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INFECCOES CAUSADAS PELOS PAPILOMAVIRUS HUMANOS:
ATUALIZACAO SOBRE ASPECTOS VIROLOGICOS,
EPIDEMIOLOGICOS E DIAGNOSTICO

HUMAN PAPILLOMAVIRUS INFECTION: UPDATE ON VIROLOGICAL AND
EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS AND DIAGNOSIS

Silvia MB Cavalcanti! & Fernanda N Carestiato?

RESUMO

Papilomavirus humanos sdo pequenos virus de DNA capazes de infectar epitélio da pele e mucosas. Mais de 100 tipos jd foram descritos, sendo que
cerca de 40 causam doengas sexualmente transmissiveis. E também no trato genital que alguns tipos exercem poder oncogénico, sendo 13 considera-
dos agentes etioldgicos do cancer cervical, responsavel pela morte de 200.000 mulheres em todo o mundo, anualmente. O diagnéstico disponivel para
o controle das DST e cancer causados pelos HPV baseia-se no tripé colposcopia, citologia e histopatologia, podendo ser confirmado laboratorial-
mente por técnicas de biologia molecular. Dentre elas: PCR e captura do hibrido. Recentemente, duas vacinas profildticas contra os tipos 6, 11, 16 e
18 (Merck) e 16 e 18 (Glaxo) foram desenvolvidas. Sdo compostas de VLPs (Virus-like particles) expressas em leveduras. Resultados promissores
vém sendo publicados, embora alguns mecanismos imunolégicos de defesa contra o HPV ndo estejam ainda esclarecidos.
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ABSTRACT

Human papillomavirus are small DNA viruses capable of infecting the epithelium of skin and mucosa. More than a hundred types have already been
described, and nearly 40 promote sexually transmitted diseases. It is in the genital tract that 13 HPV types exert their oncogenic potential, being res-
ponsible by the death of 200,000 women worldwide, annualy. The available diagnosis to STD and cancer control is based upon the colposcopy, cyto-
logy and histopathology tools, and can be laboriatorially confirmed by molecular biology techniques: PCR and hybrid capture. Recently, two prophy-
lactic vaccines against HPV types 6, 11, 16 e 18 (Merck) and 16 e 18 (Glaxo) were developed. They are composed by VLP (Virus-like particles)
expressed in yeasts. Promissing results have been published. Nevertheless, immunological mechanisms for human defense are not well elucidated.
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HISTORICO

As verrugas genitais, também conhecidas como condilomas,
vém sendo descritas desde a Antiguidade. Logo apds a Idade
Meédia, a explicacdo postulada para sua origem foi atribuida de
maneira equivocada as manifestacdes da sifilis e até mesmo da
gonorréia. Somente no século XX, a etiologia viral das verrugas
pdde ser confirmada através de experimentos inoculando extratos
genitais em regides da pele previamente escarificadas, onde apa-
reciam lesdes tipicas exatamente nesses locais inoculados. A pri-
meira associagdo da progressio do papiloma a cancer foi descrita
por Shope!, que realizou infecgdes experimentais em coelhos,
nos quais as lesdes benignas induzidas por papilomavirus de coe-
lho progrediam a carcinoma invasivo. Reforcando estes achados,
Rous & Beard?, além de confirmarem que os papilomas benignos
poderiam progredir a carcinomas de células escamosas nos coe-

12Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Instituto Biomédico da Universidade
Federal Fluminense, Niter6i, RJ

lhos, estabeleceram que co-fatores ndo virais especificos contri-
bufam para acelerar este processo de malignizagdo.

Mas o interesse pelo estudo dos papilomavirus sé aumentou
de forma expressiva a partir da década de 1970, quando Meisels
et al.® descreveram que as alteragdes celulares e morfolégicas
displdsicas nos exames de Papanicolau e bidpsias estavam extre-
mamente ligadas a presenga destes virus na cérvice uterina. Neste
4 e sua equipe iniciaram pesquisas
utilizando técnicas de hibridizacdo molecular recém desenvolvi-

mesmo periodo, zur Hausen

das que permitiram a identificagdo do DNA dos papilomavirus.
Este feito permitiu distinguir os varios tipos de papilomavirus
humanos (HPV) existentes, baseando-se no grau de semelhanca
de suas bases nitrogenadas. Uma série de estudos sucedeu-se
sobre a possibilidade de envolvimento do HPV na génese de can-
cer. Dentre estes, destaca-se o trabalho de zur Hausen,* que
sugere o HPV como o mais importante agente na etiologia do
cancer cervical.

