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RESUM O - Os papilomavirus sdo patdgenos responsavei s pel o desenvol vimento
de tumores benignos e malignos de pele e de mucosas. Pertencem a familia
Papillomaviridae, género Papillomavirus, espécie Human papillomavirus—HPV,
que corresponde a uma das oito espécies incluidas no género. Os HPV's sdo
classificados em genotipos, com base na comparagéo de seqiiéncias do gene L 1.
Seu genomacircular, com cercade 8.000 pares de bases, é formado por duasfitas
deDNA, com oito genes e umaregido ndo codificadora, de controle daorigem da
replicacdo e daexpressao dos genes regul adores datranscricdo. OsHPV sinfectam
inicialmente as células da camada profunda. Seu genoma pode ficar sob aforma
circular (epissomal), dentro do nticleo dacélulaou sofrer rupturanaregido deE2 e
se integrar a0 DNA celular. Essaintegracdo tem consegiiéncias na producéo de
outras proteinas precoces do virus e que sdo responsaveis pela transformagéo
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Human papilomavirus - HPV: historic,
morphology and biological cicle

ABSTRACT - The Human papilomavirus, pathogens responsiblefor developing
benign and malignant tumours of skin and mucosas in humans, belong to the
Papillomaviridae family, genus Papillomavirus, and correspond to one among
eight speciesincluded in thisgenus. The HPV sarefurther classified in genotypes,
based in the comparison of L1 gene sequences. The double-stranded circular DNA
genome, with approximately 8,000 base pairs, includes eight to ten genes and a
non-coding region that controls the origin of replication and expression of
transcription regulatory genes. Early, in HPVS cycle, they infect the basal cells of
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sguamous epithelium. The circular genome can be found in the cell nucleusasan
episome or may suffer rupture at the E2 region and beintegrated in celular DNA,
resulting in the overexpression of early protein, responsible for cellular
transformation.

K eywor ds: human papilomavirus, HPV, morphology, biological cycle, revision.

Muitas doencas que hoje sabemos serem causadas por virustém sido des-
critas desde a Antiguidade. Entretanto, somente no século XX, a ciéncia e a
tecnol ogia desenvolveram métodos e instrumentos que permitiram identificar e
caracterizar esses patdgenos, demonstrando, in vitro ou in vivo, sua capacidade
de infectar, reproduzir-se e transmitir-se de uma célula hospedeira a outra, por
mecanismos bastante diversificados. A compreensdo desses mecanismos é fun-
damental para o diagndstico, tratamento, prevencado e controle das doengasvirais.
Além disso, é Latim, De Medicina, baseada em textos gregos, descreveu as ver-
rugas palmares, plantares e genitais, indicando como eliminé-las com a aplica-
¢ado de cinzas da borrado vinho (Celsus, 1961). Galeno (129-199 d. C.) também
fez observacfes sobre praticas populares de eliminar verrugas (Doorbar, 1999).
Aindano primeiro século da era Cristd, Martialis, poeta satirico romano, de ori-
gem hispanica, em sua Epigrammata Medicae Philosophicae, referiu-se metafo-
ricamente aos condilomas acuminados, as verrugas genitais, em um trecho de
poema, citado por J. D. Oriel no capitulo Genital Warts do livro Diseasesin the
Homosexual Male, organizado por M. W. Adler (1988). A parentemente, asverru-
gas genitais eram bastante comuns e os médicos gregos e romanos foram os pri-
meiros a observar atransmissdo sexual dessas lesdes. Naquela época, o enfoque
era dado a descricdo dos sinais, dos sintomas e do tratamento das doencas, mas
suas causas eram desconhecidas.

Somente no final do século XIX foi registrada a natureza infecciosa das
verrugas. Em 1891, Joseph F. Payne, em Londres, publicou um artigo classico:
On the contagiousness of commom warts, onde descreve o desenvolvimento, por
auto-inoculagéo, de verrugas em seu proprio polegar, depois de ter raspado a
superficie de umalesdo verrucosade umacrianga. Pouco tempo depois, em 1894,
em trabal hos independentes, C. Licht e Gaston Variot, também demonstraram o
carater infeccioso daquelas lesdes, provocando o aparecimento de verrugas em
voluntariosinoculados, experimental mente, com macerados de tecido verrucoso
(Garfield, 1988).

