

HPV1 6* HPV1 a•• 
( casos positivos/total) 

1/1 1 
1 /1 1  
2/1 1 
4/1 1 
8/1 1 

1 /20 
1 /20 
3/20 
3/20 
3/20 
2/20 

1 3/20 

1 /1 1 '  .. 

1 /1 1 

1 /20 

1 /20 

'contagem feita entre os positivos para o H PV 1 6; " contagem feita entre os positivos para o HPV 1 8. 
... a mesma amostra foi positiva para o DNA HPV 1 6  e 1 8 . 
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os grupos GR e GNR estão representa­
das nas Figuras 3 à 6. As amostras dos 
produtos de PCR foram distribuídos na 
membrana de nitrocelulose, de uma 
forma eqüidistante, no espaço corres­
pondente ao encontro da ordenada (re­
presentada pelas letras), com a abs­
cissa (representada pelos números) Os 
pontos A e B correspondem aos con­
troles positivo e negativo, respectiva­
mente. A reação ao ensaio do DNA do 
HPV tipo 1 6  ou 1 8  hibridizado com o 
material radioativo ou 32P, está repre­
sentada pelos pontos enegrecidos na 
membrana. O tempo de exposição ao 
filme foi de 2 horas. 

DISCUSSÃO 

A associação da técnica de amplifi­
cação do material genético, a reação 
de polimerase em cadeia, ou PCR, às 
técnicas tradicionais de hibridização 
molecular, tem incrementado o índice 
de positividade aos HPV. McDON­
NELL e cols., 1 989 1 5 , obtiveram uma 
positividade de 1 00% na detecção do 
HPV tipo 1 6  após submeter seis amos­
tras de tecidos conjuntivais, histolo­
gicamente diagnosticadas como dis­
plasias moderadas, severas e carcino­
ma espinocelular invasivo, às técnicas 
de PCR seguida de hibridização por 
pontos. Numa amostragem maior, 
McDONNELL e cols., 1 992 4, estu­
dando 42 amostras histológicas embe­
bidas em parafina, com o diagnóstico 
histológico variando de displasia mo­
derada a carcinoma invasivo da con­
juntiva, verificaram uma positividade 
ao DNA do HPV tipo 1 6  de 88 , 1  %, 
através da associação do método de 
PCR com a técnica de hibridização por 
pontos. A alta taxa de positividade na 
correlação das lesões epiteliais pré­
cancerosas e cancerosas com o HPV 
encontrada pelos autores acima gerou 
perguntas como: qual o valor real do 
envolvimento do HPV na etiopatoge­
nia das displasias e carcinomas invasi­
vos da conjuntiva? Até que ponto é 
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Fig .  1 - Fotografia do gel de eletroforese mostrando a precip itação dos 
produtos finais da reação de PCR das amostras de DNAs p rovenientes das 
lesões conjuntivais dos pacientes do g rupo dos recid ivantes. A ampl ifica­
ção corresponde à região E6 da ORF do DNA dos H PVs tipos 1 6  e 1 8 . A l inha 
super ior  (S) corresponde à reação ao H PV t ipo 16 (PM,  peso molecular ;  A ,  
controle positivo ; B ,  controle negativo; C ,  até M ,  amostras estudadas) .  A 
l inha inferior ( 1 )  corresponde à reação ao H PV tipo 1 8  (PM ,  peso molecular ;  
A ' ,  controle positivo ; B ' ,  controle negativo; C' ,  até M' ,  amostras estudadas) .  
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Fig .  2 - Fotografia do gel de e letroforese mostrando a p recip itação dos 
produtos finais da reação de PCR das amostras de DNAs provenientes 
das lesões conjuntivais dos pacientes do g rupo dos não recid ivantes. A 
amplificação corresponde à região E6 da ORF do DNA dos H PVs tipos 1 6  
e 1 8 . A l inha superior (S) corresponde à reação ao H PV tipo 1 6  (PM ,  peso 
molecular ;  A ,  controle positivo ; B ,  controle negativo ; C ,  até M, amostras 
estudadas) . A l inha inferior ( 1 )  corresponde à reação ao H PV tipo 1 8  (PM ,  
peso molecular ;  A ' ,  controle positivo ; B ' ,  controle negativo; C' até M ' ,  
amostras estudadas) . 
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necessário pesquisar 
rotineiramente esses 
agentes virais  nas le­
sões displásicas? E,  
por fim, estariam os 
resultados encontra­
dos por esses autores 
superestimados? Le­
ve - se  em cons i d e ­
ração que é o estudo 
com a maior amos­
tragem pe squ i s ada  
até o presente mo­
mento . 

