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RESUMO

O Papilomavirus Humano (HPV) é responsavel por lesbes no trato urogenital
masculino e feminino, cujas principais formas de transmissdo se dao através de
relacdo sexual desprotegida, fébmites e transmissdo parenteral. O diagndstico das
lesbes causadas pelo HPV é realizado através de métodos morfolégicos que vao
desde o exame clinico, citologia oncética, colposcopia e histopatologia ou bidpsia,
porém estes meétodos ndo permitem identificar que tipo de virus esta causando a
infeccdo. Neste sentido, € importante a utilizacdo de metdédos mais sensiveis e
especificos para a deteccdo do HPV. Nesta perspectiva, o objetivo deste trabalho é
mostrar as principais formas de diagnostico do HPV e a importancia das técnicas de
biologia molecular na identificacdo do mesmo, apresentando a biologia e a
biossintese do virus; identificando os principais tipos de HPV e sua oncogenicidade
e destacando os principais métodos diagnoésticos na identificacdo do HPV. Trata-se
de uma revisdo bibliografica realizada mediante a busca eletrdnica de artigos
indexados em bases de dados como SCIELO, LILACS, MEDLINE/PUBMED a partir
das palavras-chave relacionadas ao assunto principal: “cancer do colo do Utero”,
“Papilomavirus humano”, “diagnéstico”, “biologia molecular”, compreendidos no
periodo de 2002 a 2016. Apesar da citologia oncética convencional ser adotada
como padrdo ouro para rastreamento do cancer do colo do Utero e suas lesfes
precursoras, esta técnica pode sofrer interferentes que alteram sua sensibilidade
diagnéstica.Das técnicas diferenciais utilizadas para identificagcdo do HPV destacam-
se as moleculares na qual a captura hibrida e a PCR s&o consideradas mais
importantes, sendo o primeiro método citado mais propenso a resultados falso-
positivos.

Palavras-chave: Cancer do colo do utero. Papilomavirus Humano. Diagnadstico.
Biologia molecular.



ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) is responsible for lesions in the male and female
urogenital tract, whose main forms of transmission are through unprotected sexual
intercourse, interferences and parenteral transmission. Diagnosis of HPV lesions is
performed using morphological methods ranging from clinical examination, oncology
cytology, colposcopy and histopathology to biopsy, but these methods do not allow
identification of what type of virus is causing the infection. In this sense, the use of
more sensitive and specific methods for the detection of HPV is important. In this
perspective, the objective of this work is to show the main forms of HPV diagnosis
and the importance of molecular biology techniques in the identification of HPV,
presenting the biology and biosynthesis of the virus; Identifying the main types of
HPV and their oncogenicity and highlighting the main diagnostic methods in the
identification of HPV. This is a bibliographical review carried out through the
electronic search of articles indexed in databases such as SCIELO, LILACS,
MEDLINE / PUBMED from the keywords related to the main subject: "cervical
cancer”, "Human papillomavirus" , "Diagnosis”, "molecular biology"”, from 2002 to
2016. Although conventional oncology cytology is adopted as a gold standard for the
screening of cervical cancer and its precursor lesions, this technique may suffer from
interferences that alter its sensitivity The differential techniques used to identify HPV
are the molecular ones in which the hybrid capture and the PCR are considered
more important, the first method cited being more prone to false-positive results.

Key words: Cancer of the cervix. Human Papillomavirus. Diagnosis. Molecular
biology.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer no colo do Gtero é
considerado um dos grandes problemas de saude publica bastante incidente nos
paises subdesenvolvidos, tendo sua etiologia associada principalmente com o HPV,
em aproximadamente 99,7% do casos (NOBREGA JUNIOR; BARBOSA, 2013). No
Brasil, 137 mil novos casos de infeccdo por HPV séo registrados por ano, sendo o
mesmo um dos lideres mundiais em incidéncia deste tipo de doenca. (LUZ et al.,
2015).

O céancer cervical é o segundo que mais acomete as mulheres no mundo,
ficando atras apenas do cancer de mama e sendo a quarta causa de morte entre a
populagdo feminina do Brasil. Para 0 ano de 2016, no Brasil, sdo esperados 16.340
casos novos de cancer do colo do utero, com um risco estimado de 15,85 casos a
cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer
do colo do utero é o primeiro mais incidente na Regido Norte (23,97/100 mil). Nas
Regides Centro-Oeste (20,72/100 mil) e Nordeste (19,49/100 mil), ocupa a segunda
posicao; na Regido Sudeste (11,30/100 mil), a terceira; e, na Regidao Sul (15,17 /100
mil), a quarta posicao (INCA, 2015).

O Papilomavirus Humano (HPV) é responsavel por lesées no trato urogenital
masculino e feminino, cujas principais formas de transmissdo se ddo através de
relacdo sexual desprotegida, fomites e transmissao parenteral (BARBOSA FILHO et
al., 2010).

Entre os fatores de risco para o surgimento do cancer cervical uterino e de suas
lesbes precursoras, a infeccdo cervical por tipos oncogénicos do HPV tem sido
estabelecida dentro dos critérios de causalidade (DA SILVA et al., 2006). Contudo, a
infeccdo pelo HPV, por si sO, ndo representa uma causa suficiente para o
surgimento dessa neoplasia, sendo necessaria a persisténcia da infeccdo (INCA,
2015). A associacao para infeccdo e a prevaléncia do virus estdo associadas a
alguns fatores de risco, como: genaétipo viral, carga viral, persisténcia e integracédo
do DNA viral com o genoma da célula hospedeira, inicio precoce de relacbes
sexuais, multiparidade, multiplos parceiros sexuais, 0 uso de contraceptivos orais,
tabagismo e infeccdo por doencas sexualmente transmissiveis (ASSUNCAO;
CORREIA; 2014).



O HPV é composto por DNA de dupla hélice, cada uma delas contendo cerca de
7.900 pares de base. Este virus infecta o epitélio da pele e de certas membranas
mucosas. A célula epitelial que hospeda o virus € o queratdcito ou células escamosa
produtora de queratina. A replicacéo viral, bem como a formacé&o de particulas virais
in vivo, estd intimamente relacionadas a maturacdo e diferenciacdo do epitélio
escamoso, produzindo um efeito patogénico denominado coilocitose. Essa alteracao
morfologica das células € comum a todos os tipos de HPV que acometam a regiao
anogenital, oncogénicos ou nao (KOSS; GOMPEL, 2014).

