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Resumo: O Papiloma Virus Humano (HPV) é o principal agente causador do cancer de colo uterino e
é 0 que mais afeta a popula¢do feminina. O teste do Papanicolau é o mais utilizado na deteccdo de
alteracBes no colo do Utero, porém, este exame ndo é sensivel o suficiente na identificacdo dos tipos e
guantidade de virus do HPV presente nas células do hospedeiro. O objetivo desse artigo é enfatizar a
importancia da utilizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no diagndstico das lesdes intra-
epiteliais causadas pelo HPV por meio de uma revisdo bibliografica. Ao longo do estudo a técnica de
PCR, apresentou-se como a mais eficaz para diferenciacbes das lesdes e do agente causador do
carcinoma cervical, por sua alta sensibilidade, especificidade e velocidade na analise, além de realizar
suas funcdes a partir de uma pequena amostra disponivel.

Palavras-chave: Papiloma Virus Humano, Reacdo em Cadeia da Polimerase, cancer de colo
uterino, Brasil.

Introducéo

O HPV (papilomavirus humano) é uma doenca sexualmente transmissivel e pertence a familia
Papovaviridae que possui afinidade pelo tecido epitelial e mucoso, podendo atingir de forma
assintomatica e transitoria regredindo na maior parte dos casos, ou persistindo causando
lesGes precursoras que se ndo forem devidamente diagnosticas e tratadas podem progredir
para o cancer 1. No Brasil o cancer de colo de Utero ocupa a terceira posi¢cdo geral, apresenta-
se como a neoplasia mais prevalente na populagdo feminina2. Segundo o Instituto Nacional de
Cancer (Inca), 50% a 80% das mulheres sexualmente ativas serdo infectadas por ou mais tipos
de HPV em algum momento da sua vida2. Os tipos de HPV sdo classificados de acordo com
seu potencial cancerigeno, aproximadamente 40 tipos atingem o trato genital, onde pelo
menos 20 estdo associados ao cancer de colo do Utero®. Com o progresso da biologia
molecular, a PCR (reagdo em cadeia da polimerase) foi evidenciada como o método mais
sensivel para identificacdo desses virus, esta técnica consiste na amplificagdo de fragmentos
de DNA em um bilhdo de vezes dentro de apenas algumas horas®. O objetivo desse artigo é
enfatizar a importancia da utilizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) no
diagnostico das lesdes intra-epiteliais causadas pelo HPV por meio de uma revisdo
bibliogréfica.
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Metodologia

Foi realizada uma revisdo bibliografica levando em conta estudos entre os anos de 2006 a
2016. As publicacGes analisadas foram retiradas das bases Biblioteca Virtual em Saude
(BIREME), Scientific Electronic Library Online (SCIELO), Literatura Latino-americana e do
Caribe em Ciéncias da Saude (Lilacs) e Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online (MEDLINE). Em seguida foram utilizados critérios para a escolha de artigos e sites,
sendo selecionados aqueles que estavam disponiveis na lingua portuguesa, que estivessem
relacionados estudos sobre o virus HPV utilizando a técnica de PCR para identificar seus
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tipos. Entre os termos usados se destacaram, “Papilomavirus humano”, “cancer de colo de
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utero”, “reacdo em cadeia da polimerase” ¢ “Brasil”.

Resultados

A espécie do papiloma humano é composta por virus ndo-envelopados, possuem um genoma
de DNA de fita dupla circular possuindo pelo menos seis genes que se apresentam
precocemente e dois genes que se expressam tardiamente, sendo nomeados respectivamente

de E (Early) e L (Late) e com 72 capsdmeros de simetria icosaédrica 1>, (Figura 1)

Figura 1 - (HPV16) Genoma circular de dupla-fita, mostrando organizacdo e localizacéo
dos genes e a regido LCR.

