FAEMA

FACULDADE DE EDUCACAO E MEIO AMBIENTE

ELOIZE FERNANDA OLIVERO

INFECCAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV):
ASPECTOS GERAIS

ARIQUEMES - RO
2013



Eloize Fernanda Olivero

INFECCAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV):
ASPECTOS GERAIS

Monografia apresentada ao curso de
Graduacdo em Farmécia da Faculdade
de Educacdo e Meio Ambiente como
requisito parcial & obtengdo do grau de
bacharel.

Orientador (a): Prof®. Ms. Fabia Maria
Pereira de S4

Ariquemes-RO
2013



Eloize Fernanda Olivero

INFECCAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV):
ASPECTOS GERAIS

Monografia apresentada ao curso de
Graduacdo em Farmécia da Faculdade
de Educacdo e Meio Ambiente como
requisito parcial a obtencdo do grau de
bacharel.

COMISSAO EXAMINADORA

Orientador (a): Prof2. Ms. Fabia Maria Pereira de Sa
Faculdade de Educagéo e Meio Ambiente — FAEMA

Prof. Ms. Nelson Pereira da Silva Junior
Faculdade de Educagéo e Meio Ambiente — FAEMA

Profa. Esp. Rosineide Vieira Gois
Faculdade de Educagéo e Meio Ambiente — FAEMA

Ariquemes, 08 de julho de 2013



A Deus, por ter mantido a minha vida, e
concedido a realiza¢&o deste sonho.

A minha mae, Susely Cassia, razdo da minha
existéncia.

A meu pai, pelo exemplo de for¢a de vontade.

A meu irméo, por alegrar os meus dias.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pois foi a tua maravilhosa mao que encontrei estendida todos os dias,
quando realmente precisei de uma forga maior. Foram os teus olhos que me
iluminaram, quando queria desistir, tuas palavras que me orientaram, mostrando o
caminho a ser percorrido, quando me sentia perdida!

A professora Fabia, pela dedicagdo em todas as etapas deste trabalho.

A minha familia, pela confianca e motivacdo, por sempre estar ao meu lado
confiando e me confortando em todos os momentos.

A todos os amigos que fiz ao longo desses anos, amigos de sala, amigos de
estrada, obrigada por fazerem parte da minha vida.

Aos professores, que com empenho e dedicagcdo estiveram comigo nesta

jornada.



A adversidade desperta em nés capacidades que, em circunstancias
favoraveis, teriam ficado adormecidas.

Horécio



RESUMO

Em meados de 1980, as infec¢des genitais causadas pelo Papilomavirus Humano
(HPV) comecaram a chamar atencdo de cientistas e pesquisadores, devido ao
elevado numero de casos, bem como a associacdo deste agente viral ao cancer do
colo de utero. O objetivo deste trabalho foi descrever as principais caracteristicas
das infecgBes cervicais por Papilomavirus Humano (HPV), com énfase nos métodos
diagnésticos, o que foi conseguido por meio de revisdo de literatura. A infeccao pelo
Papilomavirus Humano (HPV) se constitui em um grave problema de saude publica,
afetando milhées de mulheres no mundo em idade sexualmente ativa. Esta infec¢éo,
principalmente com tipos de alto risco oncogénico, esta associada ao
desenvolvimento de cancer do colo de Utero. Em vista disso, varios métodos tém
sido utilizados para o seu rastreio, como 0 exame de Papanicolaou e, mais
recentemente, os métodos de biologia molecular. Além disso, métodos profilaticos,
por meio de vacinas, também foram desenvolvidos como meio de prevenir esta
infecgéo.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, céancer do colo do Utero, técnicas de
biologia molecular, Reacdo em Cadeia da Polimerase, Neoplasia intraepitelial

Cervical.



ABSTRACT

In the mid 1980s, genital infections caused by Human Papillomavirus (HPV) began to
draw the attention of scientists and researchers, due to the high number of cases, as
well as the association of this viral agent to cancer of the cervix. The aim of this study
was to describe the main characteristics of cervical infection by human
papillomavirus (HPV), with emphasis on diagnostic methods, which was achieved
through literature review. Infection with human papillomavirus (HPV) constitutes a
serious public health problem, affecting millions of women worldwide aged sexually
active. This infection, primarily with high-risk HPV types, is associated with
development of cancer of the cervix. In view of this, various methods have been used
for their screening, such as Pap smears and, more recently, methods of molecular
biology. Furthermore, prophylactic, using vaccines have also been developed as a
means of preventing this infection.

