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RESUMO

O cancer cervical, causado pelo papilomavirus humano (HPV), é uma das neoplasias mais
comuns no mundo, é a segunda que mais acomete as mulheres, 500.000 a cada ano. Aqui no
Brasil, o carcinoma uterino ocupa o terceiro lugar no ranking das neoplasias com 15.590
novos casos, segundo as estimativas do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA) para 2014, sendo responsavel por 4.800 mortes no nosso pais, no entanto esta é
uma neoplasia bastante prevenivel, visto que se sabe sua causa, o papilomavirus humano
(HPV), e as formas de rastreamento dessa doenca em fases iniciais, as quais se forem tratadas,
tem chances bastante diminuidas de evoluirem para o cancer. Este é o tipo de cancer que
possui maior possibilidade de prevencdo e cura quando descoberto no inicio. Este estudo
pretende difundir e atualizar o conhecimento sobre 0 HPV e suas formas de diagnostico e
profilaxia para que, as mulheres possam se prevenir e 0s homens saibam orienta-las. Foi
realizada revisdo de publicacbes de artigos da literatura médica. O teste de Papanicolaou,
também chamado de citologia oncotica, € o exame mais utilizado para a profilaxia do cancer.
Ha& vaérias técnicas e hoje a identificacdo direta de DNA ou RNA do HPV ¢ a técnica mais
escolhida para detectar o virus em amostras citolégicas ou histoldgicas. Por serem bastante
sensiveis, a utilizacdo desses métodos na deteccdo dos virus de alto grau pode diminuir
significativamente a quantidade de pacientes com resultado falso-negativo ou indeterminado
na citologia e serve também como marcador de cura pos-tratamento. Os testes moleculares
para o papilomavirus humano (HPV) tém sido propostos como uma ferramenta de rastreio,
com varias vantagens. A deteccdo da infeccdo em estégio inicial, principalmente das mulheres
com HPV de alto risco carcinogénico, alerta para um acompanhamento mais frequente da
clinica da paciente ou tratamento para lesdes iniciais. Todas as técnicas citadas sdo adequadas
ao diagnostico do HPV em pesquisa ou clinicamente. As técnicas de PCR e SB sdo as mais
sensiveis, DB e CH sédo aprovadas pela FDA.

Palavras-chave: Cancer cervical, Papilomavirus humano (HPV), Diagnostico, Citologia,
Teste molecular.



ABSTRACT

The cervical cancer caused by human papillomavirus (HPV) is one of the most common
malignancies in the world is the second one that affects more women, 500,000 each year.
Here in Brazil, uterine carcinoma ranks third in the ranking of cancer with 15,590 new cases,
according to estimates from the National Institute of José Alencar Gomes da Silva Cancer
(INCA) in 2014, accounting for 4,800 deaths in our country, however this is a very
preventable cancer, since it knows its cause, the human papillomavirus (HPV), and the forms
of tracking the disease in early stages, which if treated, is quite diminished chances of
progression to cancer. This is the type of cancer that has greater possibility of prevention and
healing when discovered early. This study aims to disseminate and update knowledge about
HPV and its forms of diagnosis and prevention so that women can prevent and men know
target them. Medical literature articles published review was carried out. The Pap test, also
called cytology, is the test most widely used for the prophylaxis of cancer. There are several
techniques today and the direct identification of HPV DNA or RNA is the technigue of choice
to detect the virus in cytological or histological specimens. Being very sensitive, the use of
these methods in the detection of high-grade virus can greatly decrease the number of patients
with false negative or indeterminate result in cytology and also serves as post-cure treatment
marker. Molecular tests for human papillomavirus (HPV) have been proposed as a screening
tool, with several advantages. Detection of infection at an early stage, especially women with
high-risk HPV carcinogenic, alert to more frequent monitoring of the patient or clinical
treatment for early lesions. All the aforementioned techniques are suitable for the diagnosis of
HPV in research or clinically. PCR and SB techniques are the most sensitive, DB and CH are
approved by the FDA.

Keywords: Cervical cancer, Human papillomavirus (HPV), Diagnostic, Cytology, Molecular
testing.
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1. INTRODUCAO

O Papilomavirus humano (HPV) € um virus transmitido por relagdo sexual mais
comum, inclusive em paises desenvolvidos como Inglaterra e Pais de Gales. Esses paises
apresentaram 97.240 pessoas com o virus no ano de 1996 (NORONHA et al., 2005). Imagina-
se que nos Estados Unidos a quantidade de pessoas com infec¢do por HPV de forma clinica
seja de 1% entre a populacdo sexualmente ativa e no minimo 15% possua a infeccdo de forma
latente, diagnosticada apenas pelos testes moleculares. A maior parte da populacdo acometida
é entre a faixa etéria de 18 a 28 anos (CFM, 2002).

E muito importante perceber que a infecgdo por HPV é uma infecgdo sexualmente
transmissivel (IST) — antigamente chamada de Doencga Sexualmente Transmitida (DST) — ,
bastante incidente, sendo a mais frequente, aparecendo em cerca de 10% a 20% da populacédo
sexualmente ativa (NONNENMACHER et al., 2001) e que seu agente estad altamente
relacionado ao cancer cervical. Além dos tumores malignos, ha também outras formas de
manifestacdes clinicas causadas pelo HPV, como os sintomas mais frequentes nos individuos

infectados estdo os tumores genitais benignos (XAVIER et al., 2007).

O HPV esta intimamente ligado ao céncer cervical exercendo papel fundamental na
oncogeénese, aparecendo em estudos que demonstram relacdo de 99,7% dos casos desse
cancer em todo o mundo. O fator de risco mais importante para a evolucdo ao cancer cervical
¢ a alteracdo das células epiteliais pelo HPV transformando-as em neoplasicas
(BRINGHENTI et al., 2012).