Long control region
TATA Signal 1,2

PolyA Signal 2
\ E6 '\

E7

L1
HPV-16

7904 bp

L2

PolyA Signal 1

Fonte: https://www.onclive.com/publications/oncology-live/2015/august-2015

Os genes E que correspondem a E1 a E7 sdo expressos imediatamente, apds a infeccdo e

codificam as proteinas envolvidas na indugéo e regulagdo da sintese do DNA viral 1° (Tabela
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1). A regido controladora longa, denominada Long Control Region (LCR) é formada pelos
genes L1 e L2, que codificam as proteinas do capsideo®. (Tabela 1)

Tabela 1 — Genes do virus HPV e suas respectivas fungoes.

Gene Funcéo Gene tardio Funcéo

precoce

El Replicacdo do DNA | L1 Codifica proteina principal do
Viral capsideo

E2 Controle da| L2 Codifica proteina secundaria do
transcricao e capsideo
replicacéo

E4 Maturacdo do virus

e alteracdo da matriz

intracelular
E5,E6, | Estimulo da
E7 proliferacéo e
transformacéo
celular

Fonte: Adaptado de NAKAGAWA, J.T.T et al. (2010, p. 308)

Como precursores do cancer podemos classifica-los como HPV de baixo risco (6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 42, 43, 44,45, 51, 52, 74) e alto risco (16, 18, 6, 11, 31, 34, 33, 35, 39, 42,44, 45,
51, 52, 56, 58, 66). Visto que cerca de 70% sdo causados pelo HPV tipos 16 ou 18 *5°. As
proteinas E6 e E7 dos HPV 16 e 18 formam complexos com as proteinas anti-oncogénicas
p53 e p105-Rb e essas interagdes contribuem pelo menos em parte, no poder de transformacao
desses dois virus>®. O HPV adentra nas células do colo uterino aproveitando uma eventual
fissura, a qual coloca o virus em contato com o tecido epitelial 3% O virus interage
rapidamente com a célula e libera o seu DNA, o qual atinge o nucleo, dando inicio a sua
reproducdo 4. Em condigGes normais, onde o virus do HPV mantém seu DNA em formato de
anel fechado ndo existe risco imediato ao hospedeiro, entretanto se este sofrer mutacdo na sua
configuracdo, seu material genético se incorpora ao DNA da célula infectada, levando a
neoplasias no colo uterino*®.
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Dependendo do trecho que ocorre a jungdo do DNA viral as células do hospedeiro comegam a
produzir E6 e E7 que saem do nucleo e inibem a proteina p53, que € um gene regulador de
uma extensa rede que comanda a integridade do genoma frente a danos celulares,
oncoproteinas virais e ativacgdo de oncogenes celulares’ e a pl05-Rb previne
a producdo excessiva de células impedindo a continuagdo do ciclo celular até que a célula
esteja pronta para se dividir™®18, Apesar das infeccdes por HPV serem transitorias e
combatidas na maioria das vezes pelo sistema imunologico, 35% das mulheres sexualmente
ativas sdo portadoras do virus, sendo que s6 1% desenvolverd o cancer de colo de Utero?.
A reacdo em cadeia da polimerase é uma técnica de sintese de acidos nucléicos utilizada
principalmente quando a quantidade de DNA disponivel é reduzida, esta consegue identificar
células infectadas mesmo que com pequenos niveis virais, amplificando fragmentos de uma
regido especifica do DNA in vitro, sem o uso de células'®. A PCR em tempo é Real é uma
variacdo de PCR, mostrando maior reprodutibilidade, sensibilidade e precisdo, além de
reproduzir resultados quantitativos, enquanto a PCR convencional reproduz resultados
qualitativost. Os primers se ligam na parte de interesse, ou seja, a0 DNA alvo, onde novas
fitas de DNA serdo sintetizadas pela Taq polimerase, sempre pela extremidade 3’ OH livre do
primer. Esses primers € quem vao definir a sequéncia a ser replicada ocorrendo a amplificacéo
de bilhdes de copias do DNA escolhido!®!!. A técnica de PCR permite diagnosticar se o tipo
de HPV é de baixo ou alto grau, dessa forma representa 0 método mais sensivel disponivel na
deteccdo dos tipos virais®'?. E importante ressaltar que a sensibilidade e especificidade da
PCR sofre varia¢bes dependendo dos primers, do tamanho da amostra, desempenho da Taq
polimerase utilizada no procedimento e da quantidade de DNA do HPV ja amplificado 1%
Entre mil células a PCR consegue captar uma particula viral, enquanto outros métodos
identificam uma particula viral a cada 10 células. Os primers usados conseguem amplificar
uma parte da regido mais conservadora do genoma que corresponde ao gene L1, onde é