A infeccdo pelo HPV pode ser dividida em trés formas, clinica, subclinica e
latente. As alteracBes caracteristicas da forma clinica podem ser visualizadas com a
presenca de verrugas, os chamados condilomas acuminados. J& as alteracdes da
forma subclinica sdo observadas no colo do Utero através da colposcopia com a
presenca do condiloma aplainado sendo a forma mais frequentemente observada.
Ja a forma latente sé é identificada pelo uso de técnicas moleculares através de
métodos que detectam o DNA viral (CASTRO et al., 2009).

O diagnostico das lesdes causadas pelo HPV é realizado através de métodos
morfolégicos que vdo desde o exame clinico, citologia oncética, colposcopia e
histopatologia ou biépsia, porém estes métodos ndo permitem identificar que tipo de
virus esta causando a infeccdo (DE SA et al., 2016). Neste sentido, é importante a
utilizacdo de metddos mais sensiveis e especificos para a deteccdo do HPV.
Técnicas moleculares como a hibridizag¢&o utilizam sondas especificas para localizar
o DNA viral nas amostras retiradas da lesdo. Esta técnica possui outras variagdes
como o Southern blot, Hibridizacdo in situ, captura hibrida (CH), Dot blot, que
apresentam uma boa especificidade e sensibilidade para este tipo de deteccao.
(ARAUJO; REIS, 2014).

Para o diagnéstico molecular do HPV, existe também a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), que tem se mostrado altamente sensivel na identificacdo do DNA
viral existente nos mais diversos materiais clinicos além de possibilitar a
identificacdo de um maior nimero de virus numa pequena quantidade de amostra
analisada, bem como na resolucdo de duavidas originadas, durante o diagnéstico
citohistopatolégico e o exame colposcépico, ndo apenas de lesdes pré-neoplasicas,
mas também nas infec¢fes latentes ou subclinicas associadas a esse agente viral
(KENNE et al., 2014).



Este estudo trata-se de uma revisao bibliogréfica realizada mediante a busca
eletrbnica de artigos indexados em bases de dados como SCIELO, LILACS,
MEDLINE/PUBMED a partir das palavras-chave relacionadas ao assunto principal:
‘cancer do colo do dutero”, “Papilomavirus humano”, “diagnéstico”, “biologia
molecular”, compreendidos no periodo de 2002 a 2016.

Nesta perspectiva, 0 objetivo deste trabalho é mostrar as principais formas de
diagnéstico do HPV e a importancia das técnicas de biologia molecular na
identificacdo do mesmo, apresentando a biologia e a biossintese do virus;
identificando os principais tipos de HPV e sua oncogenicidade e destacando o0s

principais métodos diagndsticos na identificacdo do HPV.



10

1 - O PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

1.1 - EPIDEMIOLOGIA DO HPV E CANCER DO COLO DO UTERO

A taxa de incidéncia do cancer do colo do utero vem diminuindo, ao longo das
ultimas trés décadas, na maioria dos paises em processo de transicdo
socioecondmica. Tal fato reflete, principalmente, as implementacdes de programas
de prevencao (INCA, 2015). Geralmente a doenca evidencia-se na faixa etaria de 20
a 29 anos e o risco aumenta rapidamente até atingir seu pico, geralmente na faixa
etaria de 45 a 49 anos. Por outro lado, com excecdo do cancer de pele, este € 0
cancer que apresenta maior potencial de prevencdo e cura quando diagnosticado
precocemente. Estima-se que ocorra uma reducdo de cerca de 80% da mortalidade
por esse cancer, com a realizacdo do rastreamento das lesfes através do teste de
papanicolaou em de mulheres, na faixa etaria de 25 a 65 anos, bem como através
do tratamento das lesGes precursoras com alto potencial de malignidade ou
carcinoma in situ (KENNE et al., 2014).

Acredita-se que a infeccdo masculina contribua significativamente para a
infeccdo e subsequente doencga cervical em mulheres e estima-se que mais de 70%
de parceiros de mulheres com infeccao cervical por HPV sédo portadores do DNA
desse virus. A infeccéo pelo HPV fora da regido genital foi detectada em até 73% de
homens saudaveis, sendo que a persisténcia desta infeccdo € menor do que nas
mulheres, e a idade parece nao influenciar na incidéncia e duragcdo (SANTOS et al.,
2011).

Alguns fatores socioeconomicos contribuem para a infeccéo por HPV e assim
sédo considerados fatores de risco para o desenvolvimento do cancer cervical, tais
como baixa renda familiar, escolaridade baixa, inicio da atividade sexual precoce,
estado civil, fatores ambientais e os héabitos de vida (NOBREGA JUNIOR e
BARBOSA, 2013). Diante do conhecimento desses fatores, a vacina contra o HPV é
uma das principais ferramentas para o combate ao cancer do colo do utero (INCA,
2015).

O Ministério da Saude estd atualmente promovendo a campanha de
vacinacdo contra o HPV imunizando meninas de 11 a 13 anos de idade em que

ainda nao tiveram relacdo sexual, gerando protecdo prévia a um contato posterior
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com virus de alto risco. Esta vacina agora faz parte do calendario de vacinagéo e
tem como meta vacinar 80% do publico alvo e para alcancar este objetivo, esta
disponibilizando a vacina em 36 mil postos de saude e escolas publicas do pais
durante o ano inteiro (ARAUJO; REIS, 2014).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) aprovou a indicacdo da
vacina contra o HPV em meninos e homens de 9 a 26 anos de idade, a indicacéo &
para previnir verrugas genitais e lesdes relacionadas aos tipos 6 e 11 do virus. A
base da aprovacdo da vacina para o sexo masculino foi um estudo publicado no
“‘New England Journal of Medicine”, que comprova a redugao de 90% das lesdes
genitais externas e também a diminui¢do da infeccéo persistente pelo HPV em 85%
dos casos. O estudo foi realizado com 4.065 homens de 16 a 26 anos, em 18 paises
(incluindo o Brasil) e comprovou a eficacia da vacina contra os tipos 6, 11, 16 e 18
do papilomavirus (ROSENBLANT, 2012).