Mesmo sabendo que mulheres jovens infectadas por alguns tipos de HPV possuem
risco maior de desenvolver carcinoma, uma parcela menor que 1% das infectadas por virus do
grupo de alto risco ira evoluir para tal neoplasia (CFM, 2002). A detec¢do da infeccdo em
estagio inicial, principalmente das mulheres com HPV de alto risco carcinogénico, alerta para
um acompanhamento mais frequente da clinica da paciente ou tratamento para lesdes iniciais
(BRINGHENTI et al., 2012).

No entanto, mesmo com 0s programas de controle desse cancer em diversos lugares,
essa neoplasia ainda possui elevadas incidéncia, prevaléncia e mortalidade (DERCHAIN et
al., 2005). Varias pesquisas apontam riscos elevados para o desenvolvimento do cancer

cervical ao fato de nédo efetuar rotineiramente os exames preventivos (RIVOIRE et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

Este estudo descritivo apresentou o0s objetivos elencados abaixo.

2.1 Objetivo Geral

Atualizar o conhecimento da comunidade cientifica sobre 0 HPV e a epidemiologia do

cancer.

2.2 Objetivos Especificos

- Difundir na populacdo de maneira geral informac6es sobre o HPV, suas formas de

diagnostico e profilaxia.
- Alertar e informar as pessoas sobre o cancer de colo do utero.

- Auxiliar na prevencdo das mulheres de forma que elas saibam se prevenir, os homens

saibam orienta-las e os profissionais de salde possam instrui-las corretamente.
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3. METODOLOGIA

A metodologia utilizada nesse estudo esta descrita abaixo.

3.1 Tipo de Estudo

Este trabalho é de carater descritivo baseado em uma revisdo de literatura cientifica.

3.2 Fontes de Dados

Para desenvolver esse estudo, além da realizacdo de busca em revistas e jornais
cientificos de forma impressa, a pesquisa foi feita também nas bases de dados utilizando-se
sites de busca eletronicos: Pubmed, Lilacs, Bireme, Scielo, Google Scholar (Google
Académico) e Google. Houve ainda a necessidade de também buscar informac6es em jornal
ndo cientifico, mas de comprovada idoneidade (Agéncia Brasil, Senado), para a obtencdo de

informacdo importante publicada para a sociedade em geral.

Foram selecionadas publicacdes com o0s seguintes descritores: Papilomavirus humano,
hpv, neoplasia, cancer cervical, cancer colo do Utero, citologia, diagnostico molecular, testes
moleculares, PCR, hibridizag&o, blotting. Foram utilizados mais artigos descobertos por meio
das referéncias dos artigos lidos, bem como visitas a diversos sites oficiais (Organizacao
Mundial de Saide — OMS, Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva —

INCA, Ministério da Saude — MS) e livros da area médica.

Foram selecionados artigos que abordavam o tema proposto, eles deveriam estar em

lingua portuguesa ou inglesa. Foram escolhidos artigos de 2000 a 2015.
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4. REVISAO DE LITERATURA

Esta secdo tem a finalidade de fundamentar o tema escolhido, por meio de literatura

cientifica.

4.1 Estatisticas do Cancer

O cancer € uma doenca que assusta bastante a populacdo ndo s6 do Brasil, mas do
mundo. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), o cancer é uma das
principais causas de morte no mundo e foi responsavel por 8,2 milhdes de 6bitos (22% do
total) em 2012 (WHO, 2012a). Ainda segundo a OMS, 30% desses 6bitos poderiam ser
evitados (WHO, 2012b).

O céncer de colo uterino, também chamado de cervical, é uma das neoplasias mais
comuns em todo o mundo, é a segunda que mais acomete as mulheres, 500.000 a cada ano
apresentam essa neoplasia e aproximadamente 50% morre em decorréncia dela
(BRINGHENTI et al., 2012). Observando a América Latina, percebe-se que essa neoplasia € a
segunda mais comum e possui a segunda maior taxa de mortalidade de cancer na populacao
feminina (DERCHAIN et al., 2005).Aqui no Brasil, o carcinoma uterino ocupa o terceiro
lugar no ranking das neoplasias com 15.590 novos casos, segundo as estimativas do Instituto
Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) para 2014, tendo sido responsavel

por 5.430mortes de mulheres por neoplasias em 2013 (INCA, 2015).

No nosso pais, de acordo com o INCA, as estimativas para o ano de 2014 s&o validas
também para o0 ano de 2015 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 576.580 casos novos
de cancer. Sem os casos de cancer da pele ndo melanoma (182.130 novos casos), estima-se
um total de 394 mil casos novos (INCA, 2014a), sendo 190.520 casos novos para 0 Sexo
feminino. Os tipos mais incidentes nas mulheres serdo os canceres de pele ndo melanoma (83
mil casos novos), mama (57 mil), colon e reto (17 mil), colo do utero (15 mil) e pulméo (11
mil) (INCA, 2014b).



14

Quadro 1 — Quantidade absoluta e proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2014/2015 em mulheres, exceto pele ndo melanoma.

Localizacdo primaria CASOS NOVOS %
Mulheres ©Mama Feminina 57.120 20,8%

Célon e Reto 17.530 6,4%
Colo do Utero 15.590 5,7%
Tragueia, Brénguio e Pulmdoc  10.930 4,0%
Glandula Tirecide 8.050 2,9%
Estémago 7.520 2,7%
Corpo do Utero 5.900 2,2%
Ovario 5.680 2,1%
Linforma nao Hodgkin 4,850 1,8%
Leucemias 4,320 1,6%

Fonte: modificado de Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2014b)

Em contrapartida a esses numeros tdo altos, o cancer cervical faz parte das neoplasias
que podem ser bastante evitaveis (BRINGHENTI et al., 2012), visto que se sabe sua causa, 0
papilomavirus humano (HPV), e as formas de rastreamento dessa doenca em fases iniciais, as
quais se forem tratadas, tem chances bastante diminuidas de evoluirem para o cancer. Este é 0
tipo de cancer que possui maior possibilidade de prevencdo e cura quando descoberto no

inicio.