O presente estu­
do analisou a positi­
vidade ao DNA do 
HPV tipos 1 6  e 1 8 , 
numa amostra de 3 1 
l esões  epite l ia i s  da 
conj un t i va  o c u l ar ,  
através da uti l ização 
do PCR e hibridiza­
ção por pontos .  Es­
sas amostras de teci­
dos inc luídos em pa­
rafina foram dividi­
das em lesões recidi­
vantes e não recidi­
vantes ,  na tentativa 
de detectar algum fa­
tor  que e s t i v e s s e  
agindo diferentemen­
te nesses  dois  gru­
pos . Os  resul tados 
mostraram uma posi­
tiv idade de 8 casos 
para o HPV do tipo 
1 6  (73%) para 1 ca­
so pos i t ivo  para o 
HPV tipo 1 8  (9%)  
no grupo dos  rec idi­
vantes, enquanto que 
no grupo dos não re­
cidivantes uma posi­
tiv idade de 1 3  para 
HPV 1 6  (65%) para 
1 caso positivo para 
HPV 1 8  (5%) .  O pre­
s ente e s tudo apre­
sentou resultados se­
melhantes aos Me-

DONNELL e col s . ,  1 992  4
. 

Métodos de hibridização molecular 
associados à PCR têm revelado que 
80% das amostras de tecidos provenien­
tes de lesões pre-invasivas e invasivas 
do cérvix uterino apresentam pe lo me­
nos um tipo de HPV 1 6

• A uti l ização 
dos métodos de hibridização molecular 
na identificação dos HPV não é recen­
te .  Nos últimos 20 anos ,  as di ferentes 
técnicas de biologia molecular têm aju­
dado na identificação de mais de 67 
tipos de HPV 1 1

• Quanto a escolha do 
método de hibridização , nenhuma das 
técnicas existentes pode ser postulada 
como o instrumento diagnóstico ideal, 
no entanto, deve-se considerar aquele 
que mais preci samente traduz os obj e­
tivos da pesquisa 1 1

. 

LAS S  e col s . ,  1 983 1 7 , foram os pri­
meiros autores a estudarem na associa­
ção dos  HPVs  com os  pap i l omas 
conj untivai s .  Através do estudo retros­
pectivo de 4 1  papi lomas conj untivais, 
os autores observaram sinais histoló­
gicos de coilocitose,  este característico 
de infecções por HPV, em 2 1  pacientes 
(5 1 %) . A pesquisa de antígeno s gene­
ro-espec ífico para HPV, através dos 
estudos imunoespecíficos peroxidase­
antiperoxidase ,  mostrou-se posi tiva em 
apenas 2 casos do total de 4 1  (5%) .  No 
segundo estudo conduzido pelos mes­
mos autores 1 7 , duas peças, hi stolo­
g icamente comprovadas como papi­
Jomas conj untivai s ,  foram submetidas 
à técnica de hibridização por "Sou­
thern " .  Das duas amostras ,  apenas 
uma mostrou ser positiva para o HPV 
tipo 1 1 . Apesar da pequena amostra, 
este estudo tem a sua importância por 
ser o primeiro a ap licar as técnicas de 
hibridização molecu lar na detecção 
dos HPVs nas lesões da conj unti va 
ocular .  Outros autores como PFISTER 
e cai s . ,  1 985  5 ,  detectaram o DNA do 
HPV ou antígenos dos caps ídeos do 
DNA do HPV nos papilomas e lesões 
d i splási cas da conj untiva ocular por 
meio de estudos imunohistoquímicos e 
de hibridização . 