A completa caracterizacdo do virus sempre foi dificultada
devido a estreita relacdo da infeccdo viral com a diferenciagdo
celular do tecido epitelial, ndo sendo portanto possivel cultivar os
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HPV em culturas de células ou em qualquer outro sistema de cul-
tivo. Por isso, a principio, o tinico meio de pesquisa e de diagnds-
tico era a simples observacdo clinica das lesdes. Porém, nos ulti-
mos anos, o progresso das técnicas de Biologia Molecular tem
possibilitado uma melhor condi¢do tanto de pesquisa, para a
completa caracterizacdo da particula viral e dos seus mecanismos
de infec¢do e patogénese no organismo humano, quanto de diag-
noéstico, que possibilita uma defini¢do dos diferentes tipos de
HPV nas lesdes, a fim de tragar o risco real de oncogénese numa
dada populacdo, permitindo assim, elaborar medidas eficientes
para a prevencao do cancer.

A PARTICULA VIRAL E O GENOMA

O papilomavirus humano é um pequeno virus ndo envelo-
pado, com um didmetro de aproximadamente 55 nm. A particula
viral apresenta seu genoma constituido de DNA de fita dupla cir-
cular, medindo entre 7.500 a 8.000 pares de base, associado a
histonas celulares; e seu capsideo € formado por 72 subunidades
protéicas, denominadas capsOmeros, que estdo arranjadas em
conformag@o icosaédrica, e cujas proteinas estruturais sao do tipo
L1 (proteina maior) que é género-especifica e L2 (proteina
menor) que é altamente tipo-especifica.’

O genoma ¢ dividido em regides génicas denominadas
seqiiéncias abertas de leitura, do inglés open reading frames
(ORF) que estdo localizados na mesma fita de DNA. Estas ainda
podem ser funcionalmente separadas em trés regides principais: a
primeira € uma regido regulatdria, nao codificadora, de 400 a
1.000 pares de bases que € conhecida pelas denominagdes long
control region (LCR) ou upper regulatory region (URR), situada
entre os genes L1 e E6. E nesta regido pouco conservada que
estdo localizados os genes reguladores e iniciadores da replicag@o
viral. A segunda é chamada de regido precoce ou E (early), cons-
tituida pelos ORF E1, E2, E4, ES, E6 e E7, que estdo envolvidos
na replicacdo viral, no controle da transcri¢cao e na oncogénese. E
a terceira regido denominada tardia L (late), codifica as proteinas
L1 e L2 do capsideo viral.?

REPLICACAO VIRAL, INTEGRACAO E
CARCINOGENESE

A infec¢@o pelo HPV ocorre nas células da camada basal do
epitélio escamoso estratificado e sua replicagdo é vinculada ao
processo de diferenciacdo destas células. Por esta razdo, os meca-
nismos de patogénese no hospedeiro, induzidos por esses virus,
permaneceram muito tempo sem condi¢des de serem estudados,
tendo em vista a impossibilidade de recriagcdo da estrutura estrati-
ficada do epitélio in vitro. Recentemente, foram criados sistemas
de culturas de células organotrépicas capazes de propagar alguns
tipos de HPV, como os tipos HPV 6, 11, 16 e 40, quando cultiva-
das sob uma matriz de coldgeno mantida num suporte sélido em
meio contendo tetra-decanoil forbol-acetato (TPA), que induz a
diferenciacio celular ©.

Tanto na infec¢do produtiva do HPV quanto na ndo-produtiva,
a replicacdo do HPV inicia-se com a interag@o de fatores celula-
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res do hospedeiro com a regido LCR do genoma do HPV, dando
inicio a transcri¢cdo dos genes virais E6 e E7, cujas proteinas
interferem nas vias de regulacdo do ciclo celular e modificam o
ambiente celular para facilitar a replicagdo do virus dentro da
célula. Isso se d4 por meio da ligacdo e inativacdo das proteinas
supressoras de tumor, alteracdo das ciclinas celulares e quinases
dependentes de ciclinas (CDK) .

