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RESUMO

Em meados da década de 80, as infec¢des genitais causadas pelo Papilomavirus Humano (HPV)
comecaram a chamar atencdo de cientistas e pesquisadores, devido ao elevado nimero de casos, bem
como, a associacdo deste agente viral ao cancer do colo de Gtero. O objetivo deste trabalho foi
descrever através de revisdo de literatura as principais caracteristicas das infec¢@es cervicais por HPV
e 0s principais métodos diagnosticos. O diagndstico inclui o exame de Papanicolauo, técnicas de
biologia molecular como Southern blot, dot blot, hibridacdo in situ ou com fluorescéncia, além de
captura hibrida e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O exame de Papanicolauo é um método
simples e barato para identificar infeccdes por HPV e neoplasias, que associado aos demais exames
biomoleculares, de forma complementar, se mostram eficazes no diagndstico precoce dessas
patologias, fator importante para controle, tratamento e cura. Os demais métodos diagndsticos
também sdo importantes como formas complementares de diagnostico, uma vez que possibilitam a
identificacdo precisa do tipo viral, conferindo assim, a possibilidade de intervencdo correta e eficaz
pelo profissional de salde.

Palavras-chave: Papilomavirus humano (HPV), neoplasia, biologia molecular, diagndstico,
Papanicolauo.
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INFECTION HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV ) : GENERAL ASPECTS

ABSTRACT

In the mid-80s, genital infections caused by Human Papillomavirus (HPV) began to draw attention of
scientists and researchers, due to the high number of cases as well, the association of this viral agent
to cancer of the cervix. The aim of this study was to describe through literature review the main
features of cervical HPV infections and the main diagnostic methods. The diagnosis include
examination Papanicolauo, molecular biology techniques such as Southern blot, dot blot, in situ
hybridization or fluorescence, and hybrid capture and Polymerase Chain Reaction (PCR). The
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examination Papanicolauo is a simple and inexpensive method to identify HPV infections and
neoplasms, which associated with other biomolecular tests, complementarily, are effective in the
early diagnosis of these diseases, an important factor for control, treatment and cure. Other diagnostic
methods are also important as complementary forms of diagnosis, since they enable precise
identification of the viral type, thus giving the possibility to correct and effective intervention by the
health professional.

Keywords: human papillomavirus (HPV), cancer, molecular biology, diagnosis, Papanicolauo.

1. INTRODUCAO

Embora estas infeccOes sejam relatadas desde a antiguidade, o elevado nimero de infeccBes
genitais causadas pelo Papilomavirus Humano (HPV) comecou chamar a atencdo de cientistas e
pesquisadores, principalmente durante a década de 80, devido ao elevado nimero de casos novos que
surgiam gradativamente .

Os papilomavirus (PV) pertencem a familia Papillomaviridae e infectam muitas espécies de
vertebrados, sendo altamente espécie-especificos e similares na estrutura fisica e organizacional . O
virus tem formato icosaédrico, ndo envelopados, composto de acido desoxirribonucleico (DNA)
circular de uma fita dupla que contém de seis a oito genes, caracteristica esta que lhe permite se
expressar precocemente .

A forma mais comum de transmissdo sdo as vias sexuais, afetando pessoas de ambos 0s
sexos . Sendo a doenca sexualmente transmissivel (DST) mais comum entre as mulheres, com
manifestac&o assintomatica na maioria dos casos ©.

O ciclo de vida do virus tem inicio quando este adentra as células basais ou parabasais do
epitélio cervical metaplasico, que ocorre principalmente na presenga de microlesdes ou traumatismos
na mucosa e na pele. Uma vez infectada, e ao ponto que comeca a se dividir a célula se dirige a
superficie, disseminando o DNA viral ©.

O HPV e considerado um fator de risco para neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) e
cancer cervical, contudo, sabe-se que nem todos os tipos HPV possuem potencial oncogénico, uma
vez que, na maioria dos casos de canceres cervicais, aproximadamente 99,7 %, foi constatada a
presenca dos tipos virais 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 55 e 68, 0s quais sdo
considerados como de alto risco oncogénico ). Enquanto, os tipos 61, 81 e 84 sdo menos freqiientes,
e constituem um grupo de menor risco oncogénenico © .

Apos a inser¢do de métodos de rastreamento e detec¢do serem incluidos nos programas de
salide, houve a diminuicdo da incidéncia dos casos de neoplasias associadas ao HPV .
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A deteccdo do DNA viral no interior das células concomitante a histopotalogia das leses
sdo formas eficientes para o diagnéstico ©.

O principal método histopatélogico utilizado é o exame Papanicolau, o qual se baseia na
observacdo e interpretacdo das alteragdes morfoestruturais das células ™ E método acessivel e
rapido ™, no entanto, apresenta uma elevada probabilidade de resultados que indicam um falso-
negativo, os quais estdo relacionados a diversos fatores intrinsecos e extrinsecos, como por exemplo,
a coleta inadequada da amostra 2.

