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RESUMO

O cancer de colo uterino € o segundo cancer que mais acomete mulheres no Brasil
e no mundo, com maior incidéncia em paises subdesenvolvidos do que em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. A deteccdo e o diagndstico precoce é uma
importante ferramenta na prevengao do cancer de colo uterino. O objetivo deste
trabalho foi discorrer sobre as caracteristicas da infeccdo pelo Papilomavirus
Humano (HPV), com énfase nos métodos de biologia molecular para deteccdo do
virus. Para tanto, realizou-se revisdo de literatura com pesquisa de artigos cientificos
em plataformas online, como Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Scientific Electronic
Library Online (SCIELO) e Google Académico. A infec¢ao pelo virus do HPV esta
entre os fatores principais para o desenvolvimento de cancer de colo uterino, no
entanto, ndo é o suficiente para que ocorra a lesdo neoplasica. Papilomavirus
Humano (HPV) s&o virus pertencentes a familia Papillomaviridae, ndo envelopados
que apresentam simetria icosaédrica e DNA de fita dupla. S&o virus que infectam
seres humanos, causando infecgdes na pele e mucosa, replicando-se no nucleo das
células epiteliais. O diagnostico de infecgdo por HPV é feito através de métodos
como o exame de papanicolau, colposcopia, biopsia e através de técnicas de
biologia molecular como: Southern blot, Dot blot, Hibridizacao in situ e PCR. Existem
diversos tipos de tratamento para o cancer de colo uterino, desde medicacdes
tépicas como: Acido Tricloroacético e 5 - Fluorouracil, até métodos de criocirurgia e
excisao cirurgica. E pode ser prevenido com o uso de vacinas profilaticas, do tipo
bivalente e tetravalente, produzidas a partir da proteina L1 do capsideo viral através
de tecnologia do DNA recombinante.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano, Cancer de colo de utero, Biologia
molecular, Exame Papanicolau, Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).



ABSTRACT

Cancer of the cervix is the second most cancer that affects women in Brazil and the
world, with the highest incidence in developing countries than in developed countries
and developing countries. The detection and early diagnosis is an important tool in
the prevention of cervical cancer. The aim of this studywas to address the
characteristics of the Human Papillomavirus (HPV), with emphasis on molecular
biology methods for detection of viruses. Therefore, we carried out a literature review
with research papers online platforms such as Biblioteca Virtual em Saude (BVS),
Scientific Electronic Library Online (SciELO) and Google Académico. Infection with
HPV is among the main factors for the development of cervical cancer, however, is
not enough to prevent the neoplastic lesion. Human Papillomavirus (HPV) belonging
to the family Papillomaviridae, presenting non-enveloped icosahedral symmetry and
double stranded DNA. Are viruses that infect humans, causing infections of the skin
and mucosa replicate in the nucleus of epithelial cells. The diagnosis of HPV
infection is done through methods such as the Pap smear, colposcopy, biopsy and
through molecular biology techniques such as Southern blot, dot blot, in situ
hybridization and PCR. There are several types of treatment for cervical cancer,
since topical medications such as Trichloroacetic Acid and 5 - Fluorouracil until
methods cryosurgery and surgical excision. It can be prevented with the use of
prophylactic vaccines, the kind bivalent and tetravalent produced from the viral
capsid protein L1 via recombinant DNA technology.

Keywords: Human Papillomavirus, Cervical cancer, Molecular biology, Pap Test,
Polymerase Chain Reaction (PCR).
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INTRODUGAO

Papilomavirus Humanos (HPV) sao virus pertencentes a familia
Papillomaviridae e sao considerados como um dos principais causadores de lesdes
intraepiteliais escamosas e do cancer cervical. (WOLSCHICK et al., 2007).

O cancer invasor do colo do utero continua sendo o segundo cancer mais
frequente entre mulheres no mundo. No Brasil, € a neoplasia maligna que mais
acomete o trato genital feminino. (GUARASI et al., 2004).

Estudos epidemioldgicos constataram que a infecgéo pelo virus HPV n&o é o
suficiente para ocorréncia do cancer de colo do utero. (AYRES et al., 2010), fatores
como: o nivel econdmico, idade precoce na atividade sexual, varios parceiros,
tabagismo, também sdo considerados fatores predisponentes para o
desenvolvimento do cancer de colo de utero. (GUARASI et al., 2004).