Nos processos produtivos, a ligagdo cooperativa entre E1 e E2
dentro da origem do virus tem um papel chave na regulacdo da
transcri¢do dos genes virais e na replicacdo do DNA. Durante os
estdgios precoces da infec¢do viral, a proteina E2 reprime a trans-
cri¢do dos oncogenes E6 e E7, permitindo que o produto do gene
El se ligue a origem de replicagdo viral. A partir dessa ligagdo, o
genoma viral passa a ser replicado como elemento extracromos-
somial na fase S do ciclo celular. O nimero de cdpias do genoma
€ mantido constante nas células, e com um nivel baixo de trans-
critos sendo expresso. Esta regulacdo negativa mediada por E2
sob a transcricdo de E6 e E7 resulta na liberacdo das proteinas
p53 e pRB, permitindo assim a continuag@o do processo de dife-
renciacdo celular normalmente. Em seguida, o produto do gene
ES induz o aumento da atividade de uma proteina quinase mito-
génica, que aumenta a resposta celular de proliferacédo e diferen-
ciacdo.” J4 o produto do gene E4 tem um papel importante na
maturagdo e na liberagdo das particulas dos papilomavirus, pois
esta proteina leva ao colapso da rede de citoqueratina, que resulta
no aspecto tipico das células infectadas pelo HPV também cha-
madas de coildcitos.

Finalmente, os genes tardios L1 e L2 s@o ativados pelo pro-
motor tardio, permitindo que as particulas virais sejam montadas
no nucleo. E a completa liberacdo dos virions ocorre na camada
cornea do epitélio quando as células se desprendem durante o
processo de descamacio do epitélio®.

Nos processos nao-produtivos, seguindo-se a integracdo, o
produto do gene E6 liga-se com alta afinidade a p53 promovendo
uma rdpida degradacdo desta proteina via uma ubiquitina-ligase
celular. Esta degradacdo simula o mesmo efeito da inativacgdo
resultante de mutag@o do gene da p53. Vale lembrar que, quando
ocorrem erros no DNA, a proteina p53 interage com outras pro-
tefnas para que o DNA seja reparado. Se isto ndo for possivel, a
pS53 sinaliza para outras proteinas reguladoras induzirem a apop-
tose, a fim de eliminar as células mutantes. A inativacdo da p53
leva a regulag@o repressora da ciclina B, proteina que forma um
complexo com a CDK1 e apresenta um papel de fator promotor
de mitose, regulando a transi¢do de G2 para a fase M no ciclo
celular normal. Logo, a inativacdo da p53 resulta na perda dessas
fungdes®.

O produto do gene E7 liga-se a forma hipofosforilada da pro-
teina RB, e esta ligacdo quebra o complexo formado entre a pro-
teina RB e o fator de transcri¢@o celular E2F-1, liberando-o para
a transcricdo dos genes cujos produtos sdo necessdrios para a
célula entrar na fase S do ciclo celular. A proteina E7 pode asso-
ciar-se também a outras proteinas mitogénicas. Como conseqiién-
cia, a sintese de DNA e a proliferacdo celular sdo estimuladas,
prolonga-se a fase S, induzindo a instabilidade do DNA, que leva
A transformacio das células®.
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Tabela 1 - Tipos de HPV e suas manifestacdes clinicas

Papilomavirus humano (HPV)

HPV 1 (a, b, ¢c)

HPV 2 (a—e)

HPV 3 (a, b)

HPV 4

HPV 5 (a,b) , HPV 8

HPV 6 (a - f)

HPV 7

HPV 9, HPV 12, HPV 15, HPV 19, HPV 23, HPV 24, HPV 25, HPV
47, HPV 50

HPV 10 (a, b)

HPV 11 (a, b)

HPV 13 (a, b)

HPV 14 (a, b), HPV 17 (a, b), HPV 20

HPV 16

HPV 18

HPV 21

HPV 22

HPV 26, HPV 27

HPV 28, HPV 49

HPV 29, HPV 60

HPV 30

HPV 31, HPV 35, HPV 45, HPV 51, HPV 52, HPV 56

HPV 32

HPV 33

HPV 34

HPV 36

HPV 37

HPV 38

HPV 39

HPV 40

HPV 41

HPV 42

HPV 43, HPV 44, HPV 53, HPV 58, HPV 59

HPV 46

HPV 48

HPV 54

HPV 55

HPV 57

HPV 58

HPV 59

HPV 60

HPV 61, HPV 62, HPV 64, HPV 66, HPV 67, HPV 68, HPV 69, HPV
71, HPV 74

HPV 63

HPV 65

HPV 70

HPV 72, HPV 73

HPV 75, HPV 76, HPV 77

HPV 78

Manifestacio clinica

Verrugas plantares

Verrugas vulgares, verrugas filiformes, verrugas palatais
Verrugas planas, verrugas juvenis, formas leves de EV
Verrugas palmares e plantares do tipo hiperceratético
Lesoes maculares da EV, carcinoma de células escamosas
Condiloma acuminado, NIC I — III, papilomas de laringe
Verrugas vulgares da médo de agougueiros