1.2 - BIOLOGIA E BIOSSINTESE DO HPV

O HPV desempenha papel central na carcinogénese e, atualmente, é
reconhecido como o0 agente causal inequivoco de condilomas, neoplasias
intraepiteliais e carcinomas cervicais (BURD, 2003). Pertencente a familia
Papillomaviridade, género Papilomavirus. Sdo virus ndo envelopados de simetria
icosaédrica, com capsideo composto por 72 capsdmeros e um genoma de DNA
dupla fita circular, com cerca de 8.000 pares de bases, podendo ser encontrados em
epitélios de muitos animais, incluindo aves, répteis e mamiferos, sendo espécie-
especifico (CAMARA et al., 2008).

O genoma do HPV possui oito regides conhecidas como fases de leitura
aberta (Open Reading Frames) e uma regido nao-codificadora. As fases de leitura
aberta sdo organizadas em trés regides: a regido precoce (composta pelos genes
El, E2, E4, E5, E6, E7), responsaveis por processos iniciais da replicacdo viral, no
controle de sua transcricdo e na transformacédo celular; a regido tardia (composta
pelos genes L1 e L2), responsaveis pelas etapas finais da replicacdo do virus, como
a sintese de proteinas estruturais do capsidio; e uma regido responsavel pela
modulacédo destes processos na célula do hospedeiro, chamada regido controladora
(URR) (FERRAS et al., 2012; PINTO et al., 2012 ). (Figura 1)



12

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do
HPV.

L2

L1

Fonte: FERRAZ et al. (2012).

Existem atualmente mais de 200 tipos de HPV sendo que novas linhagens
sédo descobertas e adicionadas a esta lista (VIDAL et al., 2012). Sua classificacédo
em tipos distintos é feita a partir das diferencas entre a sequéncia de nucleotideos
do seu genoma viral. Diferentes tipos de HPV possuem menos de 60% de
semelhanca nas suas sequéncias de nucleotideos que constituem a principal
proteina do capsideo, a L1(ARAUJO; REIS, 2014).

A importancia da proteina L1 se da a producéo das vacinas contra o HPV que
sdo preparadas a partir de particulas virais semelhantes ao virus (VLP, do inglés
virus-like particle), produzidas por tecnologia recombinante, oriundas da proteina L1
do capsideo viral dos tipos de HPV, altamente purificadas e capazes de gerar
resposta imunolégica. Como as VLP ndo contém DNA (&cido desoxirribonucléico)
viral, ndo sdo capazes de infectar células, se reproduzirem ou causarem doencgas
(CONITEC, 2013).

A infeccdo do HPV na célula ocorre através de microfissuras na camada basal
do epitélio. O virus penetra na célula, migra para o nicleo e permanece na forma
epissomal, ou seja, permanece circular no nucleo da célula do hospedeiro, ndo
integrado ao DNA da mesma. ApOs seu estabelecimento, o HPV inicia sua

replicacdo na célula hospedeira chegando ao numero de 50/100 epissomos por
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célula. A medida que a célula basal se divide, os epissomos do HPV também s&o
replicados e se distribuem entre as células-filhas (Figura 2) (VIDAL, 2012).

O ciclo de vida do HPV esta intimamente relacionado com o processo de
diferenciacdo e renovacdo do epitélio. O epitélio escamoso normal cresce como
camadas estratificadas onde apenas as células da camada basal sdo capazes de
proliferar, enquanto as células dos estratos superiores tornam-se diferenciadas e
nao proliferativas. Durante a renovacéo do epitélio, a célula basal se divide e uma
das células-filhas migra para as camadas superiores do tecido iniciando sua
diferenciacdo e interrupcdo do seu ciclo proliferativo, enquanto a outra célula-filha
permanece na camada basal com fendétipo proliferativo perpetuando a linhagem.
Células infectadas pelo HPV perdem a capacidade de controlar o ciclo celular
mesmo quando diferenciadas (VIDAL, 2012).

Segundo Doorbar (2005), o ciclo normal da infeccdo pelo HPV passa por
cinco etapas consecutivas:l) infeccdo, 2) manutencdo do genoma, 3) fase
proliferativa, 4) amplificacdo gendmica e 5) sintese e liberagcdo de novas particulas
virais.Para a producdo de particulas virais, ocorre a amplificacdo do genoma do
HPV, que é dependente da expressao dos genes E1, E2, E4 e E5. A montagem das
particulas infecciosas ocorre nas camadas médias e superiores do epitélio cervical.
Nesta fase mais tardia, os genes L1 e L2 codificam as proteinas do capsideo viral e
S80 expressos nos grupos de células com maior expressao do gene E4, importante
na alteracdo da matriz intracelular, maturacao e replicacdo do virus. A montagem
dos virions e o empacotamento do DNA celular ocorrem na camada superficial. A
formacédo e liberacdo de particulas virais completas sao liberadas na superficie do
epitélio sem lisar as células hospedeiras, caracterizando o ciclo produtivo da
infeccao pelo HPV (DOORBAR, 2005).

Esta organizacdo da expressao viral no ciclo de uma infec¢cdo produtiva é
semelhante para os diferentes tipos de HPV. Porém, o desenvolvimento de
neoplasias esta associado a perda da regulacdo deste ciclo produtivo do HPV,
evento observado em infec¢bes persistentes pelos HPVs de alto risco oncogénico,
gue tendem a integrar o seu genoma ao da célula hospedeira. Durante 0 processo
de integracdo, o genoma viral pode perder o gene E4 e parte do gene E2, que
exerce funcdo de controle da transcricdo dos demais genes virais. Em consequéncia

da perda de funcdo de E2, havera um aumento da expressao dos genes E6 e E7 e
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uma incapacidade do virus dar continuidade ao seu ciclo de vida. Neste cenario, ndo
havera amadurecimento das células hospedeiras e producdo de novas particulas
virais (FERRAZ et al., 2012).