N e ste  es tudo ,  a submis são dos 
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Detecção do DNA dos papi/omavírus tipos 1 6  e 1 8  em 
lesões epiteliais adquiridas da conjuntiva 

X 

Fig. 3 - Hibridização por pontos das amostras de DNAs das lesões conjuntivais dos pacientes do grupo dos 
recidivantes. Os pontos enegrecidos correspondem à hibridização positiva com a sonda radioativa de 32P 
para detecção do HPV tipo 1 6. As intersecções da ordenada, X ou Y, com a abscissa, 1 até 8, correspondem 
aos pontos de "dot blotting" na membrana de n itrocelulose. Tempo de exposição, 2 horas, [número total 
de pacientes, 1 1 ;  ponto A', controle positivo (HPV 1 6) ;  ponto B', controle negativo] . Hibridização positiva: 
x . 1 , x.3, x.5, x.6, x.7, x.8, y.2, y.3 e y.4 (A' ) .  

V 

Fig. 4 - H ibridização por pontos das amostras de DNAs das lesões conjuntivais dos pacientes do grupo 
dos recidivantes. Os pontos enegrecidos correspondem à hibridização positiva com a sonda radioativa 
de 32P para detecção do HPV tipo 1 6. As intersecções da ordenada, X ou Y, com a abscissa, 1 até 8, 
correspondem aos pontos de "dot blotting" na membrana de nitrocelu lose. Tempo de exposição, 2 horas, 
[número total de pacientes, 1 1 ;  ponto A' , controle positivo (HPV 1 6) ;  ponto B' ,  controle negativo] . 
Hibridização positiva: x. 1 e y.4 (A') .  
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DNAs genômicos, provenientes de te­
cidos fixados em parafina, à técnica do 
PCR, revelou uma banda de precipita­
ção larga e com menos nitidez (Figura 
l ,  2). Entretanto, deve-se considerar 
que a utilização de amostras menos 
puras, ou seja, com larga quantidade de 
impurezas como os tecidos fixados em 
parafina, geralmente resultam em ban­
das imprecisas de precipitação. Quanto 
à grande positividade encontrada no 
gel eletroforético, comparando-se ape­
nas os níveis de separação do ácido 
nucléico quanto ao peso molecular, so­
mente a submissão dos mesmos produ­
tos resultantes da amplificação a méto­
dos de hibridização, neste caso, a por 
pontos, obteve-se os resultados acima 
citados. Todas as amostras de tecidos 
utilizados como controle negativo não 
se mostraram reagentes, afastando-se 
assim a possibilidade de contaminação 
ou falso positivo. 

Quanto à escolha da técnica de hi­
bridização optou-se por pontos ("Dot 
Blot") por ser um método sensível e 
específico e por ser menos trabalhosa, 
em termos de tempo consumido, que a 
técnica de hibridização de "Southern". 

Sob o ponto de vista anatomopato­
ló gi co, verificou-se no grupo dos 
recidivantes das amostras positivas 
para o HPV 1 6, 1 caso de displasia 
moderada ( 1 2 , 5%) e severa ( 1 2 ,5%), 2 
casos de carcinoma "in situ" (25%) e 4 
casos de carcinoma espinocel ular 
invasivo (50%). Neste mesmo grupo, o 
único caso positivo para HPV 18 apre­
sentou o diagnóstico histológico de 
carcinoma "in situ". No grupo dos não 
recidivantes, entre os positivos para o 
HPV tipo 1 6 , verificou-se a ocorrência 
de 1 caso de hiperplasia benigna da 
conjuntiva (7 ,6%) e papiloma (7 ,6%), 
3 casos de displasia moderada (23 , 1 %), 
3 de displasia severa (23 ,  1 %), 4 de 
carcinoma "in situ" (31 %) e por fim, 1 
caso de carcinoma espinocelular inva­
sivo (7 ,6%). Quanto ao HPV tipo 1 8 , 
apenas l caso (7 ,6%) com o diagnósti­
co histológico de carcinoma "in situ" 
apresentou-se positivo. 
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Detecção do DNA dos papilomavírus tipos 16  e 18 em 
lesões epiteliais adquiridas da conjuntiva 