Lesdes verrucosas maculares e planas da EV

Verrugas planas

Condilomas, NIC I-1II, papilomas de laringe, conjuntivais
Hiperplasia focal epitelial na mucosa oral

Lesoes verrucosas da EV, carcinoma de células escamosas
Condiloma acuminado, NIC I-III, carcinoma da cérvice, de pénis
Condiloma acuminado, NIC I-III, carcinoma da cérvice, de pénis
Lesdes verrucosas planas da EV

Lesdes maculares da EV

Verrugas cutineas (pacientes imunodeprimidos)

Lesdes verrucosas planas cutineas

Verrugas cutineas

Carcinoma escamoso de laringe, NIC I, II

NIC I-III, carcinoma da cérvice

Hiperplasia epitelial focal em mucosa oral, papiloma oral
NIC I-1II, carcinoma da cérvice

Doenga de Bowen, NIC

Ceratose actinica, lesdes benignas da EV

Ceratoacantoma (tumor benigno de pele)

Melanoma maligno

Carcinoma da cérvice, NIC I, II, papulose bowenéide
Neoplasia intraepitelial peniana e NIC

Verrugas multiplas planas da pele, cAncer de células escamosas
Papilomas genitais, condilomas planos, NIC

NIC

Lesdes benignas da EV

Carcinoma de células escamosas da pele

Condiloma acuminado

Papulose bowenoide

NIC, verrugas da pele, papilomas invertidos nasais

NIC

NIC

Verrugas cutineas

Displasias anogenitais e neoplasmas

Verrugas Myrmecia

Verrugas pigmentadas

Papiloma vulvar

Papilomas orais (em pacientes HIV-positivos)
Verrugas genitais de pacientes com transplante renal
Verrugas cutineas

NIC (neoplasia intra-epitelial cervical) e EV (epidermodisplasia verruciforme).

O DNA do virus pode se apresentar de diferentes formas nos
diversos tipos de lesdes. Normalmente, nas lesdes benignas o
DNA, estd na forma circular, chamada epissomal, ndo integrado
ao genoma da célula hospedeira, e em grande nimero de cdpias.
Nas lesdes malignas, apresenta-se na forma integrada ao genoma
da célula hospedeira. Entretanto, é possivel encontrar formas

epissomais nas células malignas e, uma vez estando integrado, o
virus ndo pode ser revertido  sua forma epissomal.’

A afinidade entre as proteinas derivadas dos genes supresso-
res de tumores com as proteinas virais E6 e E7 determina o grau
de oncogenicidade dos diferentes tipos de HPV, permitindo
assim que alguns tipos de HPV sejam mais oncogénicos que
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outros, como por exemplo os produtos dos genes E6 e E7 do
HPV 16 e 18, que apresentam grande afinidade com as proteinas
p53 e pRB, e a do HPV 6 e 11, que possuem baixa afinidade
pelas mesmas proteinas.

A integracdo do genoma do virus ao genoma da célula hospe-
deira € um evento necessdrio para o processo de imortalizacdo
dos queratindcitos, e por tanto da carcinogénese. As células
infectadas por HPV podem tornar-se imortais pela proteina E6,
que ativa a telomerase, e pela E7, que inativa a pRB, porém ainda
ndo sdo consideradas tumorigénicas. Para que essa condig@o se
estabeleca € necessdrio que mutagdes adicionais ocorram nessas
células para que possa haver a progressdo maligna. Portanto,
além da inducdo da carcinogénese pelas proprias proteinas do
HPV que facilitam a aquisi¢ido das mutagdes, € necessdria a inte-
racdo de fatores genéticos, epigenéticos, hormonais, imunoldgi-
cos. Dentre eles, a inducdo da transcricdo da telomerase humana
mediada por E6 intervém no oncogene c-myc, que leva a perda
de inibidores celulares de telomerase, que s@o considerados
mecanismos importantes no processo de imortalizacdo da célula
infectada por HPV de alto risco.8

CLASSIFICACAO

Recentemente, os papilomavirus passaram a pertencer a fami-
lia Papillomaviridae, reconhecida pelo International Committee
on the Taxonomy of Viruses ICTV)?. Desde os estudos pioneiros
de zur Hausen (1977), a classificacdo antiga dos tipos de HPV
era feita baseando-se na hibridizag@o. A cada novo tipo de papi-
lomavirus era atribuida uma denominagdo numérica conforme a
ordem de sua identificacdo. Com o surgimento da técnica de
seqiienciamento gendmico, a taxonomia estd sendo voltada para a
completa identificagdo da seqii€ncia nucleotidica do DNA viral.
Em torno de 118 papilomavirus ja foram descritos, incluindo
cerca de 100 tipos de HPV que foram totalmente seqiienciados,
porém, muitos ainda estio sem classificaco.’