Os genes virais E6 e E7 sdo citados em varios estudos por serem
responsaveis pelo desenvolvimento do cancer no colo uterino. A proteina codificada
pelo gene E6 provoca a destruicdo da proteina p53, principal gene de supressao
tumoral humano, que é responsavel pelo processo de apoptose da célula
hospedeira, ocasionando um aumento de mutacdes na célula infectada, e as
proteinas codificadas pelo gene E7 inativa a proteina pRB (proteina do
retinoblastoma) que provoca o bloqueio do ciclo normal celular. Com a juncgéo
desses eventos, a célula perde o controle de sua divisdo mitética e comeca a se
proliferar de forma descontrolada tendo como consequéncia a formacédo do cancer
(FERRAZ et al., 2012).

Figura 2 - Ciclo de vida do papilomavirus humano (HPV) no epitélio escamoso
Integracao do HPV no genoma da célula epitelial e progressao tumorigénica Lesao

HPV integrado
issomal

Membrana basal  Céula epitelial basal

Derme Neoplasia invasiva

O HPV pode apresentar-se na forma epissomal ou integrado ao DNA da célula
hospedeira. Integrado ao DNA, o virus impede a parada do ciclo celular da
célula epitelial ocasionando dessa forma o aparecimento de lesdes displasicas
que podem progredir para neoplasias invasivas.

Fonte: Vidal et al. (2012)

1.3 - TIPOS DE HPV E SUA ONCOGENICIDADE

Atualmente, ha mais de 200 tipos de HPV descritos, entretanto, destes,
apenas metade dos tipos de HPV foram identificados, com seus genomas isolados e

completamente sequenciados. Baseando-se na sequéncia de seus nucleotideos,
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mais de 120 tipos de HPV foram completamente sequenciados até entdo
(MAGALHAES et al.; 2012). Os subtipos virais correspondem a genomas cuja
sequéncia nucleotidica nessas regides génicas diferir entre 2% e 10% dos tipos ja
descritos (SOLTO et al., 2005).

Os gendtipos do HPV foram agrupados em quatro categorias exclusivas
baseadas no risco de cancer cervical: (1%) positivo para HPV16, (2%) negativo para
HPV16, mas positivo para um ou mais outros tipos de HPV de alto risco (HPV18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,58, 59 ou 68), (3%) negativo para qualquer tipo de HPV de
alto risco, mas positivo para um ou 6 mais tipos de HPV de baixo risco (HPV6, 11,
26,40, 42, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 66, 67, 69, 70-73, 81-84, e 39 ou 89), ou (4%
negativo para HPV (WHEELER et al., 2013).

A classificacdo taxondmica baseia-se na seqtiéncia de nucleotideos dos HPV,
claramente correlacionada com seu tropismo tissular e seu potencial oncogénico
(GUIMARAES et al. 2006). (Figura 3)

Todos os tipos de HPV séo replicados exclusivamente no ndcleo da célula
hospedeira. Em lesdes malignas associadas ao HPV 16 e 18, o DNA viral
permanece integrado nos cromossomos hospedeiros. Diferente do que ocorre, por
exemplo, com os DNA dos HPV 6 e 11, que permanecem separados do DNA da
célula hospedeira e surge como um plasmidio extracromossomal (RIVOIRE et al,,
2001).
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Figura 3 — Classificacado do HPV de acordo com o local e o tipo de lesdo

TIPOS DE HPV LOCAL DE PATOLOGIA TIPO DE LESAO
1.4 Palma da méo Verrugas palmares e plantares
2 Extremidades inferiores e Verrugas comuns
superiores
3.10 Maos e rosto Verrugas Planas
7 Mao Verruga de Butcher
5.8.9.12. 14,15,  Testa. bragos e pernas Verrugas e cancer de pele em pacientes
17. 19, 29. 36. 38 com comprometimento imunolégico ¢

epidermodisplasias verruciforme

6.11.42.43. 44 Urogenital. anal, Condilomas acuminados
ororrespitatorio
16.18..30, 31. 35. Urogenital. anal, Displasias e Cancer invasivo
39.40. 41. 45. ororrespitatorio
51,59, 61.62, 64,
68
13,32 Cavidade bucal Hiperplasia
30.40 Laringe Cancer de Laringe

Fonte: DE REZENDE (2001)
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2 - DIAGNOSTICO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

O diagnéstico da infeccao por HPV leva em conta os dados da histéria,
exame fisico e exames complementares com a pesquisa direta do virus ou
indiretamente através das alteracdes provocadas pela infeccdo nas células e no
tecido (DEMATHE et al., 2011). A presenca do virus HPV pode ser detectada
através de varios métodos, sendo cada um dependente do estagio biolégico em que
se encontra a infeccdo (HAVRECHAK, 2002). Na forma clinica, apresentam-se
lesBes verrucosas evidentes, identificadas a partir de um exame clinico detalhado.
Na forma subclinica pode ser detectada através de exames citologicos, colposcospia
e bidpsia. Na forma latente pode ser identificada através do uso de técnicas
moleculares (ARAUJO; REIS, 2014).

2.1 - DIAGNOSTICO CONVENCIONAL DO HPV

O primeiro diagndstico de alteracdes celulares associadas ao HPV é feito com
ajuda a aplicacdo de acido acético 4%, sobre as que se tornam esbranquicadas e
sdo visualizadas a olho nu com a ajuda de um colposcopio (DOS PRAZERES,
2011). A colposcopia € um exame de extremo valor para a deteccdo das lesbes
causadas pelo HPV que visa avaliar a superficie e as terminagdes vasculares do
colo do utero, vagina e vulva. (RAMOS et al., 2009). Particularidades das lesdes séo
analisadas, como: tonalidade e intensidade aceto-branca, contorno da margem e
superficie das areas aceto-brancas, padrdo vascular e permanéncia do iodo. Tendo
melhor eficiéncia em diferenciar as lesbes de baixo grau das de alto grau
(ALBUQUERQUE, 2016).