Keywords: Human papillomavirus, cervical cancer, molecular biology techniques,

Polymerase Chain Reaction, Cervical intraepithelial neoplasia.
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INTRODUCAO

Em meados de 1980, as infec¢cbes genitais causadas pelo Papilomavirus
Humano (HPV) comegaram a chamar atencéo de cientistas e pesquisadores, devido
ao elevado numero de casos, embora estas infeccdes sejam relatadas desde a
antiguidade. (CASTLE et al., 2002).

Os papilomavirus (PV) pertencem a familia Papillomaviridae e infectam
muitas espécies de vertebrados, sendo altamente espécie-especificos e similares na
estrutura fisica e organizacional. (SASAGUAWA et al., 2001). S&o virus de formato
icosaédrico, ndo envelopados, com genoma de acido desoxirribonucleico (DNA)
circular de uma fita dupla e contém de seis a oito genes, que podem se expressar
precocemente (regido “E” ou Early) e dois que se expressam tardiamente (regido "L”
ou Late). (SCHILLER et al., 2008).

A forma mais comum de transmissdo sdo as vias sexuais, afetando pessoas
de ambos os sexos. (SANJOSE et al., 2007). Segundo Hoque et al. (2008) é
considerada a doenga sexualmente transmissivel mais comum em mulheres de todo
o mundo, com prevaléncia de 10,4%, estando presente de modo assintomatico e em
2 a 44 % da populacdo feminina. Ainda se calcula que esteja presente em cerca de
50 a 80 % das mulheres sexualmente ativas, em algum momento de suas vidas.

O ciclo de vida do HPV tem como ponto inicial a infeccdo pelo virus nas
células basais ou parabasais do epitélio cervical metaplasico, que ocorre devido a
microerosfes ou traumatismos na pele ou mucosas. Assim, ao ponto em que se
subdividem, as células se dirigem & superficie e se diferenciam ao se dividirem,
disseminando o DNA viral. Estima-se que 70 % das infec¢fes pelo virus do HPV
sejam transitérias e desaparecem em um periodo médio de um ano. (HO, 1998).

O HPV é considerado coadjuvante no desenvolvimento de neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC) e cancer cervical, porém, dentre os mais de 100 tipos
de HPV sequenciados, nem todos sdo oncogénicos. Contudo, em 99,7 % dos casos
de canceres cervicais séo relatadas a presenga de um ou mais dos seguintes tipos
de HPV, que séo ditos de alto risco oncogénicos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56,58, 59, 66 e 68. (VINCE et al., 2002). E importante ressaltar que métodos de

rastreamento e detecgéo foram incluidos em programas de saude (CASTLE et al.,
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2002), o que gerou diminui¢cdo na incidéncia dos casos de neoplasias. (CARVALHO,
2003).

O diagnéstico da infecgdo por HPV pode ser realizado por meio da
histopatologia das lesbes ou pela constatacdo do DNA do virus nas células.
(MOLIJIN et al., 2005). Por conseguinte, o principal método histologico utilizado € o
Papanicolau, que se baseia na observacéo e interpretagédo subjetiva das alteragdes
estruturais da célula. (FAIT et al.,, 2000). Este método se apresenta como um
método acessivel e rapido (HILLMAN et al., 1993), todavia o exame colposcépico
apresenta elevada porcentagem de resultados que indicam falso-negativo, o que
pode ser relacionado, por exemplo, com a coleta inadequada do material cervical.
(LORINCZATI, 1990).

Para a deteccdo de HPV, técnicas de biologia molecular tém sido cada vez
mais utilizadas (FARIA et al, 2008), como por exemplo, técnicas de hibridizacdo das
quais podemos citar a Southern blot, Dot blote, reverse blot, Hibridizagéo in situ,
captura hibrida néo radioativa e também a rea¢do em cadeia da polimerase (PCR).
(LETO et al.,, 2011). Estes métodos apresentam especificidade e sensibilidade
analitica variada, as quais dependem da qualidade da amostra e dos reagentes
utilizados, conforme as caracteristicas de cada ensaio. (IFTNER, 2003).