PATOGENIA

Os HPV sio espécie-especificos e exlusivamente epiteliotrd-
picos. Podem infectar células da camada basal tanto dos epitélios
da pele quanto dos epitélios de mucosas que recobrem a boca,
garganta, trato respiratdrio e trato anogenital. Por isso, sdo dividi-
dos em tipos cutdneos e mucosos.* A infeccdo viral pode gerar
lesGes clinicas de forma localizada, subclinica ou latente. De uma
maneira geral, o HPV segue o ciclo produtivo viral cléssico:
adsorg¢do, penetragdo, transcri¢do, traducio, replicacdo do DNA,
e maturagio.> Mas em alguns casos esse processo nio chega a
acontecer completamente, uma vez que o virus pode integrar-se
ao genoma das células hospedeiras e induzir a carcinogénese des-
sas células. Dos 118 tipos descritos,’ cerca de 40 sio capazes de
infectar o trato anogenital, e ainda podem ser separados em gru-
pos quanto ao risco de cancer cervical. Como exemplos de HPV
do grupo de baixo risco, temos os tipos 6, 11, 42, 43 e 44, e do
grupo de alto risco, os tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52,
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56, 58, 59, 66, 68 e 70. Entretanto, vale ressaltar que tipos de
baixo risco, também podem, excepcionalmente, ser encontrados
em casos de cancer cervical.!!

Uma variedade de condigdes clinicas pode ser atribuida aos
HPV, desde lesdes indcuas ao cincer. Primeiramente, estes virus
foram reconhecidos como causas das verrugas cutaneas (verrugas
plantares, comuns e planas). As verrugas podem ser descritas
como dreas de hipertrofia da pele repletas de queratina e geral-
mente tém uma resolucdo espontanea dentro de 1 a 5 anos. Os
tipos que acometem a face podem produzir cancer de pele mais
facilmente, assim como os tipos de HPV que produzem pequenas
elevacdes nodulares na boca. A epidermoplasia verruciforme é
uma doenca de carater genético associado aos HPV. Nela, as ver-
rugas surgem principalmente no tronco e nas extremidades altas
do corpo, e podem também evoluir ao cancer invasivo de células
escamosas. Finalmente, as papilomatoses conjuntival e respirat6-
ria estdo relacionadas a contaminagdo durante o nascimento dos
bebés, visto que muitas mulheres apresentam lesdes no canal do
parto®.

A transmissdo do HPV ocorre pelo contato direto, através de
microlesdes na pele que expdem a membrana basal do epitélio.
No caso da infeccdo genital, a transmissdo se dd principalmente
pelo contato genital durante o ato sexual. Prova disso € que entre
mulheres que ndo tiveram nenhuma relagio sexual prévia, o
indice de infeccdo é de apenas de 0-8%. Como os HPV sdo bas-
tante resistentes ao calor e a dessecacdo, também € possivel que
ocorra a transmissdo ndo sexual, via fomites, sendo que numa
propor¢do bastante reduzida. Outros tipos de contato genital com
auséncia de penetragdo, incluindo o sexo-oral, também tém sido
descritos como vias de transmissdo, entretanto sdo bastante raros.
Além destas, existem outras vias de transmissdo de HPV genitais
como a transmissao vertical, da mée para o recém-nascido®.

A infecgdo genital pelo HPV pode resultar em trés possibili-
dades de manifestacdo clinica: (a) verrugas anogenitais, também
chamadas de condilomas acuminados, que se localizam ao redor
dos genitais e do anus. Estdo geralmente relacionadas aos HPV 6
e 11 (baixo risco), e ndo levam ao cancer. Muitas sdo assintoma-
ticas e podem ter uma resolug@o espontanea em 3 a 4 meses, caso
contrdrio, podem permanecer na mucosa ou até aumentarem de
tamanho e nimero; (b) infecc¢do latente ou inativa, neste tipo de
manifestacdo o individuo ndo apresenta sintomas aparentes da
infec¢do; (c) infec¢do ativa, que estd associada aos tipos de HPV
de alto risco, responsaveis pelas alteracdes celulares que podem
resultar em neoplasias intra-epiteliais.