Embora 1 caso de HBC e 1 caso de 
papiloma conjuntiva! tenham apresen­
tado positividade para o HPV tipo 1 6  
neste último grupo, verifica-se que o 
padrão histológico predominante nos 
dois grupos, nos casos positivos para 
HPY tipos 1 6  ou 18,  é de lesões consi­
deradas pré-malignas e malignas. Estes 
resultados são compatíveis com os da 
literatura, tanto sistêmica quanto ocu­
lar 4 . Nos vários estudos onde os HPVs 
tipos 1 6  e 18 têm sido pesquisados nas 
mesmas amostras, o HPV tipo 1 6  tem­
se mostrado mais expressivo que o 
HPY tipo 18, de uma forma geral, em 
termos de positividade 4

. Quanto à 
positividade de HBC e papiloma ao 
HPV, pode significar que essas lesões 
poderão ou não apresentar riscos futu­
ros em termos de transformação malig­
na ou que tenham então sido contami­
nadas em alguma etapa do proces­
samento das amostras. 

A detecção do DNA do HPV em 
tec idos normais mostra que o índice de 
positividade, em tecido como cérvix 
uterino, pode variar de 3,4% a 53 ,2%, 
com a média de 1 1 ,9%, com o predo­
mínio de HPV tipos 1 6  e 18,  segundo 
SANJOSÉ e cols., 1 992 1 6 , até de 70%, 
em relação ao HPY tipo 1 6, enquanto 
que a conjuntiva ocular normal pode 
apresentar uma positividade de 66,7% 
ao HPV tipo 16 4. A relevância dessa 
informação é desconhecida, pois, não 
se sabe exatamente qual o risco dos 
tecidos aparentemente normais de 
evoluir para neoplasia quando positi­
vos para os HPVs com potencial onco­
gênico. Entretanto, estudos epidemio­
lógicos recentes mostram que os HPV 
de alto risco como os HPV 1 6, 18,  3 1 , 
3 3  e 35, são frequentemente encontra­
dos nos hospedeiros assintomáticos, ou 
onde a infecção por HPV persiste cro­
nicamente. Uma explicação seria que 
estes HPVs de alto risco têm uma pre­
disposição menor à resolução espontâ­
nea do que os HPV s de baixo risco 
(HPY 6, 1 1 ) 1 6 . McDONNELL e cols., 
1 992 4, acompanharam por 8 anos um 
paciente com quadro unilateral de le-
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Fig. 5 - H ibrid ização por pontos das amostras de DNAs das lesões conjuntivais dos pacientes do gn 
dos recidivantes. Os pontos enegrecidos correspondem à hibridização positiva com a sonda radica 
de 32P para detecção do HPV tipo 1 6 . As intersecções da ordenada, X ou Y ou Z, com a abscissa, 1 
8, correspondem aos pontos de "dot blotting" na membrana de nitrocelu lose. Tempo de exposiçã, 
horas, [número total de pacientes, 1 1 ;  ponto A', controle positivo (HPV 1 6) ;  ponto B', controle negati 
H ibridização positiva: x . 1 , x.2, x.3, x.6, x.7 ,  y. 1 ,  y.2, y.4, y.5, y.7, y.8, z . 1 , z.2 e z.5 (A' ) .  

F ig .  6 - H ibridização por  pontos das amostras de DNAs das lesões conjuntivais dos pacientes do grupo 
dos recidivantes. Os pontos enegrecidos correspondem à h ibrid ização positiva com a sonda radioativa 
de 32P para detecção do HPV tipo 1 6. As intersecções da ordenada, X ou Y ou Z, com a abscissa, 1 até 
8, correspondem aos pontos de "dot blotting" na membrana de n itrocelu lose. Tempo de exposição, 2 
horas, [número total de pacientes, 1 1 ;  ponto A' , controle positivo (HPV 1 6) ;  ponto B' ,  controle negativo] . 
H ibrid ização positiva: z .3 e z .4 (A' ) .  
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Detecção do DNA dos papilomavírus tipos 1 6  e 18 em 
lesões epiteliais adquiridas da conjuntiva 

são displásica, porém HPV tipo 1 6  
pos itivo tanto no olho não acometido, 
e este paciente evoluiu sem a recidiva 
da lesão e não desenvolveu uma lesão 
nova no olho aparentemente normal 
durante o período de seguimento . 