Assim, € importante conhecer as principais caracteristicas desta importante
infeccdo, a fim de adquirir condutas profissionais mais adequadas no exercicio da
profissdo, de forma a diminuir os casos de cancer do colo do Gtero, oriundos, na

grande maioria dos casos, de infecgdes por HPV
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever as principais caracteristicas das infec¢des cervicais por

Papilomavirus Humano (HPV), com énfase nos métodos diagndsticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comentar as principais caracteristicas biolégicas do HPV;

Discorrer sobre a historia natural da infec¢do por HPV;

Pontuar os métodos profilaticos da infec¢éo por HPV;

Discorrer sobre os métodos de diagnostico da infeccdo por HPV, com énfase

naqueles que empregam biologia molecular.
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3 METODOLOGIA

A metodologia empregada foi do tipo revisdo de literatura, de caréater
exploratério e relativo. A estratégia de pesquisa se deu por meio de artigos
cientificos recuperados de bases de dados on line, como: U.S. National Library of
Medicine (PubMed), Scientific Electronic Library Online (SciELO) e Biblioteca Virtual
em Saude (BVS), bem como teses e monografias. Os descritores utilizados na
pesquisa foram: Papilomavirus humano, cancer do colo do utero, técnicas de
biologia molecular, Reacdo em Cadeia da Polimerase, Neoplasia intraepitelial

Cervical.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

4.1.1 Classificagéo e Morfologia

Os Papilomasvirus infectam muitas espécies de vertebrados, como exemplo
os humanos, bovinos e felideos, entretanto sdo espécie-especificos. (CAMPOS et
al., 2002).

Os papilomavirus e os poliomavirus foram primeiramente agrupados em uma
mesma familia, a Papovaviridae, devido a semelhanca presente entre esses virus.
(KENNETH, 1996). O Papilomavirus Humano (Figura 1) trata-se de um virus que
pertence a familia Papillomaviridae, com 55 nm de tamanho, sem envelope e com
material genético composto de acido desoxirribonucleico (DNA) circular de fita dupla,
com cerca de 8.000 pares de bases nucleotidicas (HILLEMANNS et al., 2008)
associadas a histonas celulares H2a, H2b, H3 e H4, formando um complexo similar
ao da cromatina. (BERNARD, 2005).

Figura 1 — Micrografia eletrdbnica mostrando particulas de HPV
Fonte: Sttanard (1995)

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV,
2006), mais de 100 gendtipos do HPV ja foram isolados e tiveram seu DNA
sequenciado.

Com base na ordem do genoma viral, foi possivel criar uma classificagdo na

gual se tem como base os componentes gendmicos, utilizando-se a nomenclatura
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tradicional como tipo, subtipo e variante. Nesta classificacdo é utilizada a regiéo
mais conservada do genoma viral, ou seja, a do gene L1. VariagOes nesta sequéncia
permitem a distingdo dos tipos. (SHROYER, 2008). Atualmente, os papilomavirus
humano e animal compdem 16 géneros. (ICTV, 2006). Os géneros
Alphapapillomavirus e Betapapillomavirus sdo encontrados em aproximadamente,
90 % dos HPV caracterizados. (PFISTER, 2003),

O género Alphapapillomavirus contém a maioria dos tipos de HPV (RAMOZ et
al., 2002) que podem levar ao aparecimento de lesGes benignas e malignas, ja os
Betapapillomavirus séo distintivamente ligados a infecgbes cutaneas assintoméaticas
em seres humanos, a exce¢do de individuos imunocomprometidos, 0s quais
desenvolvem a epidermodisplasia verruciforme (EV) e em pacientes com cancer de
pele ndo-melanoma. ( VILLIERSET et al., 2004). Em seguida, pode-se mencionar os

géneros Gammapapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapillomavirus. (ICTV, 2006).

4.1.2 Organizagdo Gendémica do HPV

Devido a auséncia de envelope, o0 virus € relativamente estével e resistente a
dessecacdo, mantendo-se vidvel no meio extracelular por até uma semana.
(DOORBAR, 2005).

O genoma é dividido em regifes génicas (Figura 2) denominadas sequéncias
abertas de leitura (ORF), do inglés open reading frames, que estdo situadas na
mesma fita de DNA, podendo ser funcionalmente separadas em trés regides
principais. A primeira € uma regido regulatéria, de 400 a 1.000 pares de bases, que
€ conhecida pelas denominacdes long control region (LCR) ou upper regulatory
region (URR), situada entre os genes L1 e E6. E nesta regido pouco integra que
estdo localizados os genes que regulam e d&o inicio a replicacdo do virus. A
segunda regido € denominada de regiéo precoce ou “E” (early), formada pelos ORF
El, E2, E4, E5, E6 e E7, que estdo ligados aos processos de replicacdo viral,
controle da transcricdo e na oncogénese. E por Ultimo, a terceira regido chamada
tardia ou “L” (late), que e responsavel por codificar as proteinas L1 e L2 do capsideo
viral. (TYRINGSK et al., 2000). O Quadro 1 mostra as proteinas codificadas pelas

ORF dos Papilomavirus e suas fungdes.