possivel identificar diferentes tipos de HP\V®10-11,

Discusséo

O papiloma virus humano é um dos principais causadores do cancer de colo uterino®*°. O
exame que detecta lesBes intra-uterinas é o Papanicolau, onde € oferecido de forma gratuita
pelo Sistema Unico de Saude (SUS) e o mais realizado no carater preventivo. Seu objetivo

consiste em reconhecer alteracGes celulares das mostras colhidas na parte externa
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(ectocérvice) e interna (endocervice) do colo e no fundo do saco posterior da vagina®.
Através da associacdo entre 0 HPV oncogénico e lesBes intra-epliteliais escamosas, a PCR
tem sido realizada em diversos estudos para garantir a diferenciacdo das lesGes uterinas com
material genético viral para uma maior precisdo nos resultados e no diagndstico para
quantificacdo dos diversos tipos virais!***16, O citoldgico necessita de uma coleta com
quantidade suficiente de células para seu diagndstico final, porém, ainda que esse exame seja
feito com exceléncia, ndo é possivel que os tipos de HPV sejam identificados nas lesdes
uterinas®®. Ao contrario do exame Papanicolau, a PCR apesar de apresentar um alto custo ndo
sustentado pelo SUS consegue proporcionar uma analise genética utilizando pouco material,
onde essa pequena amostra apds ser amplificada, possibilita saber se ha juncdo entre 0 DNA
viral do DNA do hospedeiro, dessa forma, complementando o diagndstico citoldgico®®.
Durante o estudo de Kenne et al*®, foi identificado a presenga do DNA do HPV na populagdo
estudada e dentre estas, uma paciente apresentou o HPV 16 de alto risco oncogénico,
encontrado por meio do citologico e confirmado pela PCR. J& em outro estudo feito por
Angeli et al*’, mostrou a viabilidade em utilizar outro material para identificacdo do virus de
HPV, através da técnica da PCR como coadjuvante no resultado, onde foram recolhidas 70
amostras de urina, e em 9 amostras foi possivel identificar 12,9% de compatibilidade para
DNA de HPV. Segundo Oliveira et al'*, foi enfatizada a importancia da idade das pacientes e
da gravidez em relacdo a infec¢bes por HPV, durante o seu estudo encontrou por meio dos
exames citoldgicos que dentre 153 pacientes, cerca de 18,3% (28 pacientes) possuiam DNA
viral do HPV. Em seguida a técnica de PCR foi utilizada para uma precisdo dos mesmos. No
entanto Santos e Fonseca®®, ao compararem qual seria a melhor técnica para analise do
genoma viral, entre a captura hibrida e a técnica de PCR, a mais indicada para o diagnostico
do HPV foi a reacdo em cadeia da polimerase, por ser um procedimento sensivel, especifico e
rapido para analise. Em todos os estudos, foi possivel comprovar a eficacia do método da
PCR, alguns enfatizaram sua sensibilidade, outros seu custo beneficio ou até mesmo a
diversidade de amostras para o procedimento, porém em nenhum dos casos a PCR se mostrou

irrelevante no diagnéstico final.

Concluséo
A PCR ainda mantem um carater restrito nas unidades de saude e hospitais publicos para o

diagnostico clinico, no entanto, essa técnica se mostra muito sensivel e superior aos resultados
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citologicos, sendo util na deteccdo dos tipos virais do HPV. Na revisdo de literatura foi
possivel notar total éxito desse método molecular, tendo em vista que, quando se tem a
identificacdo desse virus, ou seja, sabendo seu grau oncogénico, essas pacientes poderdo ter
um melhor acompanhamento e eficacia no tratamento, ja que quanto mais rapido for
descoberto o subtipo do virus, maior € a chance do controle, e consequentemente a nao

evolugéo ao carcinoma cervical.
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