4.2 Caracteristicas Biologicas e Patogénese do HPV

O papilomavirus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae, sdo pequenos
(com diametro do capsideo de 55 nm), icosaedricos, ndo envelopados, com &cido nucléico do
tipo DNA (Acido Desoxirribonucleico), sendo circular, formado por dupla fita (RUBIN,
Emanuel et al., 2006), constituida por cerca de 7.200 a 8.000 pares de bases e peso molecular
de 5,2 x 106 daltons. Os virus de HPV recebem a classificagdo com base no seu DNA, cada
tipo tem o0 seu genotipo caracteristico (XAVIER et al., 2007). Os virus sdo divididos em

grupos conforme sua oncogenicidade e seu genétipo (LINDEMBERGER et al., 2012).
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O genoma do HPV pode ser separado em trés partes, sendo duas codificantes
intercaladas por uma regulatéria ndo codificante, sdo elas: regido precoce (DERCHAIN et al.,
2005) (do inglés “Early” — E1 a E8), regido tardia (L) (“Late” — L1 e L2) e regido reguladora
URR ou LCR (“longcontrolregion”). Os genes L (L1 e L2) codificam as proteinas estruturais
do capsideo e os genes E codificam as proteinas com funcdes reguladoras da atividade celular.
Os genes E1 e E2 estdo relacionados a replicacdo do virus. Os genes E5, E6 e E7 codificam
proteinas causadoras da transformacéo da célula, ou seja, carcinogénese (LINDEMBERGER
etal, 2012).

Figura 1 — Representagdo do genoma do HPV e o arranjo das proteinas “E”, “L” e a “LCR”.
E2

L2

L1

Fonte: modificado de MUNOZ et al., 2006

H& uma enorme quantidade de tipos de HPV. Até agora sdo mais de 200 ja
identificados através de analises das sequéncias de DNA. Essa diversidade esta relacionada ao
seu crescimento diferenciado de acordo com os tecidos, as associagcdes com os diferentes tipos
de lesBes e ao seu potencial carcinogénico. Sabe-se que ndo séo todos os tipos de HPV que
promovem les6es celulares, aqueles tipos que as provocam estdo alocados no grupo chamado
de alto risco oncogénico. Também ndo significa dizer que todas as lesdes sdo cancerosas, as

lesGes iniciais, se ndo tratadas, € que podem evoluir para o tumor (CFM, 2002).
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Figura 2 — LesGes precursoras do carcinoma epidermdide do colo do utero e suas
nomenclaturas diferentes.

Displasia Displasia Displasia * Carcinoma
Moderada ] Severa in situ

Normal

Fonte: modificado de DEMAY, 2010

Dos 200 tipos de HPV, aproximadamente 40 estdo associados ao trato anogenital e 20
estdo relacionados com o cancer de colo do utero (LINDEMBERGER et al, 2012).Dentre
esses 40, é comum dividi-los em grupos de acordo com o seu potencial oncogénico. Ha
algumas divergéncias em relacdo a alguns tipos, mas em geral é dividido da seguinte forma:
Baixo risco — 6, 11, 42, 44, 43, 54, 26, 70, 73, 13, 32, 34, 40, 53, 55 e 63, sendo os tipos 6 e
11 os principais, encontrados em lesdes benignas, na maior parte dos condilomas genitais e
em papilomas laringeos; Alto risco — 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59, 66, 68, 52, 70 e
55, sendo os tipos 16 e 18 os principais, encontrados na maioria dos tumores malignos (CFM,
2002; NORONHA et al., 2005; XAVIER et al., 2007; BRINGHENTI et al., 2012).

Os virus penetram nas células epiteliais e podem provocar manifestacdes clinicas
como lesdes em peles e mucosas, entretanto essas infec¢cbes ndo necessariamente causam 0s
carcinomas e as verrugas, também denominadas condilomas acuminados ou popularmente
conhecidas como crista de galo. O individuo infectado pode ndo apresentar manifestacdes

clinicas, sendo isento de lesGes macroscopicas, a esse tipo de infeccdo chamamos de
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assintomatica, latente, ou subclinica. A infec¢do pode ser classificada em trés estagios: latente
— quando a infeccdo s6 pode ser detectada por testes moleculares, logo hé o virus mas ndo ha
lesdo; subclinica — quando a pessoa ndo apresenta sintomas clinicos porém pode-se verificar
alteracdes leves através de colposcopia; clinica — quando ha lesbes facilmente identificaveis
com o exame clinico (XAVIER et al., 2007).

A maioria das mulheres infectadas pelo HPV ndo possui manifestacfes clinicas. Essa
infeccdo comumente cresce de forma limitada, evolui lentamente, € autorresolutiva,
transiente, geralmente involui naturalmente (NORONHA et al., 2005) sem nenhum método
terapéutico em até 80% dos casos, sendo bastante baixa a quantidade de infec¢des com lesGes
aparentes — 1 a 2% (XAVIER et al., 2007).