El

E2

E3

E4

ES

E6

E7

E8

L1

L2

Regifio controladora (LCR)
~1Lkh

Regidio tardia (L)

~3kh Regifio precoce (E)

~4kh

Figura 2 — Organizacéo gendmica do HPV
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Quadro 1 — Proteinas codificadas pelas ORF dos Papilomavirus e suas funcées
Fonte: Howley (2006)
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Pode-se dizer que os genes E6 E E7 s&o responsaveis por codificar proteinas
que estéo relacionadas a malignidade, visto que estas imortalizam os queratindcitos.
(SYRJANEN, 1999).

4.1.3 Hist6ria Natural do HPV

A Historia Natural da Doenca (HND) compreende as interacdes entre o
agente etiolégico, o hospedeiro e o ambiente, que, quando estdo em desarmonia,
apresentam como resultado a patologia. (GOLDBAUM, 2003).

A histéria da infeccao genital pelo HPV evidencia a presenca de meios onde o
hospedeiro se defende do virus (STANLEY, 2001), consideradas comuns em
mulheres sexualmente ativas e curando-se espontaneamente na maioria dos casos,
(BOSCH et al.,, 2002). Uma pequena parcela de pessoas infectadas tem o
desenvolvimento da doenga. Quando infectadas por HPV de alto risco, as lesdes
podem evoluir para lesédo intraepitelial de alto grau (HSIL) e, algumas delas,
progridem para carcinoma invasor. (CLIFFORD et al., 2006).

Para que haja a infeccdo é necessério a perda da integridade do epitélio,
através de traumatismos ou microerosdes nas mucosas ou na pele A infeccdo tem
principio nas células basais ou parabasais do epitélio cervical metaplasico. Na
medida em que se dividem, elas migram para a superficie se diferenciando. Ao se
dividirem, as células portadoras do virus do HPV liberam o DNA viral entre as células
filhas. Uma delas se diferencia ocorrendo a maturagdo, e a outra continua
indiferenciada na camada basal, atuando como reserva de DNA viral. (DOORBAR,
2005).

As proteinas E1 e E2 atuam mantendo o DNA do virus na forma epissomal
auxiliando na correta separacdo do genoma viral durante a divisdo das células.
(KANODIA et al., 2007).

Em seguida, nas células das camadas média ou superficial, os virus replicam
seu genoma requerendo a expresséo dos genes de E4 e E5, com posterior jungao
de E2 e expressdo do gene E1, o qual promove a abertura da hélice de DNA e os
acomodam em particulas, produzindo virions infectantes, deste modo ocorre a
replicacéo e, por conseguinte, a instituicdo do capsideo na parte superior do epitélio.
(DOORBAR, 2005).
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O término da sintese viral ocorre nas camadas superiores do epitélio, com a
codificacdo de L1 e L2, que sao proteinas estruturais, com liberacédo das particulas
virais quando as células atingem a superficie epitelial. (DOORBAR, 2005). A Figura
3 ilustra as principais etapas do ciclo do HPV.
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Figura 3 — Estagios do ciclo do HPV.
Fonte: Munoz et al. (2006)

Segundo Kanodia et al. (2007), se a infecgéo for persistente, disfungcdes na
replicacdo podem levar a interacdo do DNA do virus com DNA celular do
hospedeiro, com a linearizagéo dos genes E1 e L1, seguida da inativacéo dos genes
E2, responsavel por regular as atividades de E6 e E7, o0 que ocasiona a expressao
exagerada destes genes, imortalizando as células. (STOLER et al., 1999).

Estes genes, com potencial oncogénico, complexam-se respectivamente com
a proteinas celulares denominadas p53 e pRb, levando a inativacdo e
consequentemente ao descontrole do ciclo celular. Esta inconstancia genética no
interior das células provoca mutagbes, levando ao surgimento de neoplasias.
(STOLER et al., 1999; SZOSTEK et al., 2006; CARMO; FIORINI, 2007).