O combate ao cancer de colo de utero obteve grandes avangos apds a
confirmacgéao do papel etioldgico do virus HPV sobre a doencga. O controle do cancer
cervical pode ainda ser feito por meio de deteccbes de lesdes precursoras e seu
tratamento. A associagédo do virus HPV com o cancer de colo de utero teve inicio
em 1949 quando o patologista George Papanicolau introduziu o exame que levou
seu nome. Este exame permitiu a detecgdo de alteragdes celulares pré-malignas
que posteriormente pudessem desenvolver o cancer de colo de utero.
(NAKAGAWA et al., 2010).

O HPV é transmitido por relagdo sexual, mas também pode ser transmitido
por via oral. A maioria das infecgbes por HPV sao assintomaticas e apenas 10% dos
pacientes desenvolvem lesdes ou displasias. (PINCIANATO et al., 2009). O método
mais simples de prevengao do cancer cervical € através do exame Papanicolau. No
entanto, vém sendo apontados indices nao-ideais de sensibilidade no preparo
convencional, com variagdes entre 50%-60%. (TULIO et al., 2007).

A prevaléncia de HPV nas mulheres varia de 2 a 44%, estima-se que 50% a
80% das mulheres com vida sexual ativa estdo infectadas por este tipo de virus.
(ROCHA et al., 2010).

A identificagao e avaliagao do risco de desenvolvimento do cancer de colo de
utero pela infecgdo do virus HPV vem sendo feita através de testes de biologia

molecular. Entre estes testes destacam-se: Hibridizacao in situ, Southern blot, Dot
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blot, captura hidrica e Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). (WOLSCHICK et
al., 2007). A PCR é considerada de alta sensibilidade, sendo capaz de identificar
niveis baixos de carga viral das células e tecidos. (LIMA et al., 2011).

O tratamento da infeccdo pelo HPV pode ser realizado tanto por meios
quimicos como através do uso de acido tricloroacético e podofilina, por métodos
fisicos, através de excisdo cirurgica e criocirurgia, e ainda pelo o uso de drogas
citotoxicas, como 5- Fluorouracil, por exemplo. (MARANA et al., 1999). Em relacéo
aos métodos profilacticos, atualmente estdo disponiveis dois tipos de vacinas, a
quadrivalente e a bivalente. (BORSSATO et al., 2011).

Através do exposto, ressalta-se, portanto, a importancia do conhecimento dos
métodos de detecgdo deste agente infeccioso, ja que esta relacionado a problemas

graves de saude publica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Discorrer sobre as caracteristicas da infecgdo pelo Papilomavirus Humano

(HPV), com énfase nos métodos de biologia molecular para detecgao do virus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comentar sobre aspectos bioldgicos do HPV;
e Relatar a associagao entre a infecgao pelo HPV e o cancer de colo uterino;

e Descrever os métodos de biologia molecular empregados para a detecgao do
HPV.

e Comentar sobre o tratamento das infecgbes sobre HPV.
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3 METODOLOGIA

Este trabalho é do tipo revisdo de literatura e para isto realizou-se pesquisa
de artigos cientificos em plataformas online, como Biblioteca Virtual em Saude
(BVS), Scientific Electronic Library Online (SCIELO) e Google Académico. Além
disso, foram consultadas dissertagdes publicadas com os principais conceitos e
termos relacionados a pesquisa, bem como livros da area. Na pesquisa do material
literario empregou-se os seguintes descritores: Papilomavirus Humano, Cancer de
colo de utero, Biologia molecular, Exame Papanicolau, Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 BIOLOGIA DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os HPV séo virus que pertencem a familia Papillomaviridae, nao envelopados
€ que apresentam simetria icosaédrica, tendo um capsideo composto por 72
capsbmeros e um genoma de acido desoxirribonucleico (DNA) de dupla fita circular,
com aproximadamente 8.000 pares de bases. (FERRAZ et al., 2012). Sao virus que
infectam seres humanos, causando infecgbes na pele e mucosa e sua replicacéo
ocorre no nucleo de células escamosas epiteliais. (LETO et al., 2011).

Os diferentes tipos de HPV séo classificados conforme o risco oncogénico em
de baixo risco, como os tipos 6 e 11, e ainda os de alto risco, destacando-se os tipos
16 e 18. (PASSOS et al., 2008). Os diferentes tipos de virus variam no seu tropismo
tecidual e estdo relacionados a diferentes tipos de lesdes e potencial oncogénico.
(WOLSCHICK et al., 2007).