Por enquanto ndo se sabe como os virus de HPV causam o tumor, mas pesquisas
apontam que a alteracdo neoplésica esteja relacionada as proteinas produzidas pelos genes E6
e E7 modificando a regulacdo do crescimento celular. Foi observado que o gene E6 e E7 se
ligam as proteinas p53 e Rb, respectivamente, interferindo na divisdo celular. Nas lesGes
benignas, o genoma do HPV é separado do DNA da célula e fica como um plasmidio
extracromossomal. De forma diferente, nas lesbes malignas relacionadas aos tipos 16 e 18, o
DNA do virus fica unido ao da célula (RIVOIRE et al., 2001).

Figura 3 — Tipos de Interacdo do DNA do HPV com o DNA da célula.

DNA de HPV epissomal DNA de HPV integrado ao DNA celular
(5 Integracido do DNA do AAYA
HPV aoc DNA celular
"WV

Desregulagao e Expressao
das proteinas E6 e E7

Crescimento benigno ou verrugas

Interagao com proteinas
regulatorias celulares

Tumor Maligho

Fonte: modificado de ALBERTS et al., 1994
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Apos a entrada do virus na célula pode: o DNA do virus permanecer epissomal; a
infeccdo latente se transformar em infec¢do produtiva; o DNA do virus se incorporar ao da
célula. Reconhece-se que a incorporacdo do genoma viral ao da célula hospedeira e
posteriormente a expressdo das proteinas E6 e E7 sejam duas formas de ativacdo para o
desenvolvimento do cancer. O periodo de incubacdo da infeccdo é bastante incerto e ainda
ndo se sabe exatamente o que faz uma infeccdo por HPV continuar latente e outra causar
lesGes. A presenca do HPV ndo determina que havera lesdo maligna. O desenvolvimento do
cancer acontece em um percentual muito pequeno de pessoas infectadas e depende de alguns
fatores mutagénicos (WOLSCHICK et al., 2007).

4.3 Fatores de Risco

Os fatores de risco para infeccdo pelo HPV e tumor s&o praticamente iguais: coitarca
precoce, nimeros de parceiros sexuais na vida, alta paridade, tabagismo, estado imunolégico,
baixos niveis de escolaridade e socioecondmico, mas ainda ndo se sabe como esses cofatores
influenciam no avango das leses (DERCHAIN et al., 2005; NONNENMACHER et al.,
2001; RIVOIRE et al., 2001). O uso de anticoncepcionais diverge na opinido de alguns
autores: segundo Derchain et al. (2005) e Nonnenmacher et al. (2001), ha influencia, jA CFM
(2002) acredita que o uso até 5 anos ndo interfere mas o uso prolongado (dez anos ou mais)
colabora com o aparecimento do tumor em até 4 vezes mais. A existéncia de HPV de alto
risco € um dos cofatores para o desenvolvimento do tumor maligno (NONNENMACHER et
al., 2001). Pesquisas mostraram que para mulheres com HPV desenvolverem o cancer
cervical é 19 vezes mais provavel que aquelas que ndo possuam o virus. Caso elas possuam 0s
tipos 18, 31 ou 33 (alto grau oncogénico), essa possibilidade aumenta para 50 vezes quando
comparadas ao daquelas ndo-infectadas e quando analisado o tipo 16 (também de alto grau),
essa probabilidade subiu mais de 100 vezes (CFM, 2002).

4.4 Transmissao do HPV

Sabe-se que a infeccdo por HPV é transmitida via sexual e esta € a principal e mais

conhecida via, entretanto ndo € a Unica. O contagio pode acontecer através de autoinoculagéo,
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contato orogenital e via materno-fetal durante periodo gestacional ou parto (BRASIL, 2007;
LINDEMBERGER et al, 2012). Analisando pelos extraidos de regido anogenital de
individuos infectados por HPV, verificou-se DNA de HPV 6 e 11 em 36% referentes a regido
pubiana e 50% a perianal. Na pesquisa de HPV em pelos da regido pubiana, dois casos
tratados com sucesso e sem manifestacdo clinica da doenca apresentaram resultado positivo
para 0 DNA do HPV correspondente, propondo que o virus continua no local mesmo depois
do tratamento (CFM, 2002).

4.5 Prevencéo da Infeccdo por HPV e do Céncer de Colo Uterino

Sabe-se que a maioria das infeccdes por HPV sdo transiente e a grande maioria delas
regride, mas a consequéncia extrema da infeccdo pelo HPV é o cancer cervical e, por conta
disso, as mulheres devem se prevenir das diversas formas. Por ser uma IST, a infecgdo pode
ser evitada com a utilizacdo do preservativo, sendo a principal forma de prevengdo (CFM,
2002).

Outra maneira de se prevenir é fazendo uso da vacina profilatica (preventiva) que evita
a infeccdo pelo HPV. Embora essa afirmacdo pareca redundante, ha as vacinas terapéuticas
(curativas) utilizadas para o tratamento de pacientes promovendo a regressdo de lesdes pré-
malignas ou céncer cervical (LINDEMBERGER et al, 2012). O Sistema Unico de Saude
(SUS) disponibiliza essas vacinas profilaticas e elas também sdo encontradas em clinicas

particulares.

O Ministério da Saude analisava, desde 2006, a inser¢do da vacina contra o HPV pela
rede publica. Apos trés pareceres contra, decidiu-se esperar o resultado do estudo sobre custo-
efetividade da vacinacdo no Brasil, a avaliagdo do impacto na sustentabilidade do Programa
Nacional de ImunizagBes (PNI) e as negociacOes para transferéncia de tecnologia para
producéo da vacina no Brasil. Em dezembro de 2011, foi apresentado o resultado do estudo de
custo-efetividade. A utilizagdo dessa vacina como politica de salde para prevencdo do cancer
de colo de utero foi considerada custo-efetiva no pais. Em julho de 2012 aconteceu a primeira
reunido técnica do grupo para elaborar as diretrizes para introduzir a vacina contra 0 HPV no
calendario nacional (INCA, 2015b).