As lesdes denominadas pré-invasivas consistem em varias alteracbes que

progridem até o carcinoma invasivo, 0 ponto inicial € a neoplasia intraepitelial
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cervical (NIC 1), considerada uma displasia leve, sendo as células infectadas restrita
a terca parte do epitélio; em sequéncia a NIC 2, que se trata de uma displasia
moderada, observando-se o achatamento das células da parte superior do epitélio e
ocupacdo por células infectadas, em cerca de dois tercos da parte inferior do
epitélio, sendo possivel a observacdo de células intermediarias, com nucleacdo
atipica e citoplasma incompleto, ja na NIC 3 ocorre displasia acentuada e carcinoma
in situ, tendo como base a por¢cdo acometida do epitélio cervical, sendo possivel a

verificacdo de mitoses e nucleos atipicos. (PEDROSA, 2003). Conforme Figura 4:
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Figura 4 — Evolugéo das lesdes de colo uterino
Fonte: Pedrosa (2003)

4.1.4 Epidemiologia e fatores de risco

A infeccdo pelo HPV varia muito, conforme a populacdo estudada e sua
localizacdo geogréfica, sendo o HPV 16 o que tem distribuicdo mais comum, exceto
na Africa sub-Saariana, onde o tipo 35 é igualmente visto. (NG’ANDWE et al., 2007),
seguido pelo HPV 18 que contribui com cerca de 10 a 20 % dos casos de cancer

cervical, enquanto o HPV 16 encontra-se presente em 60 % dos carcinomas,
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totalizando assim a prevaléncia destes dois genoétipos em dois ter¢cos de todos os
carcinomas cervicais no mundo. (BRASIL, 2013).

Os HPV 45, 31 e 33 séo respectivamente os proximos de maior prevaléncia
oncogénica, sendo esta ordem variavel em cada regido. (MEIJER; SNIJDERS;
CASTLE, 2006). Nas Ameéricas Central e do Sul, os HPV mais prevalentes séo
16,18, 45, 31 e 33 (SILVA et al., 2006), diferentemente na Asia, em que 0s tipos
HPV 16, 18, 52 e 58 s&0 os mais prevalentes. (CASTLE, 2006; CORREA, 2007).

A distribuicdo dos HPV pelo Brasil ocorre heterogeneamente, de forma que os
tipos 16, 18, 35 e 58 sdo mais frequentemente encontrados nas mulheres do Rio de
Janeiro, enquanto em Recife a prevaléncia é maior para os tipos 16, 31, 33, 58 e 18
respectivamente. Ja em Belém, os tipos 16, 31, 33, 58 sdo detectados em mais de
20 % dos casos de NIC grau I, Il E Ill. No Distrito Federal encontra-se
frequentemente os tipos 16, 58, 31,18 e 33. (BRASIL, 2008).

Cerca de 20 a 30 % das mulheres do mundo estéo infectadas pelo HPV
(MENDEZ et al.,, 2005), com 35 % delas apresentando grau de anormalidades
citolégicas avancadas (MOLIJN et al., 2005), sendo evidenciado que a presenca de
mais de um gendtipo esta presente nos pacientes com carcinoma cervical
(SASAGAWA et al, 2001; MOLIIN et al., 2005). Além disso, a imunidade do
hospedeiro e a infecgdo estdo ligadas, bem como outros fatores que contribuem
para a infecgdo pelo HPV, elevando o risco de neoplasias. (PASSOS, 2008).

Segundo Munoz (2000), o inicio precoce das relacfes sexuais, nimero de
parceiros, fatores hormonais, alta paridade, uso prolongado de contraceptivos orais,
infeccdes por Chlamydia trachomatis, virus Herpes Simples I, infec¢bes por HIV,
deficiéncia nutricional, tabagismo. fatores genéticos e até mesmo o baixo nivel

socioeconOmico podem ser considerados cofatores na infecgéo do HPV.

4.1.5 Vacinas para HPV

O programa governamental de prevencdo secundéria do céncer de colo
uterino no Brasil (exame de Papanicolau) apresenta baixa efetividade se comparado
com os numeros que foram idealizados, assim, a prevencdo primaria se tornaria
mais efetiva com a implementagdo da vacina no calendario do Sistema Unico de
Saude (SUS). (ROSA, 2009; BRASIL, 2008).
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O sequenciamento do genoma do HPV possibilitou o desenvolvimento de
vacinas profilaticas contra a infecgdo pelo HPV (NADAL, 2008), sendo altamente
seguras e imunogénicas, compostas por particulas que ndo possuem o DNA viral.
Deste modo, a vacina ndo altera a infecgdo existente, mas protege o individuo das
cepas de HPV as quais foram expostos, através da producdo de niveis muito
elevados de anticorpos. Séo aplicadas trés doses intramusculares com intervalos de
dois e seis meses apds a primeira aplicagdo, sendo recomendada para mulheres
que ainda né&o iniciaram préticas sexuais, com idade minima a partir dos nove anos.
(NOVAES, 2008; NADAL, 2010).