Embora os resultados obtidos neste 
estudo quanto a presença ao DNA do 
HPV tenha sugerido a maior prevalên­
cia do HPV entre os que tiveram reci­
diva da lesão epitelial, foi também ob­
servado que a predominância, quanto 
ao tipo de tratamento cirúrgico reali­
zado, foi diferente nos dois grupos . No 
GR, em 9 (82%) pacientes foram reali­
zados apenas a biópsia excisional sem 
outro tratamento complementar, en­
quanto que, no GNR, em apenas 5 
(25%) tiveram a retirada simples da 
lesão e não receberam tratamento com­
plementar. 

Dados na literatura mostram que a 
retirada simples,  quando comparada 
com a exérese mais a complementação 
por crioterapia e/ou ceratectomia su­
perficial com etanol à l 00%, têm mos­
trado que a possibilidade de recidiva 
da lesão epitelial retirada diminui de 
50% para 8 a 9% respectivamente 1 8 • 

O decréscimo importante da taxa de 
recidiva dessas lesões epiteliais após a 
retirada cirúrgica com a complemen­
tação com crioterapia ou ceratectomia, 
seria decorrente da eliminação de toda 
a margem comprometida da lesão ,  
além da remoção dos patógenos virais 
que eventualmente estivesse persistin­
do na margem residual do hospedeiro 1 7 . 

Quanto a análise de uma amostra 
com resultado negativo deve-se consi­
derar que não s ignifica necessaria­
mente a ausência do HPV. A submis­
são de amostras diferentes obtidas da 
mesma lesão pode mostrar uma certa 
variação entre a positividade e negati­
vidade . Além disso, acredita-se que 
infecções por HPV possam ocorrer na 
forma latente, com ciclos intermiten­
tes de replicação ou produção virai 1 9 • 

Na interpretação do resultado , na 
presença ou não do HPV, deve-se con­
siderar os achados clínicos e histológi-
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cos dos mesmos .  Evidências mostram 
que a infecção por HPV não é suficien­
te para iniciar um processo neoplási­
co,  outras alterações no hospedeiro, 
sejam endógenas ou exógenas, são ne­
cessárias para inic iar a cascata de 
eventos que ocasionaria a transforma­
ção maligna 1 9 • 

Por outro lado, as recentes desco­
bertas mostrando que as oncoproteínas 
do HPV, principalmente os tipos 1 6  e 
1 8 , teriam a capacidade de formar 
complexos com genes supressoras de 
tumores como p53 e pRB, que por sua 
vez, têm um papel fundamental no con­
trole da proliferação celular, resultan­
do na proliferação descontrolada das 
células 20 , faz-se a necess idade de 
e luc i dar melhor a capacidade dos 
papilomavírus de induzir a transforma­
ção maligna. Após o esclarecimento 
dessas questões ,  a detecção dos HPV 
poderia ser útil como um fator de 
predictibilidade da evolução maligna 
das neoplasias . 

SUMMARY 

The occurrence of certain 
types of HP V DNA, such as 
1 6  and 18, in epithelial lesions 
of the ocular conjunctiva was 
analysed in th is present study. 
We studied 3 1  samples of 
epithelial lesions which the 
pathological diagnosis varied 
from metaplasia 
to invasive squamous 
cell carcinoma of the conjuntiva, 
embedded in paraffin blocks. 
The samples was divided in two 
groups: 1) tissue samples from 
patients who developed 
recurrence after a former surgery 
and 2) tissue samples from patients 
who never developed recurrence. 
The detection of HP V  DNA 
was done by PCR and "dot blot " 
hybridization techniques. 
A positivity of 65% to HP V DNA 
was found in the group with 

recurrence and 65% in the group 
without recurrence. With regard to 
HP V  DNA type 18, we found a 
positivity of 9% and 5% 
in the groups with and without 
recurrence, in this arder. 
The incidence of HPV DNA types 
1 6  and 18 was relatively high. 
This result could suggest a possibl 
envolvement of HP V in the 
pathogenesis of epithelial tumors 
such as squamous cell carcinoma 
of the conjunctiva. 
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