Noinicio do século XX, G. Ciuffo foi o primeiro asuspeitar que as verru-
gas eram causadas por virus. Em seu experimento, usou um filtrado, que havia
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sido passado em poros incapazes de reter particulas com dimensdes compativeis
com as dos virus, para auto-inocular-se e produziu verrugas ha mdo. Em 1933,
Richard E. Shope, do Departamento de Patologia Animal e Vegetal, do Instituto
Rockefeller para Pesquisa Médica, em Princepton, Nova Jersey, descobriu que
0s papilomas podiam ser transmitidos de coel hos selvagens, os rabo-de-algodao
(cottontail rabbits), aos coelhos domésticos por meio defiltradoslivres de célu-
las. Descobriu também que o agente causador desses tumores eraum virus, mui-
to semel hante ao que produzia os papilomas em homens, em bois e em cachorros
e 0 denominou de papilomavirus. Em 1935, Peyton Rous e J. W. Beard, do Insti-
tuto Rockefeller para Pesguisa Médica, em Nova lorque, observaram que 0s
papilomas de Shope — tumores epiteliais benignos de coelhos, causados por vi-
rus— podiam tornar-se malignos, progredindo para carcinomas escamosos (Garfield,
1988).

A utilizac8o da microscopia eletrénica—a partir da década de 1930 — e do
cultivo de células — na década de 1940 — possibilitou um grande avango na
virologia. Em 1949, Maurice Strauss e outros pesquisadores da Escola de M edi-
cinadaUniversidade de Yale, New Haven, Connecticut, usando um microscopio
eletrénico, observaram particulas semelhantes aos virus em amostras retiradas
de papilomas da pele. Um ano mais tarde, Strauss e colaboradores identificaram
o papilomavirus humano —HPV —como o agente etiol gico das verrugas (Garfield,
1988).

Apesar do conhecimento de que outros membros do grupo dos papilomavirus
eram carcinogénicos em coel hos e também capazes de transformar alguns tipos
decélulasderoedores (zur Hausen & De Villiers, 1994), ndo haviasido estabelecida,
até adécadade 1970, uma correlagéo entre o HPV e o carcinoma cervical huma-
no. A partir do final da década de 1970, foram identificados diversos tipos de
HPV em varias lesdes de pele e de mucosas — verrugas, displasias epiteliais e
carcinomas de cérvice uterina e de pénis, o que reforcou a importancia médica
do HPV (Doorbar & Sterling, 2001). Na década de 1980, o isolamento de tipos
especificos de HPV em bidpsias de cancer cervical abriu caminho para estudos
detalhados do papel dessesvirus nos canceresgenitais (zur Hausen & DeVilliers,
1994). Também nessa época, a descoberta de que alinhagem celular HeLa— ori-
ginada de um carcinoma cervical e cultivada desde a década de 1950 — continha
DNA de HPV integrado e transcrito ativamente, aumentou o interesse no estudo
desses virus. Atualmente, fortes evidéncias de estudos epidemioldgicos, clini-
cos ede biologiamolecular permitem afirmar que, namaioria, 0s canceresgenitais
s80 doengas sexua mente transmissiveis, causadas por certostipos de papilomavirus
humanos (Doorbar & Sterling, 2001).
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Taxonomiaenomenclatura

A taxonomia e a nomenclatura dos virus sdo elaboradas por um comité
internacional de taxonomiaviral — The International Comittee on Taxonomy of
Viruses—ICTV—-daDivisdo deVirologia, daUni&o Internacional deAssociacdes
de Microbiologia. Os papilomavirus sao virus de DNA de dupla fita (dSDNA)
gueinfectam vertebrados. Até o sexto relatério publicado, em 1995, por esse comité,
0s géneros Papillomavirus e Polyomavir us constituiam afamilia Papovaviridae
(Murphy et al., 1995). A partir do sétimo relatério (van Regenmortel et al., 2000),
foi criada a familia Papillomaviridae, na qual passou a ser incluido o género
Papillomavirus. Nesse género sdo descritas 0ito espécies e entre el as esta a espé-
cie Human papillomavirus (HPV). Ainda segundo esse Ultimo relatério do ICTV,
ha 82 genotipos de HPV descritos na literatura. Entretanto, héa outros tipos cuja
identificac8o ainda € incerta.