De acordo com a Agéncia Brasil (2012), meninas de 9 a 13 anos podem agora receber

a vacina contra o HPV gratuitamente pelo SUS. O projeto de lei foi aprovado no dia
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12/09/2012 no Senado. O projeto de lei do Senado (PLS 238/2011) inicialmente previa
imunizagdo para as mulheres de 9 a 40 anos, entretanto foi decidido priorizar a faixa etéria de
9 a 13 anos, pois a vacinacao entre elas € mais eficaz e representa maior economia para a
salde puablica. A vacina contra 0 HPV tem alto custo. No primeiro ano, 0 governo previa gastar
por volta de R$ 600 milhdes. Nos anos seguintes, o custo cairia para R$ 150 milhdes, ja que apenas
as meninas que entrarem na faixa de idade deveréo receber as doses (SENADO, 2012).

O Ministério da Saude iniciou dia 10/03/2014 a vacinacdo contra 0 HPV em meninas
de 11 anos a 13 anos sendo em trés momentos distintos:a primeira dose, a segunda dose
depois de seis meses, e terceira cinco anos apos a primeira. Neste ano de 2015, a vacina é
direcionada para meninas de 9 a 11 anos. A primeira dose foi aplicada nas escolas e a segunda
dose num posto de saude. Essa vacina protege dos subtipos 16 e 18 do HPV, mas nédo de todos
0s subtipos do virus nem das demais infec¢bes sexualmente transmissiveis (IST). Por isso, a

recomendacéo é usar preservativo nas relagdes (BRASIL, 2014).

A diminuicdo da procura pela imunizagdo é consequéncia de fatores diversos como: a
interpretacdo errbnea das reacOes adversas que 11 adolescentes tiveram em Sdo Paulo, em
2014; mudanca do local de aplicacdo das vacinas, a primeira etapa foi uma “captura” das
meninas nas escolas, ja a segunda dose e as administracdes de 2015 foram feitas nas unidades
de saude, deixando a imunizacdo sob responsabilidade das meninas e seu responsaveis. A
adesdo deste ano foi considerada baixa, menos de 50% (na primeira dose) das meninas que o

governo pretendia vacinar (BRASIL, 2015).

4.6 Diagnostico

Para o cancer cervical as principais agdes preventivas sdo o diagnostico da infeccéo e
o tratamento das lesdes precocemente, por isso é de extrema importancia consultar

regularmente o ginecologista e realizar os exames de prevencdo (CFM, 2002).

Programas voltados ao diagnostico precoce do cancer de colo uterino séo vistos como
medidas de saude publica ja que essa doenca aparece ap0s lesdes que podem ser detectadas e
tratadas, diminuindo a quantidade de casos desse tipo de cancer (BRINGHENTI et al., 2012).

Ha diversas formas de se confirmar a infec¢do por HPV e cada exame pode colaborar

com o diagnostico da doenca, evitando o cancer cervical. Os testes podem ser pesquisas
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diretas ou indiretas, buscando respectivamente o virus ou alteragdes provocadas por ele. O
teste morfoldgico analisa a existéncia de células atipicas, inferindo lesdes anteriores ao cancer
(SYRJANEN et al., 2005). Esse tipo de teste ndo pesquisa o HPV, mas as alteracdes celulares
causadas pelo mesmo. (DERCHAIN et al., 2005). Enquanto as técnicas morfologicas
sugerem, as moleculares afirmam. Apenas os métodos moleculares detectam o DNA do virus,
confirmando a infeccdo pelo HPV, mesmo quando ainda ndo ha alteracdo celular.
(WOLSCHICK et al., 2007).

4.6.1 Técnicas Morfoldgicas

Dentre os métodos morfoldgicos, a citologia (CARNEIRO et al., 2006) ¢é o utilizado
no cotidiano para o diagnéstico do HPV através da observacdo microscopica das lesbes
provocadas pelo virus (SYRJANEN et al., 2005).

4.6.1.1 Citologia ou Teste de Papanicolaou

O teste de Papanicolaou, popularmente conhecido como exame de prevencao, também
é chamado de citologia oncética, exame citopatoldgico. E o exame mais utilizado para a
profilaxia do cancer (DERCHAIN et al.,, 2005). Ele foi desenvolvido por George N.
Papanicolaou em 1939 e é realizado rotineiramente. Para a realizacdo do exame, é feita coleta
de material do colo do utero, coloragdo (cujo nome é epdnimo) e anélise microscopica com a
finalidade de verificar a existéncia de celulas anormais, sugerindo lesdes antecessoras ao
cancer (SYRJANEN et al., 2005).

Estas alteracdes das celulas s@o descobertas facilmente nesse exame preventivo, e séo
curaveis na quase totalidade dos casos. Por isso é importante a realizacdo periodica deste
exame (INCA, 2015).

A terminologia utilizada é bastante variavel com o passar do tempo. Desde a
classificacdo de Papanicolaou (1943), a nomenclatura foi modificada diversas vezes.
Hodiernamente, por convencao, ficou acordado que ao Sistema Bethesda seja incorporado aos
laudos (SOCIEDAD LATINOAMERICANA DE CITOPATOLOGIA, 2013).
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Quadro 2 — Comparagéo entre diferentes nomenclaturas utilizadas.