Técnicas de biologia molecular tem se mostrado eficientes para a detec¢cdo do HPV, e estdo
frequentemente sendo utilizadas “¥. Como exemplo pode-se citar as técnicas de hibridizagdo como
Southerm blot, Dot blot, Reverse blot, Hibridizac&o in situ, captura hibrida ndo radiotaiva e a técnica
da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) ™.

Assim, se faz necessario conhecer as principais caracteristicas desta infeccdo, a fim de
possibilitar a adocdo das corretas condutas durante o exercicio profissional frente a esse importante
problema de salde publica, de forma que possibilite a diminuicdo da incidéncia de casos de cancer de
colo de Utero, o qual esta diretamente ligado as infeccdes por HPV, que podem ser evitados quando
detectados precocemente.

2. MATERIAIS E METODOS

A metodologia empregada foi do tipo reviséo de literatura, de carater 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.
3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 PAPILOMA VIRUS HUMANOS (HPV)

3.1.1 CLASSIFICACAO E MORFOLOGIA
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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
(19) associados a proteinas histonas celulares H2a, H2b, H3 e H4, formando um complexo semelhante

ao da cromatina 9,

Figura 1 — Micrografia eletrdbnica mostrando particulas de HPV

Ao analisar a ordem do genoma viral foi possivel determinar uma classificacdo, na qual se
tem como base os componentes genémicos, utilizando a nomenclatura tradicional como tipo, subtipo
e variante. Nesta classificacdo € utilizada a regido mais conservada do genoma viral, ou seja, a do
gene L1, onde as variacdes em tais sequéncias, permitem a realizacéo da distingéo entre os tipos .

De acordo com o International Committee on Taxonomy of Viruses, atualmente mais de 100
gendtipos do HPV ja foram isolados e tiveram seu DNA seqiienciado, onde o papilomavirus humano

e animal comp&em 16 géneros 9.
3.1.2 ORGANlZACAO GENOMICA DO HPV

O genoma é dividido em regies génicas (Figura 2) denominadas sequéncias abertas de

leitura (ORF), do inglés open reading frames, que estdo situadas na mesma fita de DNA, podendo ser
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funcionalmente separadas em trés regides principais. A primeira € uma regido regulatéria, de 400 a

1.000 pares de bases, que é 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 0s genes que regulam e déo inicio a replicacdo do virus. A segunda regido é denominada

de regido precoce ou “E” (early), formada pelos ORF E1, E2, E4, E5, E6 e E7, que estdo ligados aos

processos de replicacdo viral, controle da transcricdo e na oncogénese. E por Gltimo, a terceira regido

chamada tardia ou “L” (late), que e responsavel por codificar as proteinas L1 e L2 do capsideo viral

(19)

Regido controladora (LCR)

~1 kb
i e N
LCR, E6

Regio tardia (L)

~3 kb El

Regiiio precoce (E)
-~ 4kb

Figura 2 — Organizacao genémica do HPV

Revista Cientifica da Faculdade de Educagédo e Meio Ambiente 7(1): 41-52, jan.-jun., 2016.

45



FAEMA Revista Cientifica da Faculdade de Educacéo e Meio Ambiente 7(1): 41-52, jan.-jun., 2016.

El Replicacdo do DNA, atividade DNA helicase dependente de ATP
E2 Regulacdo da transcricdo e auxilio na replicacdo do DNA

E3 N&o esta elucidado

E4 Proteina citoplasmatica abundante em verrugas

Destruicdo dos filamentos de queratina

E5 Transformacdo. Impede a regulacdo negativa dos receptores ativados
E6 Transformagdo. Degradagdo da p53 e ativagdo transcricional da telomerase
celular

Quadro 1 — Proteinas codificadas pelas ORF dos Papilomavirus e suas fungdes

3.1.3 HISTORIA NATURAL DO HPV

Para que haja a infeccdo é necessaria a perda da integridade do epitélio, através de
traumatismos ou microeroses 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 continuam
indiferenciadas na camada basal, atuando como reserva de DNA viral. Nas células das camadas
médias ou superficiais, 0s virus replicam seu genoma requerendo a expressdo dos genes de E4 e E5,
com posterior juncao de E2 e expressdo do gene E1, o qual promove a abertura da hélice de DNA e
0s acomodam em particulas, produzindo virions infectantes, deste modo ocorre a replicacéo e, por
conseguinte, a instituicdo do capsideo na parte superior do epitélio. O término da sintese viral ocorre
nas camadas superiores do epitélio, com a codificacdo de L1 e L2, que s&o proteinas estruturais, com

liberacdo das particulas virais quando as células atingem a superficie epitelial .
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3.1.4 EPIDEMIOLOGIA E FATORES DE RISCO

Os dados sobre infeccdo pelo HPV séo variados conforme a populacdo estudada e sua
localizagio geogréfica, sendo o HPV 16 com distribuicdo mais comum, exceto na Africa sub-
Saariana, onde o tipo 35 é igualmente visto Y, 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, totalizando assim a prevaléncia destes dois gendtipos em dois tercos de todos os
carcinomas cervicais no mundo 2.