O nome papilomavirusfoi composto do latim papila, diminutivo de papula,
projecdo ou saliéncia em forma de mamilo e da desinéncia —oma, usada pelos
antigos médicos gregos para designar as tumorac8es ou 0s entumescimentos. As
espécies de papilomavirus sdo nomeadas de acordo com o grupo de animais que
eles infectam, seguindo uma nomenclatura binominal, em inglés: Bovine
papillomavirus (BPV), Canine papillomavirus, Cottonnail rabbit papillomavirus,
Deer papillomavirus, European elk papillomavirus, Human papillomaviruse Ovine
papillomavirus (van Regenmortel et al.., 2000).

A medida que diferentes tipos de HPV foram sendo descobertos, recebe-
ram nameros seqlienciais como, por exemplo: HPV-6, HPV-11, HPV-16 e HPV-
18. A classificagéo em sorotipos néo é aplicadaaos HPV s. Testes de neutralizagéo,
gue permitem adistin¢éo entre sorotipos de virus, ndo podiam ser realizados com
os HPV s pela dificuldade em cultiva-los em células, por isso sua classificacéo é
feita com base nas diferencas do préprio genoma. Assim, 0s tipos séo genotipos
e ndo sorotipos (White & Fenner,1994). A classificacdo atual dosHPVsem tipos
basei a-se na comparacéo de seqliéncias de nucleotideos do gene L 1 dos diversos
HPVs. Cadatipo de HPV difere dos outrostipos em pelo menos 10% na sequiéncia
de nucleotideos de L1. (Doobar & Sterling, 2001; Burk, 1999). Quando essa
homologia varia menos do que 2%, fala-se em variante e, entre 2% e 10%, em
subtipo (Burk, 1999).

As relacdes filogenéticas entre os tipos de HPV, com base na variacéo de
segiiéncias em uma dada regido do genoma, permitem interpretar como os dife-
rentes tipos e subtipos evoluiram. A construcéo, com o auxilio de softwares
especializados, de &rvores filogenéticas dos papilomavirus humanos e de outros
animais, tem mostrado que a classificacéo genémica tem uma correlagdo com o
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Quadro 1. Tipos mais comuns de HPV em lesdes da pele e mucosa anogenital

Tipos de lesdes Tipos mais comuns de HPV

Benignas da pele -1,2,3,4,10
Benignas da mucosa -6, 11, 40, 42, 43, 44, 53 56, 66, 68
anogenital
Malignas da mucosa -16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 58
anogenital

Fonte: modificado de DOORBAR, J.; STERLING, J.C., 2001.

tropismo por um tipo especifico de epitélio (pele ou mucosa) e com o tipo de
lesdo (benignaou maligna) produzidapelo virus (Doorbar & Sterling, 2001) (Qua-
drol)

Morfologia, estrutura e composi ¢do da particulaviral

A particulaviral, o virion, consiste de uma capa protéica, o capsideo, que
envolve o genoma viral (Figura 1). Os papilomavirus sdo pequenos virus nao-
envel opados, arredondados, com diémetro em torno de 55 nm, quando observa-
dos com contrastac@o negativa, por microscopia eletronica (Doorbar & Sterling,
2001). Seu capsideo, com aproximadamente 2 nm de espessura, € composto por
72 unidades morfoldgicas, os capsdmeros, dispostos segundo uma simetria
icosaédrica (T=7). Os capsdmeros, localizados em cada um dos 12 vértices, sdo
pentavalentes, isto &, circundados por cinco capsdmeros adjacentes, e 0s outros
60 capsdmeros sdo hexavalentes (Baker et al., 1991). Os 72 capsdmeros sao
pentameros da proteina estrutural principal, L1 (54 kDa). Uma outra proteina
estrutural menosrepresentada, aL 2 (76 kDa), também compde maisinternamen-
te o capsideo. Essas proteinas sdo responsavei s pelaimunogenicidade do virus e
carregam determinantes antigénicos género-especificos. Um estudo sobre a es-
trutura do capsideo do Bovine papillomavirus, BPV, de Trus et al., 1997 (apud
Booy et al., 1998), sugeriu que a proteina L2 pode estar localizada, nos vértices
5 X, no centro dos capsdmeros pentaval entes. A proporgdo molar entre as prote-
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inasL1elL2éde30:1, quando sdo co-expressasin vitro ou quando extraidas de
lesbes natural mente produzidas pelo BPV-1 (Booy et al., 1998).