A principal manifestacdo do HPV pode ser confirmada pela observacao
microscopica, com base na sua aparéncia histolégica na qual é feita uma analise da
distribuicdo e arranjo das células na pele. O método histolégico nédo identifica o HPV,
ele apenas observa as alteracdes patolégicas caracteristicas da infeccdo por estes
virus, como hiperplasia (acantose), coilocitose (vacuolizacdo do citoplasma),
disceratose, paraceratose, atipias nucleares e outros. O resultado baseia-se na
graduacédo das lesdes cervicais, que sao classificadas conforme o sistema Bethesda
como NIC (Neoplasia intraepitelial cervical) |, Il e 1l (CAVALCANTE; CARESTIATO,
2008).
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A citologia oncotica convencional, exame subsequente a visualizacdo
macroscopica das lesdes foi um método desenvolvido originalmente pelo médico
grego George Papanicolau que tem se mostrado como o principal meio de
prevencéo da doenca, pois permite a deteccdo da infecgcdo do HPV classificando o
nivel de acometimento celular, permitindo o tratamento da lesdo antes que a mesma
alcance a juncao escamo colunar (JEC) e posteriormente se instale como carcinoma
(NASCIMENTO; ANDRADE, s/d). E uma técnica simples, de facil execucéo e tem
se mostrado eficaz e apto para aplicacdo em larga escala, além do baixo custo
(MAGALHAES et al., 2012). Geralmente se recomenda que as mulheres realizem o
exame anualmente a partir dos 25 anos. Tendo dois resultados negativos, a
periodicidade do exame passa a ser a cada trés anos, conforme as diretrizes do
Ministério da Saude (GUIA DO HPV, 2013).

O principal marcador citologico da presenca desse virus € a coilocitose, termo
introduzido por Koss e Durfee, que o empregaram para designar as alteracbes
perinucleares que resultariam do metabolismo celular alterado (RAMOS et al., 2009).
Essa alteracdo morfologica das celulas é comum a todos os tipos de HPV que
acometem a regido anogenital, oncogénico ou ndo (KOSS; GOMPEL, 2014). Séao
trés os aspectos mais caracteristicos da infeccdo pelo HPV: halo coilocitico,
presenca de disqueratose e binucleacdo. A coilocitose é o aspecto mais classico. Os
coilocitos séo células escamosas intermediarias ou superficiais que apresentam
nucleos volumosos, hipercromaticos e, habitualmente, homogéneos. Os nucleos
encontram-se circundados por uma zona de citoplasma claro ou halo, a qual
apresenta tamanho variavel, porém costuma demonstrar limites periféricos bastante
nitidos. A zona perinuclear ou halo representa a necrose citoplasmatica (KOSS e
GOMPEL, 2014).

Uma andlise da eficiéncia de métodos de diagndsticos para a infeccdo por
HPV demonstrou que o uso da citologia oncética juntamente com a colposcopia
apresenta um melhor resultado para o rastreamento das lesdes pré-cancerosas e
cancerosas quando comparado a realizacdo isolada da citologia oncotica. Esses
métodos podem ser aplicados na rotina dos servigcos de salde, sendo necessaria
uma estrutura adequada para realizagdo dos exames com profissionais capacitados
para realizacdo das andlises (ARAUJO; REIS, 2014).
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Figura 4: Alteracdes citopatolégicas do HPV causadas
pelos coildcitos.

Fonte: ARAUJO; REIS (2014)

Existem diversos métodos de diagndstico disponiveis atualmente, porém
devido a algumas limitagdes encontradas nas técnicas conhecidas como classicas,
associadas as proprias caracteristicas dos patdgenos, o que dificulta muitas vezes o
diagnostico, fica explicito a necessidade de se desenvolverem técnicas mais
eficientes. Com isso, a pesquisa de material genético nas amostras clinicas se
tornou uma pratica comum para garantir um diagnostico preciso, pois com 0 avanco
das técnicas moleculares torna-se cada vez mais acessivel a deteccdo dos
patogenos (NOBREGA JUNIOR; BARBOSA, 2013).

2.2 - DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DO HPV

2.2.1 — Imunohistoquimica

A técnica imunohistoquimica detecta o revestimento proteico das particulas
virais do HPV e é amplamente utilizada no estudo da distribuicdo e localizacdo de
biomarcadores e proteinas expressas em diferentes partes de um tecido biolégico,
como marcadores moleculares especificos da proliferacdo ou de apoptose. A
visualizacdo de uma interacdo antigénio-anticorpo pode ser obtida de diversas
formas. Na situacdo mais comum, um anticorpo € conjugado a uma enzima, Como a
peroxidase, que pode catalisar uma reacdo que produzira coloracéo.
Alternativamente, o anticorpo pode também ser marcado com um fluoréforo
(MARTINS, 2013).

Dentre os principais marcadores imunohistoquimicos esta a proteina nuclear

pRb, produto do gene Rb. Esta proteina regular o ciclo celular por controle da
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transcricdo de genes celulares envolvidos na progressdo do ciclo e na proliferacao
celular, portanto, mutacdes de Rb ou inativacdo de pRB causam proliferacédo celular
descontrolada. Fortes evidéncias genéticas, epidemiolégicas e bioquimicas
estabeleceram que suas proteinas seriam componentes de diferentes barreiras
contra o cancer (ELEOTERIO JUNIOR et al., 2006).

Como E6 e E7 sdo oncoproteinas envolvidas no processo carcinogénico da
infeccao pelo HPV no qual inibem a atividade do p53 e da pRb, respectivamente, a
expressdo persistente dessas oncoproteinas pode servir como indicador de
progressao de neoplasia intraepitelial para carcinoma invasivo. A quantificacdo das
proteinas E6 ou E7 através da imunohistoquimica pode proporcionar um melhor
valor preditivo do que a deteccdo de DNA viral sozinho. No entanto, a medi¢do das
proteinas E6 e E7 pode ndo ser a melhor das hipo6teses, por estas serem produzidas
em pequenas quantidades em células transformadas, e pela sensibilidade do ensaio.
(MARTINS, 2013).

Nas lesdes intraepiteliais e no cancer de colo a alteracdo no pl6 pode ter um
papel primordial no desenvolvimento do tumor. Assim, a expressdo do pl6 torna-se
um possivel marcador para a diferenciacdo de lesGes neoplasicas daquelas reativas
ou hiperplasicas na cérvice (ELEOTERIO JUNIOR et al., 2006).