Os HPV séao reconhecidos como o principal causador de neoplasias do colo
uterino. Ja foram descritas mais de 200 espécies de HPV, os quais séo distintos pela
sequéncia de DNA. Dentre os tipos que acometem seres humanos, existem mais de
100 espécies, das quais 50 acometem a mucosa do aparelho genital. (NAKAGAWA
et al., 2010).

Os tipos 5,11,42,44,70 e 73 séao classificados como de baixo risco, e os tipos
16,18,31,33,34,35,39,45,51,52,56,58,59,66 e 68 s&o classificados como de alto risco
oncogénico, estando associados a lesdes intraepiteliais. (SILVA et al., 20006).

O HPV possui um genoma com 8 regides (Figura 1), classificadas como fases
de leitura aberta (Open Reading Frames) e uma regido nao-codificadora. As
chamadas fases de leitura aberta sdo classificadas em trés regides. (FERRAZ et al.,
2012).

A regido (E) denominada precoce e codifica varias proteinas (E1, E2, E4,
E5, E6 e E7) que regulam a transcricdo e a replicagao viral bem como o controle
do ciclo celular, assim, o virus tem a capacidade de transformar e imortalizar as
células do hospedeiro. Na regido (L), denominada tardia, localiza-se os genes L1 e
L2 e a sequéncia destes genes é altamente conservada nos virus HPV. (CAMARA
et al., 20007).
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A regido LCR esta localizada entre L1 e E6 e possui de 500 e 1.000 pares de
bases. S0 bem conservadas entre os HPV, estando envolvidas na expressao

génica e na replicagao viral. (LETO et al., 2011).
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celular- p 53 Estimulo da proliferacio
EG E7 lular - pRb
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Figura 1 — Representagcdo esquematica do genoma do HPV
Fonte: Adaptado de Bringhenti et al. (2010)

As proteinas E6 e E7 estdo relacionadas com a carcinogénese mediada pelo
HPV. Acredita-se que ocorra uma interagao da proteina E6 com as proteinas p53, e
E7 com a pRb, ocasionado a desregulagdo do ciclo celular, pois estas proteinas
atuam na prevengdo da transformagdo celular, e interrompe sua divisdo e
proliferagdo. (RIVOIRE et al., 2006).

4.2 ASSOCIACAO ENTRE HPV E CANCER DE COLO DE UTERO

O céancer de colo de utero é o segundo cancer que mais acomete mulheres no
Brasil e no mundo, com maior incidéncia nos paises subdesenvolvidos em relacao a
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, devido, principalmente, a programas
de rastreamento, através do exame Papanicolau. (ROCHA et al., 2010).

Programas de diagnostico precoce do cancer do colo do utero, sao

importantes medidas de saude publica, considerando que esta neoplasia é
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precedida de lesdes precursoras, que podem ser detectadas e tratadas reduzindo o
risco de desenvolvimento do cancer de colo uterino. (BRINGHENTI et al., 2010).

A infeccdo pelo virus HPV estd entre os fatores principais para o
desenvolvimento de cancer de colo uterino, no entanto a infecgdo pelo virus € um
fator necessario, mas nao suficiente para que ocorra a lesdo neoplasica. Embora o
cancer uterino seja menos provavel se ndo houver a presenga do virus. (SILVA et
al., 2006).

Atualmente, esta comprovada a relagdo entre o HPV e o cancer de colo de
utero, em cerca de 99% dos casos de céncer de colo de utero o DNA do HPV de alto
risco & encontrado, porem fatores como: tabagismo, uso de contraceptivos orais,
multiplos parceiros e inicio precoce das atividades sexuais favorecem a persisténcia
da infecgao pelo HPV. (SILVA et al., 2006).

As infecgbes pelos virus HPV, na maioria das vezes, sdo assintomaticas,
sendo que uma pequena porcentagem desenvolvem verrugas ou displasias. Em
pacientes infectados pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), as
manifestagbes clinicas sdo mais agressivas e com maior chance de ocorrer
recidivas. (PINCINATO et al., 2009).

O numero de mulheres portadoras do DNA do virus HPV chega a 291 milhdes
em todo o mundo, e cerca de 105 milhdes de mulheres seréo infectadas pelo virus
HPV 16 e 18. A infeccao pelo HPV de alto risco no Brasil é semelhante aos paises
subdesenvolvidos, com prevaléncia maior em mulheres na faixa de 35 anos. O
grupo de risco s&o jovens sexualmente ativos, principalmente os que estao no inicio
da atividade sexual, a infecgdo neste grupo € de 3 a 4 vezes mais do que em
mulheres de 35 a 55 anos. (NAKAGAWA et al., 2010).