O genomada particulaviral (Figura2) é formado por duasfitas circulares
de DNA, com cercade 8.000 pares de bases (pb), ligadas coval entemente e asso-
ciadas a histonas de origem celular. O genoma possui 0ito genes na regiao néo
codificadora, também chamada regi&o longa de controle — long control region,
LCR, ou upstream regulatory region, URR — |ocalizada em uma das fitas. A re-
gido L CR contém elementos regul adores da origem dareplicacdo e da expressao
de genes reguladores da transcricdo viral (Boy et al., 1998). Embora ocorram
variagBes no tamanho e na seqiiéncia dos genes e das L CRs entre os diferentes
papilomavirus, todos tém a mesma organizacéo genémica.

A regido precoce E (de early region) codificavérias proteinas— E1, E2, E4,
ES5, E6 e E7 — que regulam atranscric8o e areplicagdo viral e controlam o ciclo
celular, conferindo aessesvirus potencial paratransformar eimortalizar as célu-
las hospedeiras. Nos BPV's sdo ainda identificadas duas outras ORFs, E3 e E8
(Doorbar & Sterling, 2001). Naregido chamadatardiaL (delate region), locali-
zam-se osgenesL 1 e L 2. Esses genestém seqiiéncias altamente conservadas em
todos os papilomavirus (Bernard et al., 1994).

OciclohbiolégicodosHPVs

Os papilomavirus sdo espécie-especificos e tém tropismo pelo epitélio
escamoso da pele e das mucosas. Além disso, os diversostipos que infectam uma
determinada espécie mostram umatendénciaase instalar em regides preferenci-
ais do organismo, como, por exemplo, maos, pés, mucosaoral ou genital. O tipo
de les@o que se desenvolve também esté associado ao tipo do virus. Em huma-
nos, por exemplo, osHPV s 1, 2 e 4 causam geralmente verrugas comuns nas maos
enospés. OsHPVs6 e 11 causam verrugas genitaise os HPV s 16 e 18 sdo encon-
trados em neoplasiasintraepiteliais cervicais (NI C) e em carcinomas escamosos
de colo do Utero e de pénis.

O ciclo biol6gico dos HPV s na pel e ou mucosas (Figura 3) tem inicio quando
as particulas virais penetram nas células da camada profunda, que séo as células
menos diferenciadas do epitélio escamoso, e que ainda tém atividade mitotica.
Fissuras nesse epitélio possibilitam o acesso do virus a essas células. O virion
viral entra na célula pela interacéo das proteinas do capsideo com receptores
especificosdasuperficie celular. Estudosin vitro apontaram paraaalfa-6 integrina
como um receptor celular paraos papilomavirus (Evander et al., 1997; McMillan
et al., 1999). Depois de penetrar na célula, o virion perde seu capsideo, expondo
seu DNA aacédo de enzimas nucleares, o que favorece aexpressao dos genesvirais.
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Apbsainfeccdo, o virus passapor um periodo de incubacdo de 2 a3 sema-
nas, antes que se inicie o desenvolvimento de lesbes (Oriel, 1971). O DNA do
HPV pode permanecer quiescente na célula, antes ou depois de uma infeccéo
produtiva. O HPV-16 jafoi detectado por PCR (polymerase chain reaction) em
amostras detecido cervical de 5% a40% de mulheres sem evidéncias clinicas ou
histol 6gicas de infeccao por esse virus (Hildesheim, Schiffman & Gravitt, 1994;
Syrjannen et al., 1990).

O genoma pode ficar, dentro do nucleo da célula, sob aformacircular, ndo
integrado ao genoma celular (forma epissomal). Nos estagios precoces dainfec-
¢do, 0 DNA epissomal replica-se, nacamada basal, concomitantemente ao DNA
celular, gerando de vinte a cingiienta copias por célula. Nas infeccdes por tipos
de HPV associados acénceres cervicais € observada, com freqiiéncia, aintegracdo
do DNA do virus aum cromossomo do hospedeiro (Villa, 1997), pelarupturana
regido de E2 (Doorbar & Sterling, 2001). As conseqliéncias da ruptura de E2 no
mecanismo de carcinogénese serdo discutidas no artigo HPV: Carcinogénese e
imunogénese.

Estudos da transcri¢do viral em linhagens de queratindcitos humanos,
imortalizados por HPV-16 (Doorbar et al., 1990; Rohls et al., 1991), mostraram
gue 0s genes precoces sdo transcritos a partir de promotores, por splicing dife-
rencial. Assim, varios RNAs sdo produzidos a partir de promotores diferentes.