Estudos recentes demonstraram que a proteina pl6 esta presente em quase
100% dos casos de HSIL, carcinomas escamosos e adenocarcinoma in situ, além
de, auxiliar nos casos de LSIL associados ao HPV de alto risco. A analise da pl6
pode também ser Util nos casos em que a citologia ndo distingue HSIL de alteracdes
inflamatérias, reativas ou mesmo do epitélio normal. Deste modo, considera-se que
a expressao da pl6 pode ser usada como marcador prognostico de risco de cancro
cervical invasivo em mulheres infectadas pelo HPV. Mas em condi¢cdes de stress
fisiologico a pl16 é expressa para bloquear o ciclo celular e induzir a apoptose, logo é
possivel obter resultados positivos da coloragdo imunohistoquimica de pl6é em
epitélios escamosos e metaplasicos normais, no entanto a expressao da proteina é
maior no carcinoma invasivo do colo do utero. A pl6 revelou-se um marcador de
les&o cervical promissor (WESTRA, 2012).

Podemos observar que a imunohistoquimica apresenta alta especificidade,
porém detecta somente os virus na forma epissomal, isto €, ndo integrado ao

genoma do hospedeiro, predominante nas lesdes de baixo grau. A sensibilidade é
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menor quando ha integracdo do genoma viral ao da célula hospedeira, como nos
casos de lesdes intraepiteliais de alto grau, carcinomas e adenocarcinomas
(HAVRECHAK, 2002).

2.2.2 - Testes imunologicos

A deteccdo da infeccdo pelo HPV através de testes sorolégicos ndo é usado
como rotina na maioria dos laboratorios. E sabido que os primeiros ensaios de
sorologia desenvolvidos revelaram uma baixa sensibilidade e especificidade. A
frequéncia e o titulo de varios anticorpos expressos contra o HPV mostraram uma
grande variabilidade que depende do tipo de HPV presente na infeccdo e do epitopo
reconhecido. Foi estudado em meio experimental, que a resposta humoral ocorre
com uma rapida resposta de IgM e IgA, seguida do desaparecimento da IgM, uma
diminuicao da IgA e aparecimento de niveis estaveis de IgG (MARTINS, 2013).

O uso da sorologia como possivel marcador de infec¢cdo por HPV no colo
uterino mostra dificuldades devido as reagdes cruzadas entre os diferentes tipos de
HPV, que podem infectar diversas partes do organismo, assim como a fraca
resposta das células imunocompetentes das camadas superficiais do epitélio, onde
se d& a expressao viral do HPV (RAMA et al., 2006).

A abordagem que proporcionou um novo impulso aos estudos de imunologia
das infec¢des por HPV e, em especial, ao desenvolvimento de ensaios soroldgicos,
foi & producdo de particulas semelhantes aos capsidios virais (VLP ou virus like
particles) de HPV-16. Estes capsidios gerados sdo semelhantes em conformacgéo
aos virions selvagens infecciosos, entretanto ndo possuem o0 material genético,
potencialmente oncogénico, responsavel pelo estabelecimento da infeccdo viral.
Assim, a resposta imune humoral contra HPV é geralmente medida por ensaios
imunoenzimaticos ligados a enzimas (ELISA ou enzyme-linked immunosorbent
assay) utilizando-se VLPs de HPV tipo-especificas adsorvidas as placas (SICHERO
et al., 2016).

Adicionalmente, foram desenvolvidos ensaios de ELISA que utilizam
proteinas ou peptideos recombinantes de HPV a fim de detectar com alta
especificidade anticorpos contra as proteinas precoces E6 e E7. O uso destes

peptideos sintéticos permite avaliar a resposta humoral dirigida a epitopos lineares
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representativos de lesbes portadoras do genoma do HPV ja integrado (SICHERO,
2016).

Um estudo de corte acompanhou, por trés anos, niveis de anticorpos para o
capsideo do HPV 16 em relagdo a deteccdo do HPV por PCR, colhido em colo e
vagina de mulheres jovens. A média de tempo entre a primeira deteccdo do DNA do
HPV e da soroconversédo foi de 8,3 meses. Houve soroconversao de 93,7% ja na
primeira visita e de 67,1% dos casos com infec¢do incidente nas mulheres onde o
DNA HPV 16 foi detectado; enquanto que apenas 9,5% das mulheres com DNA
HPV 16 negativas soroconverteram. Mostrando que a persisténcia do DNA HPV
aumenta a probabilidade de persisténcia dos anticorpos e houve uma relacao
estatisticamente significativa da soropositividade com aumento do numero de
parceiros (RAMA et al., 2006).

2.2.3 - Biologia molecular

As técnicas de biologia molecular podem ser utilizadas para a deteccéo,
identificacdo e quantificacdo dos acidos nucleicos (DNA/RNA). O material pode ser
retirado de sangue total, liquido amniético, urina, soro, plasma, raspado bucais,
uretral, cervical e de tecidos parafinados. As andlises sédo feitas manualmente ou
semi automatizadas (BARRA et al., 2011).

O diagnéstico molecular da infec¢do pelo HPV é importante para a triagem do
virus e é considerado mais especifico e mais sensivel para a deteccdo do mesmo.
As técnicas moleculares baseiam-se, principalmente, em métodos como: captura
hibrida (CH), southern blot, hibridizacdo in situ e reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Entre eles, a captura hibrida Il (CHII) é o método molecular mais utilizado em
Nosso meio para a detecgédo de HPV (RODRIGUES et al., 2009).

Todavia, faz-se necessario inicialmente conhecer o genoma do patégeno a
ser pesquisado. Para isso, estdo disponiveis atualmente bancos de dados, por
exemplo, no National Center for Biotechnology Information (NCBI), que contém
colecbes de genomas sequenciados que podem ser acessados por varias
ferramentas de bioinformatica, que auxiliardo para o desenvolvimento de iniciadores
(primers) especificos para a amplificacdo do genoma viral através da PCR
(NOBREGA JUNIOR; BARBOSA, 2013).