4.3 TRANSMISSAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO

O HPV é transmitido preferencialmente através do contato sexual, cerca de
99,7% das neoplasias de colo de utero apresentam o DNA de HPV, mas apenas 1%
das mulheres infectadas pelo virus HPV apresentam risco de desenvolvimento de
cancer. (DINIZ 2009.). O HPV pode ser transmitido através de contato direto ou
indireto com o individuo que tem uma lesdo. As barreiras epiteliais podem esta com
suas fungdes danificadas devido a traumas e agressdes, que provocam a perda de

solucdo de continuidade da pele, facilitando a infec¢ao viral. (LETO et al., 2011).
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Frequentemente o virus do HPV causa infeccdo em jovens no inicio da
atividade sexual. Dos diversos tipos de virus, cerca de 40 tipos, causam infecgao no
trato genital feminino. (RAMA et al., 2007). Podendo também ser transmitido de mae
para filho durante a gestagao. (XAVIER et al., 2007).

Todos os tipos de virus HPV tém tropismo pelas células do epitélio escamoso,
a mucosa. E o local mais afetado, ndo apenas pelo tropismo do virus a este tecido,
mas pelo fato de este local ter maior probabilidade de sofrer microtraumas e ser uma
regido de contato permanente. (PASSOS et al ., 2008).

O grau de oncogenicidade do virus esta totalmente ligado a atuagao de seu
genoma no nucleo da célula hospedeira, os HPV de baixo risco oncogénico tendem
a conservar seu DNA integro, circular e epissomal, ja os HPV de alto risco
oncogénico geralmente se aderem ao DNA da célula hospedeira (Figura 2).
(FERRAZ et al., 2012).

Integracdo do HPV no genoma da célula epitelial e progressao tumorigénica Lesdo displasica

HPV integrado
HPV epissomal

Membrana basal Célula epitelial basal

Neoplasia invasiva

Figura 2 — Replicagdo do Papilomavirus Humano nas células epiteliais
Fonte: Vidal et al. (2012)

As infecgdes por HPV, na maioria das vezes, sdo assintomaticas, sendo que
em apenas 10% dos pacientes apresentam sintomas como lesdes verrucosas ou
displasias. (PINCINATO et al., 2009). A incubacéao do virus varia de trés semanas a
oito meses apds a inoculacdo e, na maioria dos casos, ocorre regressao
espontanea. (LETO et al., 2011).
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Nos dias de hoje, tem se dado grande importéncia ao estudo do HPV, devido
4 associacdo em lesées de cérvice uterina. E importante ressaltar que mulheres com
maior risco de desenvolver uma infecgdo maligna em cérvice uterina sédo as
portadoras dos HPV 16 e 18. (NORONHA et al., 1999). Foi a partir da década de 70
que o virus HPV foi reconhecido como o principal fator etiolégico de neoplasias de
colo uterino sendo o genoma deste virus encontrado no nucleo das células
infectadas. (NAKAGAWA et al., 2010).

O mecanismo de infeccao do HPV, quando esta dentro da célula germinativa,
pode ocorrer de duas formas: infecgdo produtiva, onde alguns genes presentes no
virus estimulam a mitose, resultando em lesdes benignas, como por exemplo, os
condilomas. E uma infecgdo nao produtiva, onde ndo ha produgao de virus, mas, ao
entrar em contato com a camada germinativa e infecta-la, ocorre integracdo do

genoma do virus com o genoma do hospedeiro. (PASSOS et al., 2008).

4.4 DIAGNOSTICO DA INFECGCAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANO

4.4.1 Exame Papanicolau

Em 1934, foi desenvolvido, por George Papanicolau, um teste chamado
Papanicolau, que permitiu o diagnéstico do cancer de colo de utero através de
andlises de esfregago cervical, sendo possivel detectar a presengca de células
anormais na mucosa cervical. (ROCHA et al., 2010). Além disso, através do exame
Papanicolau, é possivel fazer uma inspec¢ao visual, observando alteragées no colo
uterino. (FRANCO et al., 2008).