Asproteinas traduzidas a partir desses RNAs mensageiros vao interferir na
funcéo de proteinas celulares que controlam o ciclo normal da célula, a dife-
renciagao celular e a apoptose. A proteina E7 estimula a proliferacdo dos
queratindcitos infectados, por sua ligacdo com fatores de transcricéo AP, le-
vando a ativacdo de promotores que respondem a AP1. Outro mecanismo pelo
qual E7 atuanaproliferacdo celular é por suaassociagdo com apRb (proteinade
suscetibilidade ao retinoblastoma), que € um regulador negativo do ciclo celu-
lar na passagem de G1 para S. A proteina E6 também interfere na regulagéo do
ciclo celular ao ligar-se a uma proteina celular supressora de tumor e induzir a
degradacéo de p53 (Storey et al.., 1998). Nos HPV s de alto risco, entretanto, a
acao de E6, paraadegradacao de p53, € muito maiseficiente. A inibicdo daatividade
das proteinas Rb e p53 € uma caracteristica de outros virus que induzem aforma-
¢do detumores como os adenovirus, os poliomavirus e alguns herpesvirus (Doorbar
& Sterling, 2001). A proteina E5 também apresenta atividade transformante, que
seradescritano artigo HPV: Carcinogénese e imunogénese, bem como os meca-
nismos de carcinogénese dos HPVs.

No estagio produtivo do ciclo viral, a expressdo de E7 parece reativar o
mecanismo celular dereplicagdo de DNA, paraque ocorraaamplificagdo do genoma
viral (Floreset al., 2000), que ira compor novos virions. A proteina E1, que tem
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atividade de helicase (Yang et al., 1993), parece iniciar areplicacdo do epissoma
viral. Além disso, uma proteina E1"E4, produzidaa partir de um RNA transcrito
de um pequeno trecho C—terminal de E1 se funde com um transcrito de E4, pre-
cedendo a sintese das proteinas do capsideo. Estudos sugerem que sua funcao
pode ser a de facilitar a producéo de virus, talvez pelainibicao da apoptose, ou
pelo e stimulo areplicacdo do DNA viral. A associacdo de E1"E4 com filamentos
intermedié&rios do citoesquel eto, quando expressain vitro, tem sugerido seu pa-
pel naliberacdo do virus, por aumentar afragilidade das célulasinfectadas (Doorbar
et al., 1991).

AsproteinasL 1 e L2, depoisdesintetizadas no citoplasma, sdo direcionadas
para 0 nlcleo da célula, onde ocorre a montagem das novas particulas (Villa,
1997), nas camadas mais superficiais do epitélio. A proteina L2 ndo é essencial
para a formacéo do capsideo in vitro (Hangensee, Yaegashi & Gallway, 1993);
entretanto, estudos sugerem que essa proteina tem papel importante no
empacotamento do DNA viral ou na montagem da particula viral (Doorbar &
Sterling, 2001), umavez que aformac&o do capsideo aumenta 100 vezes na pre-
sencade L2 in vitro (Hangensee, Yaegashi & Gallway, 1993). A liberacdo das
particulas virais ocorre na superficie da lesdo, durante a descamacéo celular.

Consideracbesfinais

O numero de publicagdes, relacionadas pela base de dados Medline sobre
papilomavirus humanos e sua associacdo ao cancer cervical passou de uma cen-
tena, no inicio da década de 1980, a cerca de setecentas em 2000. No nimero
crescente de trabal hos publicados, nos anos 1980, foi demonstrada a preval éncia
de DNA de HPV nos canceres cervicais e erarelatada a validade dos métodos de
deteccao disponiveis. O decénio de 1990 produziu resultados esclarecedores sobre
o papel de certostipos de HPV nacarcinogénese, por estudos de coorte e casos-
controle e, no final daguela década, houve um aumento do niimero de publica-
¢Oes sobre as aplicagdes clinicas dos testes de HPV (Bosch et al., 2002).

Apesar de todo o progresso conquistado nas Ultimas duas décadas sobre o
conhecimento dos papilomavirus humanos, seu inequivoco papel no desenvol-
vimento do carcinoma escamoso de colo uterino e as fortes evidéncias de sua
participacéo no cancer de pénis, a incidéncia dessas doencas € muito elevada
nos paises em desenvolvimento, quando comparada aos dados de paises desen-
volvidos.
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