No contexto global, a infeccdo pelo HPV € considerada a doenca sexualmente transmissivel
(DST) de maior prevaléncia, e que estd diretamente relacionada a casos de cancer na populacao
mundial .

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 € 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
encontram-se frequentemente os tipos 16, 58, 31,18 e 33 22),

O inicio precoce das relagcdes sexuais, numero de parceiros, fatores hormonais, alta paridade,
uso prolongado de contraceptivos orais, infec¢es por Chlamydia trachomatis, virus Herpes Simples
I, infeccdes por HIV, deficiéncia nutricional, tabagismo. fatores genéticos e até mesmo o baixo nivel

socioecondmico podem ser considerados cofatores na infeccdo do HPV @4,
4.1 METODOS DE DETECCAO DO HPV
4.1.1 EXAME PAPANICOLAU

A citologia é um método sugestivo, de triagem, realizado através da colpocitologia, sendo
amplamente utilizado para evidenciar a presenca de lesdes no colo do Utero que possam evoluir para
neoplasias, € acessivel, rapido, tem baixo custo e pode ser realizado por qualquer profissional da area

da satide que tenha prévio treinamento .

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

Hibridagdo molecular com sondas de &cidos nucleicos: foram as primeiras técnicas
utilizadas, apresentam sensibilidade variada e o tempo para execucdo do trabalho é moderado. Os
principais exemplos desta técnica sdo: Southern blot, dot blot, hibridacdo in situ ou com
fluorescéncia. Amplificacdo de sinal: € uma metodologia étima para triagem de pacientes com
alteracOes citologicas (exemplo: teste de captura hibrida - HCII). 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) ©®9,
41.3 H|BR|D|ZACAO 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 espontdnea, de modo que cada sequéncia de nucleotideos
complementar (sonda) é capaz de hibridizar 7,9 Kb de pares de bases de DNA @7,

A hibridizacdo reversa com utilizacdo de primers frequentemente esta em uso pela
comunidade cientifica na busca pelos fragmentos de DNA viral, pois, esta técnica permite identificar
0 genotipo de varios tipos de HPV, facilitando assim a identificacdo do tipo viral e sua qualificacdo
quanto ao potencial oncogénico “®.

4.1.4 CAPTURA HIBRIDA 11

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. Assim, os resultados sé&o
expressos em relacdo a RLU (unidade relativa de luz), sendo considerados positivos (presencga de

carga viral) quando o valor é maior ou igual a 1 pg/mL. Quando carga viral for superior a 100 pg/mL,
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o risco para NIC Il e 11l aumenta proporcionalmente. A desvantagem do método € que ele ndo detecta

todos os tipos virais e ndo é muito eficiente quando a infeccéo viral esta no comego ®9.
4.15 REAC,‘AO EM CADEIA DA POLIMERASE

Atualmente, uma variacdo mais atualizada da PCR esta disponivel no mercado, a PCR-TR
(Reacdo 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 deteccdo de tipos virais e menor contaminacio da amostra ©?.
5. CONSIDERACOES FINAIS

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) se constitui em um grave problema de satde
publica, afetando milhes de mulheres em todo o0 mundo em idade sexualmente ativa. Esta infeccao,
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 0 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.

Vale destacar que o0 exame de Papanicolaou € um método barato e simples para o
diagnostico inicial de infeccdo por HPV, bem como para a identificacdo de neoplasias relacionadas
ao colo de utero, que associado as demais técnicas de biologia molecular para diagndstico, tornam
meios eficazes para a identificacdo dessas patologias, possibilitando uma intervencdo imediata e
eficiente para o diagnostico, controle e tratamento.

Verificou-se também que o céancer de colo de Utero quando diagnosticado precocemente
apresenta bons resultados durante o tratamento, no entanto, muitas mulheres deixam de procurar 0s
servigos de salde para tais exames por diversos motivos, seja eles culturais, financeiros, dentre
outros. Fator este, relevante para o aumento da incidéncia de casos de infec¢do por HPV e neoplasias
de colo de Gtero, uma vez que o diagnostico tardio € um dos motivos de acarreta dificuldades e

insucesso para um tratamento eficaz.
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Portanto, se faz necessario a implantacdo de politicas publicas voltadas para a prevencéo,

com base na orientacdo e incentivo as mulheres para que procurem com frequéncia os servigos de

salide para a realizacdo de exames de rotina.
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