23

Nos ultimos anos, a Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), vem sendo
empregada para identificar e confirmar a presenca do HPV. Esta técnica de
amplificacdo de DNA exige quantidades reduzidas de DNA viral, permitindo assim o
estudo de pequenas amostras clinicas. A PCR tem duas aplica¢cdes no diagnostico
da infeccdo pelo HPV: a) selecionar primers para tipos especificos de virus,
possibilitando assim a separacéo entre tipos conhecidos e desconhecidos de HPV; e
b) selecionar primers que sdo comuns a varios tipos de HPV (primers comuns), de
forma a documentar a presenca de HPV sem identificar tipos especificos (KOSS;
GOMPEL, 2014).

De acordo com Bringhenti e colaboradores (2010), a reacédo de PCR consiste
na amplificacdo do DNA viral (HPV) utilizando-se, oligonucleotideos MY09 e MY11
gue se hibridizam no gene L1 de diferentes tipos de HPV: E, nas amostras com DNA
detectado, possibilita a identificacdo do gendtipo do HPV por meio da amplificagédo
de regides especificas para cada um dos virus de alto ou baixo grau, geralmente
sequéncias dos genes E6 e E7 dos subtipos de HPV (BRINGHENTI et al., 2010).

Na reacdo de PCR, além dos oligonucleotideos e DNA alvo, participam os
dNTPs (Desoxirribonucleotideos trifosfatos), a Tag DNA polimerase, uma solugao
tampédo (de acordo com a enzima utilizada) e MgClz é utilizado em quantidades
determinadas pelo fabricante da enzima. Os microtubos contendo as reacdes sao
colocados num termociclador onde sao realizadas as fases de desnaturacao,
hibridizacdo de oligonucleotideos e extensdo mediante ciclos com temperaturas
determinadas e especificas para cada fase. O DNA amplificado pode ser submetido
a técnicas de hidridizagdo ou sequenciamento para identificacdo dos tipos de HPV
encontrados no paciente. Esta técnica possui a capacidade de detectar quantidades
muito baixas de carga viral, por isso ela é considerada a técnica mais sensivel
utilizada nesses casos (LETO, 2011).

Algumas variacdes da PCR convencional podem ser utilizadas no diagnoéstico
do HPV como o Nested PCR e a PCR em tempo real. A Nested PCR é uma variacéo
da PCR realizada em duas etapas. Na primeira etapa um par de oligonucleotideos
hibridiza com o DNA alvo permitindo a obtencdo de fragmento prévio. Na segunda
etapa, oligonucleotideos serao hibridizados ao fragmento obtido na primeira etapa,

permitindo a realizacdo da segunda etapa de PCR. O Nested PCR aumenta a
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sensibilidade e especificidade em relagdo a PCR convencional (ARAUJO; REIS,
2014).

A PCR em tempo real € uma variacdo da PCR que possibilita quantificar o
numero de copias virais presentes numa amostra. O resultado é dado pelo aumento
de fluorescéncia, proporcional a quantidade de produto amplificado. A utilizacdo de
oligonucleotideos universais possibilita a deteccdo da maioria dos tipos virais do
HPV. Esta técnica € considerada sensivel e eficiente e apresenta a vantagem de ser
mais rapida, pois, a0 mesmo tempo em que se amplifica 0 material 0 mesmo ja pode
ser quantificado, o que ndo é possivel na convencional (ARAUJO; REIS, 2014).

A técnica molecular mais recente utilizada para a deteccdo de DNA HPV é o
microarranjo. Com esta técnica € possivel genotipar 24 subtipos de HPV sendo 18
tipos de alto risco e seis de baixo risco simultaneamente, apés o DNA ser
amplificado por PCR. O produto da PCR ¢€ hibridizado contra um microarranjo que
contém sequéncias especificas para os 24 diferentes tipos de HPV, quando a
hibridizacdo ocorre no local especifico do microarranjo significa a presenca do
genotipo na amostra. A vantagem dessa técnica € a possibilidade de deteccéo de
infecgbes por mais de um tipo viral uma vez que a probabilidade de desenvolvimento
de cancer cervical nesses casos € maior (BARRA et al., 2011).

A Captura Hibrida é um sofisticado teste de hibridizacdo molecular, embasado
na deteccdo pela quimioluminescéncia, em que o DNA-alvo s&o hibridizados com
uma mistura especifica de sondas de RNA. O hibrido resultante, composto por RNA-
DNA, é capturado na superficie interna de um tubo revestido por anticorpos anti-
RNA-DNA. ApO6s isso, o hibrido imobilizado é posto para reagir com um anticorpo
hibrido, conjugado com fosfatase alcalina, sendo sua deteccédo realizada por meio
de um substrato quimioluminescente. A medida que o substrato vai sendo clivado
pela fosfatase alcalina acoplada, passa a ocorrer a emissao de luz, a qual € medida
por um lumindmetro na forma de unidades luminosas relativas. A quantidade de luz
emitida é proporcional a quantidade do DNA-alvo na amostra (KOSS; GOMPEL,
2014).

Este método foi elaborado para fornecer estimativas quantitativas de carga
viral e € considerado um método seguro, preciso e reprodutivel para a detec¢édo do
HPV (CARMO; FIORINI, 2007). O referido teste € baseado em sondas de RNA

especificas para 13 tipos de HPV de alto risco e 5 tipos de baixo risco. O resultado
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ndo especifica o tipo de HPV, apenas indica se a amostra € positiva ou negativa e,
se positiva, indica se o virus é de baixo ou alto risco (VIDAL et al., 2012).

De acordo Arbyn et al. (2004) a técnica de captura hibrida (CH) & muito
sensivel para lesGes de alto risco chegando a 94,8%, e a citologia é de 81,8%. O
teste de captura hibrida para identificar o HPV, é apto de ser aplicado como analise
de rastreamento primario, secundario e no seguimento de casos tratados por lesédo
cervical intraepitelial de alto grau (MAGALHAES et al., 2012).

Varios autores tem demonstrado a alta concordancia comparando os métodos
de CH Il e PCR (PCR) (MAGALHAES et al., 2012).