Classes Descricéo Graduacéo Sistema Bethesda
Papanicolaou NIC

| Normal Normal Normal
I Atipia Reativa Inflamatoria Atipia Normal

/1 Atipia Suspeita Atipia ASCUS

i/ Atipia com HPV Atp. Condiloma SIL de baixo grau (LSIL)
Il Displasia Leve NIC -1 SIL de baixo grau (LSIL)
i Displasia Moderada NIC - 11 SIL de alto grau (HSIL)
Il Displasia Acentuada NIC — 111 SIL de alto grau (HSIL)
v Carcinoma in situ NIC — I SIL de alto grau (HSIL)
V Carcinoma Invasivo Cancer Invasivo Cancer Invasivo

Fonte: MIRANDA, 2011

A lesdo intra-epitelial escamosa (SIL) abrange o espectro de anormalidades ndo
invasivas, cervicais, escamosas, epiteliais associadas ao papilomavirus humano (HPV), que
varia desde alteracGes celulares associadas a uma infec¢do transitéria do HPV até alteracGes
celulares anormais que representam precursores de alto grau para um céancer escamoso
invasivo. No Sistema Bethesda (TBS), esse espectro se divide nas categorias de baixo grau
(LSIL) e de alto grau (HSIL). As lesdes de baixo grau (LSIL) abrangem as alteragOes
celulares chamadas de diversas maneiras de “efeito citopatico do HPV” (coilocitose) e uma
displasia leve ou neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) 1. As lesdes de alto grau (HSIL)
abrangem displasia moderada, grave e carcinoma in situ ou NIC 2, 3 (SOLOMON; NAYAR,
2005).

O exame citologico possui alta especificidade, mas sensibilidade limitada, ja que os
resultados podem sofrer variacdo quanto a interpretacdo dos leitores das laminas. Esse teste
ndo pesquisa o virus HPV, mas as alteracdes celulares causadas por ele. Esse método pode ser
realizado em lamina ou em meio liquido fixador. O custo da citologia do segundo tipo é
consideravelmente mais elevado mas possui a vantagem de ter maior representatividade de

células coletadas transferidas para a lamina, diminuicdo dos resultados insatisfatérios,
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sensibilidade maior para deteccdo de lesdes de alto grau e possibilidade de utilizar o material
restante para fazer testes moleculares (DERCHAIN et al., 2005).

A citologia, mesmo sendo tdo importante como exame preventivo para o diagnostico
precoce do cancer cervical, ndo consegue diferenciar qual lesdo ira regredir ou progredir. Dai
a importancia dos exames complementares a exemplo dos testes moleculares (BRINGHENTI
etal., 2012).

4.6.2 Técnicas Moleculares

H& varias técnicas e hoje a identificacdo direta de DNA ou RNA do HPV é a técnica
mais escolhida para detectar o virus em amostras citologicas ou histolégicas. Por serem
bastante sensiveis, a utilizacdo desses métodos na deteccdo dos virus de alto grau pode
diminuir significativamente a quantidade de pacientes com resultado falso-negativo ou
indeterminado na citologia e serve também como marcador de cura pos-tratamento
(WOLSCHICK et al., 2007).

O teste para o papilomavirus humano (HPV), por diferentes testes moleculares, tem
sido proposto como uma ferramenta de rastreio auxiliar ou independente (SYRJANEN et al.,
2005). A utilizagdo da citologia e da biologia molecular associadas pode melhorar o
acompanhamento dessas neoplasias (RIVOIRE et al., 2001) e aumentar a sensibilidade e o
valor preditivo negativo para quase 100%, sinalizando para que mulheres com os dois testes
negativos possam ter o proximo teste postergado, no entanto o custo dos testes moleculares
ainda sdo um impedimento para a sua utilizacdo em programas de prevencdo. A OMS
confirmou a necessidade da identificacdo do HPV de alto risco (DERCHAIN et al., 2005).

Enquanto a citologia insinua, os métodos moleculares asseguram. Somente 0s métodos
moleculares determinam a existéncia realmente do virus, através da pesquisa do DNA,
ratificando a infeccdo pelo HPV, mesmo antes do surgimento de alteracdes celulares. Os
diversos testes desse tipo sdo propostos para o0 rastreamento e genotipagem do HPV em
mulheres para identificar quais tém um risco maior de desenvolver o cancer cervical. As
técnicas de hibridizacdo se baseiam no fato de que duas fitas de &cidos nucléicos (DNA ou
RNA) com sequéncias complementares tendem a se unir e formar uma dupla fita. Varios
testes de hibridizacdo estdo disponiveis comercialmente e possuem diferencas com relacdo a:
sensibilidade, especificidade, utilizagéo e custo (WOLSCHICK et al., 2007).
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Resultados positivos para o virus HPV através das técnicas moleculares em mulheres
com o resultado citolégico normal € visto como caso de laténcia clinica. Pesquisas apontam
que os virus podem ser achados em quantidade consideravel de mulheres sexualmente ativas
neste estado de laténcia. Ha divergéncia de dados de autores quanto ao numero de mulheres
infectadas na fase de laténcia variando de 10% a 80% (NORONHA et al., 2005).

4.6.2.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é um teste de alta sensibilidade (a mais
sensivel disponivel atualmente) utilizado especialmente em pesquisas como padréo ouro para
verificar se ha DNA do virus. Essa técnica se baseia na amplificacdo de quantidades muito

pequenas de sequéncias especificas do DNA viral em milhdes de vezes (BIGIO et al., 2002).

Sua alta sensibilidade é também uma desvantagem ja que, por conta disso, ha uma
grande quantidade de resultados falso-positivos oriundos de reacdo cruzada. Atualmente, a
PCR ainda ndo foi aprovada como método de diagndstico clinico para HPV pelo Food and
Drug Administration (FDA) embora seja bastante utilizada em pesquisa (BIGIO et al., 2002).
Esse teste torna possivel a genotipagem do HPV através da amplificacdo de regides
especificas para cada um dos virus de alto ou baixo grau (normalmente sequéncias dos genes
E6 e E7 dos subtipos de HPV) (BRINGHENTI et al., 2012).Ademais, a utilizagdo de primers

universais possibilita, em tese, a deteccéo de todos os tipos de HPV.