No Brasil, duas vacinas estdo atualmente disponiveis na rede particular de
saude, a Gardasil® (Merck & Co.), que é quadrivalente e cobre os sorotipos 16, 18,
6 ell, com eficicia de quase 90 % contra infec¢des, e de 100 % nas alteracdes de
cervix uterina; e a Cervirax® (Glaxosmithkline Biological) que atua contra os
sorotipos 16 e 18, tendo 99,9 % de eficcia nas infeccBes persistentes e mais de 90
% nas les@es de colo do utero. (LINHARES, 2006)

A implantacdo destas vacinas no calendario do SUS esti atualmente
tramitando no Congresso Nacional. Essa medida pode resultar na diminuigéo
acentuada de tumores malignos associados ao HPV, tornando-se importantes
aliados na prevencdo do céncer do colo do Utero e na assisténcia a saude da
mulher. (BRASIL, 2013).

4.2 METODOS DE DETECCAO DO HPV

O predominio do DNA do HPV depende grandemente do método utilizado
para diagnostico das lesdes especificas. (SOUZA, 2001). A utilizacdo de
metodologias adequadas é indispensével para a interpretagdo destas amostras.
(GABRIEL, 2006).

No dia a dia clinico, sdo utilizados exames citologicos, colposcopia e biopsia,
porém, com o desenvolvimento de metodologias mais sensiveis em meados de
1980, foi possivel identificar a presenca do genoma viral nas células. (SILVA, 2006).

O teste de Papanicolau, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), e
muito eficaz no que se trata de diagnosticar precocemente lesbes e prevenir o
carcinoma invasivo, contudo, a incidéncia destas patologias, mantém-se elevada

mundialmente, inclusive entre as mulheres brasileiras. (BEZERRA et al., 2005).
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Assim, a introducao de critérios ndo classicos associados aos testes moleculares
passou a ser importante ferramenta para elucidacdo da infeccdo pelo HPV.
(BRASIL, 2013).

4.2.1 Exame Papanicolau

A citologia é um método sugestivo, de triagem, realizado através da
colpocitologia, sendo amplamente utilizado para evidenciar a presencga de lesdes no
colo do utero que possam evoluir para neoplasias, é acessivel, rapido, tem baixo
custo e pode ser realizado por qualquer profissional da area da saude que tenha
prévio treinamento. (BEZERRA, 2005).

Foi desenvolvido em 1934 por George Papanicolau a partir da analise de
esfregacos vaginais. Neste método, o material endocervical € coletado com auxilio
de escova citolégica e o material ectocervical com espatula de Ayres, e depois 0
material cervical é fixado em etanol 95 % ou fixador préprio para posterior
interpretacdo das alteragbes morfolégicas celulares. (MOTTA, 2001; CORDEIRO,
2005; TULIO, 2007; FARIA, 2008; LIMA, 2011).

A interpretagcdo destes resultados se baseia no Sistema Bethesda para
citodiagnostico de 1991 e na classificagcdo de Richart de 1967, onde foram
introduzidos critérios classicos e ndo-classicos para a identificagdo do HPV.
(NOBUYOSHI, 2005).

Os critérios citolégicos considerados classicos no diagnéstico de HPV séo:
coilocitose, na qual ocorre modificacdo nas células escamosas intermediarias, com
aumento da area clara que envolve o nucleo, e bordas bem delimitadas; disceratose,
que envolve presenca de células espalhadas, em formato caudado e alongados,
com alteracao nuclear e aumento de tamanho. (NOBUYOSH, 2005).

Os critérios ndo-classicos envolvem a presenca de mais de um ndcleo;
cariorrexe, o qual é caracterizado pelo desaparecimento dos limites do nucleo e a
cromatina fica condensada perifericamente formando grumos; células fantasmas, as
quais possuem citoplasma mais claro, resultante da falta de compostos
citoplasmaticos; células em fibra, nas quais o citoplasma adquire forma de uma fibra
se tornando alongado; células gigantes, que podem apresentar presen¢a de varios
ndcleos com tamanho aumentado, envolvidos por um halo bem nitido que separa 0s