Rodrigues et al. (2009) realizaram um estudo com 56 amostras para deteccao
do HPV comparando as técnicas de PCR e captura hibrida, verificaram que a CH Il
detectou 46 amostras positivas e 10 negativas, e a técnica de PCR detectou 41
amostras positivas e 15 negativas. Concluindo que, as duas técnicas se mostraram
eficazes para a deteccdo do HPV porém, constatou que a captura hibrida se
mostrou mais complexa e extensa pois foi necessario realizar duas reagdes distintas
uma para os tipos virais de alto risco e outra para 0s tipos de baixo risco
apresentado a captura hibrida mais resultados falso-positivos.

Nonnenmacher e colaboradores (2002) realizaram um estudo transversal com
975 participantes entre 15 e 70 anos, onde cada amostra foi dividida em dois tubos
para posterior analise do DNA viral, uma pelo método de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e outra pelo método de captura hibrida Il (CHII). Em relacdo a
tipagem viral do DNA para o HPV nas 975 mulheres, 15% dos casos testaram
positivo para o CH Il, enquanto 16% testaram positivos pelo método PCR (nha
associacao dos métodos, 27% das pacientes foram positivas para DNA do HPV).

Em um estudo realizado por Nomelinil et al. (2007) no qual participaram 80
pacientes com media de idade entre 15 a 75 anos, confrontando as técnicas de CH
Il e PCR, a captura hibrida diagnosticou 38 pacientes com HPV de alto risco
(47,5%), enquanto a PCR diagnosticou 70 casos positivos (87,5%), em relacdo a
distribuicdo dos casos de acordo com o tipo de HPV diagnosticado por PCR, 14
(17,5%) eram pacientes positivo para HPV 16, enquanto 56 pacientes (70%)
mostrar-se dois tipos de HPV 16 e 18 simultaneamente, contudo o performance de
PCR para a deteccdo de NIC apresentou sensibilidade de 83,33%, e especificidade

de 13,33%; com a eficiéncia de 25%, ja o0 método de captura hibrida apresentou



26

sensibilidade de 66,67%, e especificidade 56,67% e com 58.33% de eficiéncia,
mostrando 40% de concordancia entre a PCR e captura hibrida HCII (NOMELINIL et
al., 2007).

Contudo Kulmala et al. (2004) mostrou concordancia de 85% entre os dois
métodos, onde 0 seu estudo comparou o desempenho da captura Il com o de PCR
para a detectar lesBes cervicais significativas em 1511 mulheres com riscos
diferentes para as infec¢des por HPV em trés Estados da antiga Unido Soviética, 0s
resultados apresentaram que o grau de concordancia entre o ensaio HC Il e PCR foi
substancial, das 228 amostras com resultados discrepantes, 92 foram positivos pelo
ensaio HC Il mas negativas para PCR, enquanto que 136 amostras foram positivas
para PCR, mas negativo para HC Il, com a sensibilidade de deteccéo de 85,2 para
CH Il e 74,0% para PCR, e especificidade de 67,2% e 64,1% respectivamente,
concluindo que as duas técnicas apresentaram baixos especificidades, mas a
sensibilidade do ensaio HC Il foi ligeiramente melhor. (MAGALHAES et al., 2012).

O Southern blot é considerado um teste qualitativo para deteccdo de DNA-
HPV e considerada uma técnica que possui uma alta especificidade e sensibilidade.
Com ela pode-se identificar novos tipos de HPV. Ela também permite, quando
utilizadas vérias enzimas de restricdo documentar a presenca de muitos tipos virais
em uma mesma amostra. Esta técnica também é capaz de definir o estado fisico das
sequéncias virais, especialmente com relacdo a serem elas independentes
(epissomais) ou integradas ao DNA celular (KOSS; GOMPEL, 2014).

Outra técnica também usada para a detec¢do do material genético do HPV,
mas em tecidos fixados (bidpsias ou esfregacos celulares), é a hibridiza¢&o in situ
gue demanda sondas de DNA ou RNA para os tipos conhecidos de virus. As sondas
podem ser radioativas (marcadas com tricio ou enxofre 35) ou ndo radioativas
(marcadas com biotina). Neste ultimo caso, a hibridizacdo € registrada por
imunohistoquimica (KOSS; GOMPEL, 2014). (Figura 5)
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Figura 5- Hibridizacdo in situ de um NIC 3; HPV 16 visivel apenas em células
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Fonte: Arquivo pessoal.

No entanto, as grandes vantagens da hibridizagao in situ sdo a possibilidade
de se fazer correlagcdo com os aspectos morfologicos e histoldgicos das lesdes, sem
necessidade de material fixado em meios especiais, permitindo a analise de bidpsias
ou pecas cirurgicas coletadas e fixadas em formol a 10%, material congelado,
cultura de células ou preparados citoldgicos. Outra vantagem é que ela permite o
diferencial entre os tipos de HPV de acordo com o seu potencial oncogénico.
Entretanto, a sensibilidade do exame é sacrificada com essa técnica porque o DNA
do espécime esta presente apenas em pequenas quantidades em cada célula, ao

invés de encontrar-se isolado e concentrado (HAVRECHAK, 2002).
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CONCLUSAO

Observou-se que, apesar da citologia oncotica convencional ser adotada
como padrdo ouro para rastreamento do cancer do colo do Utero e suas lesdes
precursoras, esta técnica pode sofrer interferentes que alteram sua sensibilidade
diagnéstica, como erros na coleta e/ou coloracéo e até mesmo uma subjetividade na
interpretacdo do resultado, sendo assim, necessaria a implantacdo de técnicas
moleculares de alta sensibilidade ja que as mesmas detectam o material genético do
virus em pequenas quantidades de amostra.

Das técnicas diferenciais utilizadas para identificacdo do HPV destacam-se as
moleculares na qual a captura hibrida e a PCR séo consideradas mais importantes,
sendo o primeiro método citado mais propenso a resultados falso-positivos. A PCR
aliada a citologia oncética convencional € de extrema importancia para o diagnéstico
do HPV, pois auxilia em um melhor progndstico diminuindo assim 0s novos casos de

cancer de colo uterino e suas consequéncias.
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