Analisando material de citologias falso-negativas, colhidas até seis anos antes do
aparecimento da neoplasia, verificou-se a existéncia de DNA viral em grande parte dos
esfregacos, especialmente dos tipos 16 e 18. Em grande parte das mulheres foi observado que
o DNA viral achado foi igual ao da lamina de citologia e das bidpsias. Percebe-se assim que
houve uma boa correlagdo quando comparados os resultados das técnicas. Pdde-se inferir
entdo que os resultados falso-negativos da citologia podem ser minimizados caso essa técnica
seja utilizada juntamente com a PCR (CFM, 2002).

Estudos verificaram que o DNA do virus de alto risco pode ser achado no sangue de
mulheres com céncer de colo uterino através do método de PCR. Em raz&o do ciclo de vida
do virus acontecer unicamente dentro dos tecidos epiteliais, o virus do HPV ndo é encontrado
com frequéncia no sangue. Mas algumas conjeturas sugerem o rompimento das células

neoplasicas devido a necroses ou apoptoses, ou ainda a existéncia de micrometastases. Dessa
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forma, o achado de DNA viral encontrado na corrente sanguinea poderia se tornar resultado
como método diagndstico ndo-invasivo prognostico de seguimento (WOLSCHICK et al.,
2007).

4.6.2.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real (PCR-Real Time — PCR-RT)

A técnica de PCR em tempo real (PCR-TR) é uma variacdo do método convencional
que possibilita diferenciar as sequéncias de bases amplificadas de DNA. As reacOes
acontecem em capilares fechados que realizam de maneira eficiente a transferéncia de calor,
elevando a eficécia da amplificagdo e minimizando as contaminagdes (RODRIGUES et al.,
2009).

Com o surgimento da PCR em tempo real, foi possivel “observar” a reacdo ocorrendo
dentro do tubo e acompanhar o resultado a medida que as reagdes séo realizadas. Essa técnica
é chamada de homogénea pelo fato de juntar as fases de amplificacdo e analise em uma etapa
Unica, dessa forma, contribuiu para reduzir o tempo para obtencdo do resultado. A PCR em
tempo real capta sinais fluorescentes resultantes das reacdes de PCR. As andlises podem ser
qualitativas ou quantitativas ja que os sinais fluorescentes sdo convertidos em numeros
(BARRA et al., 2011).

4.6.2.3 Captura Hibrida (CH)

Essa técnica € a principal para deteccdo do HPV no Brasil, é a Unica para detecgdo
clinica do virus em material cervical aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) e
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa). E uma reagdo rapida de amplificacéo
de sinal ndo-radioativo que usa sondas de RNA especificas marcadas para hibridizacdo ao
DNA-alvo do virus em solucdo (A) Essa técnica associa métodos de hibridizacdo molecular e
antigenos monoclonais. Este é o exame mais moderno, ele possui altas sensibilidade
(comparada a da PCR) e especificidade para detec¢cdo do DNA do virus, tanto do grupo (baixo
ou alto risco) quanto da carga viral (CFM, 2002).

A principio acontece a desnaturacdo do DNA da amostra que se vai pesquisar o HPV,

0 DNA viral é hibridizado com multiplas sondas de RNA, em um tubo contendo solucao
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tamp&o. As sondas mistas de RNA que detectam os tipos de HPV de baixo risco séo
chamadas de sonda A e a que reconhece os tipos de HPV de alto risco s&o denominadas sonda
B. Podem-se utilizar as duas sondas concomitante ou separadamente. Essa técnica distingue o
grupo mas néo diferencia o tipo (dentro do grupo) (WOLSCHICK et al., 2007).0s hibridos de
RNA-DNA ficam fixos sobre uma superficie sélida de po¢os de uma microplaca e cobertos
com anticorpos especificos para hibridos de RNA-DNA. Os hibridos capturados sdo expostos
a um anticorpo conjugado a fosfatase alcalina, e detectados por um sensivel sistema de
amplificacdo de sinal quimioluminescente. O uso de microplacas possibilita a automatizacao
do teste (BARRA et al., 2011).Este teste é qualitativo e quantitativo, ou seja, informa a qual
grupo pertence e a sua carga viral (NONNENMACHER et al., 2001).

A CH ndo é utilizada no screening da infec¢édo, seu uso é para: ajudar no diagnéstico
do HPV diferenciando as infeccdes de baixo e alto risco, rastreamento de pessoas com
citologia indeterminada e avaliacdo dos casos de mulheres com lesdes de baixo grau mas com
HPV de alto risco oncogénico, prevenindo a evolucdo para o cancer (WOLSCHICK et al.,
2007).Essa técnica vem sendo substituida por métodos que incluem a genotipagem do HPV e
pelo PCR tempo real (BARRA et al., 2011).

4.6.2.4 Captura Hibrida Il (CH-11 OU CH2)

A segunda geracdo da técnica de captura hibrida, a versdo captura hibrida 11 (CH2) é a
técnica mais utilizada clinicamente na busca pelo HPV, em complemento a citologia. Esta
técnica se baseia na hibridizacdo do DNA viral, utilizando-se sondas especificas contra 0s
tipos de HPV de alto risco exclusivamente, mas nédo diferencia o tipo especifico do virus nem
consegue detectar todos os tipos de HPV de alto risco. A sensibilidade do ensaio pode ndo ser
suficiente para perceber a existéncia do virus no comego da infeccdo (RODRIGUES et al.,
2009).