nucleos do citoplasma; células parabasais coilocitéticas. que possuem tamanho
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reduzido, com nucleo aumentado e irregular, o citoplasma pode ser cianofilico ou
anfofilico; condensacdo de filamentos, em que o citoplasma se apresenta
fracamente corado e com fissuras; escamas anucleadas, que possuem auséncia de
nucleo e citoplasma queratinizado; granulos ceratoialinos, onde aparecem células
anucleadas e citoplasma condensado na forma de granulos; halo perinuclear, no
qual o nacleo se apresenta com uma area clara em torno de si que formando um
halo; nucleo em borrdes, em que a cromatina aparece como um borréo, o citoplasma
adquire configuracfes orangeofilicas, com aumento do nucleo; nucleo em fibra, no
qual a cromatina se mostra grumosa, com clareamento na parte inferior do ndcleo,
distor¢cdo do contorno nuclear e presenca de tenofilamentos; nicleo hipercromatico,

que é caracterizado pela regularidade na cromatina e membrana nuclear com
hipercromia. (NOBUYOSHI, 2005).

4.2.2 BIOLOGIA MOLECULAR

As técnicas de biologia molecular tém se mostrado importantes na busca e
reconhecimento de genoma viral do HPV nas células, estas metodologias estdo
sendo incorporadas gradativamente. (RIVOIRE, 2006).

O diagnostico da infeccdo pelo HPV com base nos testes moleculares teve
inicio no ano de 1980, utilizando sondas de acidos nucleicos que haviam sido
liberadas para comercializagéo recentemente. (HUBBARD, 2003)

Os testes de biologia molecular podem ser classificados e divididos em trés
grupos:

1) Hibridacdo molecular com sondas de &cidos nucleicos: foram as primeiras
técnicas utilizadas, apresentam sensibilidade variada e o tempo para execuc¢éo do
trabalho € moderado. Os principais exemplos desta técnica sdo: Southern blot, dot
blot, hibridag&o in situ ou com fluorescéncia.

2) Amplificacdo de sinal: € uma metodologia 6tima para triagem de pacientes com
alteracges citoldgicas (exemplo: teste de captura hibrida - HCII).

3) Reacdo de amplificacdo: é a metodologia mais abrangente, possibilita a
identificacdo do HPV e sua genotipagem, o grau da infeccdo, além de permitir a
reproducdo in vitro da parte especifica do DNA do virus (exemplo: Reacdo em
Cadeia da Polimerase - PCR). (HUBBARD, 2003; MOLIJN et al., 2005).
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A confirmacdo da infeccdo por HPV através da biologia molecular tem se
mostrado muito importante (JOHNSON et al.,, 2003), principalmente quando
associada ao exame Papanicolau e a colposcopia.( SILVA et al. , 2006). Assim, as
técnicas empregadas do decorrer das décadas possuem vantagens e desvantagens,
cada qual com suas limitagcdes, porém de extrema importancia para o diagnéstico do
HPV. ( VILLIERS, 1997).

4.2.3 Hibridizagao in situ

A técnica de hibridizacdo in situ (HIS) passou a estimular o interesse de
pesquisadores somente a partir da década de 1980. Tal técnica se baseia na
deteccdo de um gene especifico ou seus transcritos. Utilizando-se sondas que se
complementam (sequéncias de nucleotideos), desenvolvidas a partir de fragmentos
conhecidos do DNA ou RNA viral que se deseja identificar. Esse emparelhamento
ocorre de forma espontanea, de modo que cada sequéncia de nucleotideos
complementar (sonda) é capaz de hibridizar 7,9 Kb de pares de bases de DNA.
(NORONHA, 1999).

Para evidenciac@o da reac@o € necessério marcar as sondas com moléculas
sinalizadoras (biotina), desta forma, o nucleo de cada célula podera ser visualizado,
este tipo de reacdo imunohistoquimica s6 é possivel porque as se utilizaram do
substrato, tornando a coloragdo nuclear marrom quando visualizada em microscoépio.
A HIS torna possivel correlacionar os resultados com aspectos histopatolégicos, de
modo que as marcac¢des dos padrdes fisicos se apresentaram difuso (epissomal)
quando o nucleo fica inteiramente corado (ou seja o DNA néo esta integrado a célula
do hospedeiro), ou com a presenca de pontos, onde pontos (nucleo hibridizado)
coloridos podem ser visualizados, evidenciando a interacdo do DNA do HPV com o
genoma do hospedeiro, ou podendo ainda ser misto, apresentando-se na forma
epissomal e em pontos simultaneamente. O resultado positivo é determinado
quando cerca de 25 % das células se apresentam coradas. (BAGARELLI, 2004).