As alteragcbes morfoldégicas encontradas no exame Papanicolau séao
diagnosticadas como: células escamosas atipicas de significado indeterminado
(ASCUS) e NIC (graus |, Il, e Ill). (TULIO et al., 2007). A prevencdo do cancer
ginecoldgico através de exames € uma técnica usada para diminuir os altos numeros
de morte por cancer de utero, vagina e vulva ocasionados pelo virus HPV.
(QUEIROZ et al., 2005).

Ndo € possivel fazer a detecgdo do virus HPV por meio de cultura
convencional, pois 0 virus nao cresce nesse meio e a deteccdo por métodos de

sorologia apresentam limitagées. (LETO et al., 2011).
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A colposcopia também é uma ferramenta poderosa no diagndstico de cancer
de colo de utero, através deste exame é possivel identificar possiveis alteragées no
epitélio, que sédo impossiveis de se ver a olho nu. (MUNHOZ et al., 2009).

A biopsia também é uma forma de diagndstico, esse exame é feito com a
retirada de um pedaco da lesdo para analise, a indicagao vai depender do aspecto e
do local da les&o. (BRASIL, 2002).

4.4.2 Biologia Molecular

Os testes de biologia molecular vém sendo usados como métodos de triagem
na identificacdo do HPV em mulheres com risco de desenvolvimento do cancer
uterino. (WOLSCHICK et al., 2007). Nos ultimos 50 anos, o cancer de colo uterino
vem sendo prevenido e diagnosticado atraveés de técnicas tanto de baixa tecnologia,
como o exame de visualizagdo com acido acético, como através de técnicas mais
modernas, como as técnicas de biologia molecular. (BRAGAGNOLO et al., 2010)

As técnicas de biologia molecular sdo de grande importancia na identificagao
do DNA do HPV, podendo se confirmar a existéncia da infecgdo, mesmo que nao
haja alteracbes morfolégicas. Assim, pode-se avaliar, com muita antecedéncia, o
risco de desenvolvimento do cancer de colo uterino. (WOLSCHICK et al., 2007).

Dentre estes métodos, os quais sdo classificados de acordo com sua
sensibilidade, destacam-se: a Hibridizagdo in situ, considerado de baixa
sensibilidade; Southern blot e dot blot, de sensibilidade intermediaria; e a Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR) e captura hibrida, de alta sensibilidade. (PIVA et
al., 2008).

4.4.2.1 Hibridizacao in Situ

Hibridizac&o in situ (HIS) € uma técnica utilizada na detecgéo e localizagao do
HPV na célula infectada. Ocorre a hibridizagao (ligagdo) de uma sonda especifica
(sequéncia curta de DNA) para um tipo de HPV, como por exemplo, tipo 16, e faz-se
uma lamina com a amostra previamente preparada com tampdes especificos. E,
através de uma reacdo de peroxidase, € possivel a visualizacdo de pontos
amarronzados no nucleo celular, indicando a presenga do HPV (Figura 3). (VIDAL et
al., 2012).
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Figura 3 — (A) Controle positivo da reagédo de HIS com sonda biotinilada para HPV,
(B) Controle negativo da reagéao de HIS, (C) Controle de mucosa normal negativa
(nucleos azuis) com sonda biotinilada para HPV 16 e 18, (D) Reacéo de HIS positiva

com sonda biotinilada para HPV 16 e 18 (nucleos castanhos).
Fonte: Soares et al. (2002)

4.4.2.2 Método de southern blot

O método Soutbern blot € bem especifico na deteccdo do DNA viral. Pode ser
feito através de fragmentos de biopsia ou esfoliagdo celular. No entanto, € uma
técnica de alto custo e leva muito tempo. (MENDONCA et al., 2005). Esta técnica
consiste na extragdo do DNA e, apos a extracdo, este € submetido a separagao por
eletroforese em gel de agarose, conforme velocidade de migragdo. (WOLSCHICK et
al., 2007). Em seguida, sofre desnaturacéao e é transferido para uma membrana de
nailon. Esta membrana é incubada com uma sonda especifica, que, em seguida, é
revelada conforme sua marcagao. Os fragmentos de DNA que se hibridizarem com a
sonda, por apresentarem sequéncia complementar a ela, sdo entdo detectados,
confirmando, assim, a presenca de HPV (Figura 4). (RODRIGUES 2006).
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Figura 4 — Demonstracao da técnica Soutbern blot
Fonte: Rodrigues (2006)