4.6.2.5 Southern Blot (SB)

Para pesquisa de DNA do HPV para diagnostico clinico este € o melhor método

(padrdo ouro). Os resultados desse ensaio sdo qualitativos. Essa técnica € constituida pelas
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seguintes etapas: extracdo do DNA, digestdo DNA, preparo da sonda, transferéncia,
hibridizacdo e deteccdo. O DNA extraido é digerido por enzimas de restri¢cdo, ficando
dividido em pedacos de tamanhos diversos e estes sdo separados por eletroforese. Cada tipo
de HPV tem um padréao de fragmentacao especifico (WOLSCHICK et al., 2007).

A transferéncia dos produtos da PCR é feita apos a eletroforese. Os géis da PCR séo
submetidos a desnaturacao alcalina. Logo apds, faz-se a neutralizagdo (com tampao fosfato), e
posteriormente os acidos nucleicos sdo transferidos para uma membrana de nitrocelulose (ou,
alternativamente, nylon) carregada positivamente através de succdo ou com o auxilio de uma
pilha de toalhas de papel. Contendo os produtos transferidos do gel, as membranas séo
hibridizadas com as sondas especificas. A membrana entdo é incubada com anticorpos
guimioluminescentes e revelada por meio de autorradiografia ou com uso de contracorantes
(BARRA et al., 2011).Esse teste tem alta sensibilidade podendo detectar uma copia do virus
por célula, diferencia os tipos de HPV. Contudo, é um método complexo, demorado e precisa
de amostra fresca, o que impossibilita o seu uso na pratica clinica (BIGIO et al., 2002).

4.6.2.6 Dot Blot (DB)

Esse teste é a simplificacdo do SB, é rapido, facil, de baixo custo e tem sensibilidade
semelhante a do SB. O FDA aprovou o0 uso desse teste para diagndstico clinico. Ele pode
detectar DNA ou RNA do virus. O material genético do HPV é extraido e aplicado em gotas
diretamente sobre o filtro de nitrocelulose. Da mesma maneira que o SB, a revelacgdo ¢ feita
por autorradiografia ou uso de contracorantes. Outra vantagem dessa técnica é que é possivel

realizar grande quantidade de amostras em um Unico experimento (BIGIO et al., 2002).

4.6.2.7 Microarranjo (Microarray) ou Hibridizagdo em Fase Sélida

Para elevar a utilidade diagnostica de um teste molecular, hd atualmente um grande
interesse nas reacdes "multiplex"”, assim, houve a possibilidade de realizar por essa técnica a
genotipagem do HPV. A definicdo dessa técnica € bastante semelhante as de blot. Realizam-
se varias analises de hibridizacdo de DNA/RNA paralelamente e em um formato diminuto. A

analise dessas reacdes de hibridizagdo normalmente esta envolvida com a captacdo do sinal
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luminoso gerado pela ligagdo da sequéncia de DNA/RNA alvo marcado fluorescentemente
com as sondas no microarranjo. Um scanner de fluorescéncia é utilizado para analisar o
resultado (BARRA et al., 2011).

Hodiernamente, no nosso pais, essa € uma técnica utilizada principalmente para a
genotipagem do HPV. A hibridizagdo contra um sitio especifico do microarranjo permite a
identificacdo do gendtipo do virus que aparece na amostra. Uma das principais vantagens da
genotipagem de HPV por esse método é a possibilidade de detectar infeccBes maultiplas, que
geralmente estd associada a risco mais elevado de evolucdo para o cancer de colo uterino
(BARRA et al., 2011

4.6.2.8 Hibridizacao IN SITU

Esse método mostra 0 DNA/RNA do virus na célula, pode ser realizado com amostras
de exames citolégicos ou histolégicos, além de possibilitar a analise concomitante das
alteracdes celulares e da existéncia do virus através da hibridizacdo com sondas marcadas.
Sua revelacao é feita por autorradiografia, fluorescéncia ou deteccdo de um produto colorido.
Para a deteccdo do HPV, os métodos enzimaticos sdo considerados melhores devido a
facilidade de interpretacdo. As caracteristicas do sinal (difuso ou pontual) podem revelar o
estado fisico do DNA do HPV. Adicionalmente, a intensidade desse sinal pode ser convertida
em valores numeéricos, relacionados a quantidade de copias virais. Essa técnica € menos
sensivel que a PCR e a CH. Nao se sabe a tipagem do HPV, havendo necessidade de
realizacéo de outro metodo (WOLSCHICK et al., 2007).
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5. CONCLUSAO

A citologia € um exame muito importante, sendo o mais utilizado na rotina clinica,
mas a associacdo deste com os testes moleculares é ainda melhor para diagnostico precoce.
Com o avanco da tecnologia, novas técnicas sdo criadas ou melhoradas a fim de nos fornecer

dados mais precisos.

Todas as técnicas citadas sdo adequadas ao diagnéstico do HPV. As técnicas de PCR e
SB sdo as mais sensiveis, sendo considerada como padrdo ouro, no entanto ela é usada
prioritariamente em pesquisas devido a sensibilidade e a complexidade, respectivamente. A
Hibridizacdo in situ tem a vantagem de poder ser realizado com amostras

citologicas/histologicas e permitir a deteccéo do virus juntamente com as alteracdes celulares.

E preciso muito trabalho, tempo e persisténcia para conscientizar ainda mais mulheres
da prevencao, fazé-las entender a importdncia das consultas, mais ainda dos exames

preventivos e principalmente do correto tratamento.

E preciso realizar mais estudos sobre os custos de cada método na pratica clinica. E
necessario também mais pesquisas sobre o0 HPV nos homens, bem como a busca de HPV em
outras mucosas além da anogenital. Com a inclusdo das vacinas contra HPV pelo SUS, sera
importante ainda analisar as mudancas (epidemioldgicas, sociais, financeiras, individuais e

coletivas) decorrentes da utilizagcdo das vacinas.
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