A HIS é um método de boa especificidade, porém tem menor sensibilidade
em relagdo a outros métodos, conforme a técnica de amplificacdo de sinais utilizada
é possivel detectar de uma a 10.000 copias viras por célula, aumentando assim sua
sensibilidade analitica. (RIVERO, 2006).
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A grande vantagem da reacdo HIS é a possibilidade de localizar, nos tecidos,
genes especificos, podendo estes tecidos estar parafinados ou congelados, além de
identificar os gendtipos HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 45 e 56, permitindo a
associagéo do DNA do microrganismo com a morfologia dos mesmos e a patologia
desenvolvida. (BAGARELLI, 2004)

4.2.4 Captura hibrida ll

A captura hibrida 1l (CHII) é o método mais utilizado na detec¢do do HPV.
(RODRIGUES, 2009). E uma técnica quantitativa e qualitativa, capaz de reconhecer
o DNA viral e qual seu tipo, sendo o Unico reconhecido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). E capaz de pesquisar os tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58, 59, 68. (TULIO, 2007).

Além disso, € considerada muito especifica e tem reprodutibilidade de 98 %.
E realizada em microplacas, utiliza sondas hibridadoras (anticorpos), que se
complementam ao genoma viral pesquisado, deste modo as interacdes (hibridagéo)
acontecem, dando origem a sondas especificas com o DNA do virus, posteriormente
€ capturado nas bordas da microplaca, nesta fase o sinal ja foi amplificado. Em
seguida, recebe marcacdo com fosfatase alcalina, permitindo a leitura do material
por quimiluminescéncia, deste modo se permite contar ate 0,1 copias de DNA viral
por célula, evidenciando sua sensibilidade. (CARVALHO; OYAKAWA, 2000;
SANKARANARAYANAN et al., 2009; GIRIANELLI, 2010).

Assim, os resultados sdo expressos em relacdo a RLU (unidade relativa de
luz), sendo considerados positivos (presenca de carga viral) quando o valor € maior
ou igual a 1 pg/mL. Quando carga viral for superior a 100 pg/mL, o risco para NIC Il
e Il aumenta proporcionalmente. A desvantagem do método é que ele ndo detecta
todos os tipos virais e ndo € muito eficiente quando a infec¢éo viral estad no comego.
(TULIO, 2007).

4.2.5 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)
A PCR convencional foi desenvolvida no fim da década de 1980, por Kary

Mullis. (SAIKI, 1988). Essa metodologia detecta niveis extremamente baixos de

carga viral, possuindo assim elevada sensibilidade, especificidade e eficiéncia. Além
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disso, é considerada superior as outras uma vez que a deteccdo do virus pode ser
feita enquanto ainda é considerada ndo-produtiva. (RODRIGUES, 2009).

Atualmente, uma variacdo mais atualizada da PCR esta disponivel no
mercado, a PCR-TR (Reag&o em Cadeia da Polimerase em Tempo Real), tornando
possivel diferenciar sequéncias de pares de bases ja amplificadas através da analise
da temperatura em que as fitas se separaram, permitindo maior detecgao de tipos
virais e menor contaminagao da amostra. (LIMA, 2011).

Para a identificacdo e detecgcdo do HPV pela PCR-TR tém sido utilizadas
combinagdes entre primers (Iniciadores necessarios para o inicio da replicagéo)
complementares a regido mais conservada do gene, possibilitando a distingdo do
tipo de HPV, os iniciadores mais empregados sao: GP05/06, e a versao mais longa
GP05+/06+ e, o considerado universal, MY09/11. (PITTA, 2010).

As reacdes ocorrem em capilares fechados que facilitam a transferéncia de
calor, ap6s a realizacdo de 45 ciclos, onde ocorre a desnaturagdo, anelamento e
extensdo das cadeias, em temperaturas respectivas de 90 e 65 °C, gerando a
amplificacdo do DNA-alvo. A visualizagdo desta amplificacdo ocorre por meio de
eletroforese em gel de agarose. (CHAN et al., 2006; RODRIGUES, 2009; LIMA,
2011).
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CONSIDERACOES FINAIS

A infeccéo pelo Papilomavirus Humano (HPV) se constitui em um grave problema de
salude publica, afetando milhdes de mulheres no mundo em idade sexualmente
ativa. Esta infeccdo, principalmente com tipos de alto risco oncogénico, esta
associada ao desenvolvimento de cancer do colo de Utero. Em vista disso, varios
métodos tém sido utilizados para o seu rastreio, como o exame de Papanicolaou e,
mais recentemente, os métodos de biologia molecular. Além disso, métodos
profilaticos, por meio de vacinas, também foram desenvolvidos como meio de

prevenir esta infecgéo.
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