4.4.2.3 Método de dot blot

Ja o método Dot blot é considerado uma técnica trabalhosa, mas que
apresenta boa sensibilidade e um bom diagndstico. (LETO et al.,, 2011). Apds
extragdo do DNA aplica-se este em gotas sobre o filtro de netrocelulose onde s&o
observados sinais tipicos de hibridizacdo apods auto-radiografia (Figura 5). Este teste

possibilita 0 exame de um grande numero de amostras. (WOLSCHICK et al., 2007).
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Figura 5 — Demonstracao da técnica Dot blot
Fonte: Arap et al. (2004)

4.4.2.4 Captura hidrica

A captura hidrica € uma técnica molecular bastante especifica que fornece a
tipagem viral por grupos, permitindo avaliar a carga viral. Utiliza-se o genoma viral
juntamente com sondas complementares e, em presencga de particulas virais, ocorre
formacgao de hibridos constituidos pelo DNA viral e sondas especificas (ROCHA et
al., 2010).

Atualmente, o teste de captura hidrica Il € muito utilizado. Este utiliza sondas
de acido ribonucleico (RNA) especificas para treze tipos de HPV de alto risco e cinco
tipos de baixo risco. O resultado do teste ndo especifica o tipo de HPV presente na
amostra, ele s6 indica se a amostra € positiva ou negativa, e se o virus é de alto ou

baixo risco. (VIDAL et al., 2012). O teste de captura hidrica | (primeira geragéo)



23

detecta HPV oncogénicos (16,18,31,33,35,45,51,52 e 56) e captura hidrica Il
(segunda geragao) detecta quatro tipos de virus adicionais (39,58,59 e 68). (ROCHA
et al., 2010).

4.4.2.5 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

A Reacédo em Cadeia de Polimerase (PCR) é uma técnica criada em 1983 por
Kary Mullins e que gerou grande impacto por ser de alta sensibilidade. (MENDONCA
et al., 2005). E uma das técnicas mais utilizadas atualmente na detecgéo do HPV
devido a sua alta sensibilidade permitindo o uso de uma pequena quantidade de
material. A PCR ocorre em trés etapas, repetidas, em média de 25 a 30 ciclos. Cada
etapa ocorre em temperatura adequada. As etapas sao: desnaturagao do DNA, que
consiste na separacdo das fitas do DNA-molde em temperatura de
aproximadamente 95°C; em seguida, com o DNA ja desnaturado, os primers, com
suas sequéncias de base complementar a regidao delimitada, liga-se a regidao de
DNA que ira ser amplificada, ou seja, anela-se ao DNA-molde, esta etapa ocorre em
baixa temperatura; a terceira etapa € a de extensédo, a qual é feita pela agdo de uma
DNA-polimerase (Taq DNA-polimerase) que adiciona os desoxirribonucleotideos as
extremidades dos primers que estdo pareados a fita do DNA-molde (Figuras 6 e 7).
(RODRIGUES, 2006).

Os primers mais utilizados nas técnicas de PCR sao os pares MY09/11,
GP+5/+6 e o par de primers PGMY09/11. Estes primers podem ser utilizados na
detecgcdo da maioria dos tipos de HPV, pois sdo derivados do gene da proteina L1
viral, proteina encontrada no capsideo dos virus. Os primers MY09/11 e PGMY09/11
possuem 450 pares de base e os primers GP+5/+6 190 pares de base. (VIDAL et al.,
2012).

A PCR convencional utiliza apena um dos pares de primers, citados acima
para a deteccédo do HPV. (LIMA et al., 2011). E uma técnica rapida, barata e segura,
que nao necessita de muito espaco e utiliza um aparelho chamado termociclador.
(OLIVEIRA, 2010). A PCR em tempo real consiste na quantificacdo do DNA de
modo preciso, determinando os valores durante as fases de reagdo, através da
emissdo de compostos fluorescentes, que aumentam a medida que entram em
contato com o produto da PCR. (NOVAIS, 2004).
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No entanto, o método habitualmente utilizado para deteccdo de HPV genital é
o Nested PCR utilizando o MY09/11 e GP5+/6+ primers conjuntos (MY/ GP+).
(HAWS et al., 2004). Nested-PCR consiste em duas etapas: uma que é semelhante
a PCR convencional, onde se utiliza um par de primers que amplifica uma regido
especifica do DNA, resultando em fragmentos amplificados do gene escolhido; e a
outra consiste na utilizagdo de primers internos a esta regiao anteriormente
amplificada. As amostras para andlises sao coletadas por raspagem da regiao
cervical, utilizando escovas do tipo cyfobrusb e a extragdo do DNA se da a partir de
500pL de secrecédo vaginal. (LIMA et al., 2011).

Figura 6 Processo da reagao de PCR. Desnaturacéo da fita molde e pareamento
dos primers. Em verde a enzima que adicionas os nucleotideos complementares a

fita mae.
Fonte: Brasil (2011)
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Figura 7 — Resultado final da reagdo de PCR. As duas fitas maes, pareadas com as
fitas-filhas complementares, resultado da adicdo dos nucleotideos pela DNA

polimerase.
Fonte: Brasil (2011)

4.5 TRATAMENTO DA INFECGCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO

Existem varios tipos de tratamento para o cancer de colo uterino, desde
medicagbes topicas até criocirurgia e excisdo cirurgica. Entre os medicamentos
tépicos usados o acido tricloroacético é bastante eficaz em lesées na mucosa. O 5-
fluorouracil e a podofilina também sao bastante usadas. (NADAL et al., 2004).

O uso de agentes tdpicos, como Acido tricloroacético de 50% a 90%, é
indicado em lesdes na mucosa vaginal e cervical, ja a 5-fluoracida em creme é o
tratamento de escolha nos casos de lesbes com condilomas de grande extens&o
vaginal. O objetivo do tratamento é diminuir ou eliminar lesdes causadas pela
infecgao e a forma de tratamento depende de varios fatores como: idade do paciente
tipo, tamanho e localizagdo da lesdo. (BRASIL, 2002). O tratamento atual para o
HPV ¢é relacionado as condi¢gdes clinicas, ndo podendo ser considerado um
tratamento especifico, pois ndo atua diretamente no virus, mas sobre as lesdes.
(MARANA et al., 1999).
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Geralmente, o tratamento de lesdes intra-epiteliais pode ser feito através de
técnicas ablativas, como crioterapia e vaporizagcado a lazer de CO,, sendo que a
crioterapia possui um custo baixo e boa acado para lesdes vulvares e cervicais.
Através da vaporizagdo a lazer de CO, pode-se ter controle da profundidade da
destruic&o tecidual e possui rapida cicatrizagdo. (WOLSCHICK et al., 2007).

A radioterapia € uma técnica usada na fase evolutiva da doencga, sendo capaz
de destruir células tumorais através de feixes de radiagdes ionizantes, onde uma
quantidade especifica de radiagao é aplicada a um determinado tempo e volume de
tecido que engloba o tumor, buscando ndo atingir as células vizinhas normais.
(ALMEIDA et al., 2008).

Vacinas funcionam como métodos profilacticos, atualmente estao disponiveis
dois tipos de vacinas: a quadrivalente (Gardasil®) para os tipos (6,11,16 e 18) e a
bivalente (Cervarix®) para os tipos (16 e 18). (SANTOS, 2011).

As vacinas, tanto a bivalente quanto a quadrivalente, s&o produzidas a partir
da proteina L1 do capsideo viral através de tecnologia de DNA recombinante e séo
constituidas de particulas semelhantes ao virus que ndo possuem DNA, ndo sendo
infectantes. (BORSATTO et al., 2011).

A vacina quadrivalente € indicada para mulheres com idade entre 9 e 26
anos, com o objetivo de prevencédo de doengas causadas pelos virus dos tipos: 6,
11, 16 e 18 de HPV, céncer cervical e verrugas genitais e para a prevengao de

lesdes pré-cancerigenas ou displasicas. (VESPA, 2006).
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CONSIDERAGOES FINAIS

O cancer de colo uterino € uma neoplasia que acomete o trato genital
feminino, tendo como principal agente causador o Papilomavirus Humano (HPV),
virus que se replica no interior das células epiteliais, sendo transmitido
principalmente através de relagbes sexuais.

Para diagnéstico de infecgcées por HPV, emprega-se exames convencionais,
como: Papanicolau, colposcopia e biopsia, bem como técnicas de biologia molecular
como: Southern blot, Dot blot, Hibridizagao In Situ, Captura Hidrica e PCR.

Destaca-se a importancia da criagdo de programas de incentivo ao
rastreamento e diagndstico precoce das lesdes precursoras, para diminuir o risco de

desenvolvimento do cancer de colo uterino.
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