Estudos tém mostrado que 70% das infecg¢des genitais por
HPV sdo eliminadas espontaneamente do organismo dentro de 1
ano, e em 2 anos este valor aumenta para 91%. Estas infeccdes
sdo caracterizadas como transitérias, enquanto as demais sdo
caracterizadas como infec¢des persistentes, e geralmente sio
estas infecgdes que estdo associadas a progressdo ao cancer cer-
vical CDC.!2 O céncer cervical surge principalmente numa
regido da cérvice uterina chamada “zona de transformacdo”, que
fica situada entre transi¢ao do epitélio colunar da endocérvice e o
epitélio escamoso da ectocérvice, expondo as células basais. Isto
porque é justamente nesta regido que ocorrem mudangas meta-
plédsicas constantemente. Tais mudangas s@o mais expressivas
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durante a puberdade, na primeira gravidez e declina ap6s a meno-
pausa.

EPIDEMIOLOGIA

Evidéncias moleculares e epidemioldgicas indicam claramente
que certos tipos de HPV sdo a principal causa de céancer cervi-
cal.ll Atualmente, sabe-se que o DNA do HPV pode ser detectado
em 95% a 100% dos canceres cervicais e a Organizacdo Mundial
de Satide ja reconhece este virus como agente etiolégico de cancer
de cérvice uterina. Em todo o mundo, a infec¢do por estes virus é
uma das causas mais comuns de doengas sexualmente transmissi-
veis (DST), tanto em homens quanto em mulheres. Por isso, o
HPV ainda € considerado um tema relevante em Satide Publica,
pois os niveis de infec¢do por estes virus continuam crescendo,
apesar de todos os esfor¢os em sentido contrério.

O cancer cervical € o segundo cincer mais freqiiente em
mulheres (o primeiro € o cancer de mama) e € responsavel por
considerdvel morbidade e mortalidade em todo o mundo. Sao
diagnosticados cerca de 470.000 novos casos de cancer de utero
anualmente e, aproximadamente, 230.000 mulheres morrem todos
os anos. A média mundial estimada de sobrevida apds 5 anos é de
49%.'3 A maioria dos casos (80%) ocorre em pafses pobres e em
desenvolvimento. As taxas de incidéncia em paises desenvolvidos
é em torno de 10 por 100.000, mas ultrapassa os 40, chegando
acima de 100 por 100.000 em alguns paises mais pobres.

No Brasil, segundo os dados do Instituto Nacional do Cancer,
as taxas brutas de mortalidade estimadas por 100.000, foram de
3,44 em 1979; 4,59 em 2000 e 4,58 em 2003, mostrando que nio
houve modificacdo significativa deste quadro. A explicacdo
dada para diferenca entre os anos de 1979 e 2000 foi de que,
além do aumento real dos casos pela disseminagdo dos HPV,
houve também melhoras do sistema de notificacio dos casos.!3
O Brasil permaneceu por muito tempo carente de estudos mais
profundos sobre o HPV, mas essa situacdo tem melhorado nos
ultimos anos. O estudo longitudinal realizado em colaboragdo
entre o Instituto Ludwig e a Universidade McGill (Canadd), foi
realizado em S@o Paulo, no periodo entre 1993 e 1997, e investi-
gou 2.528 mulheres com idade média de 32 anos, com o obje-
tivo de tracar um perfil das infec¢des genitais na populacio
geral e identificar aquelas de carater persistente. Como resulta-
dos dos testes, o estudo encontrou uma incidéncia de HPV em
13,8% dos casos, sendo o HPV 16 o mais prevalente (2,8%),
seguido do HPV 53 (1,5%), HPV 58 (1,2%), HPV 6/11 (1,0%),
HPV 31 (1,0%) e HPV 18 (0,8%).14

No Rio de Janeiro, um estudo realizado durante os tltimos 10
anos, investigou as infeccdes por HPV em lesdes cervicais de
mulheres atendidas em diversos hospitais e laboratdrios, publi-
cos e privados, do estado (Instituto Nacional do Cancer, Hospi-
tal Universitdrio Antdnio Pedro — Clinica de Doengas Sexual-
mente Transmissiveis — UFF, Laboratérios Sergio Franco), onde
foram avaliadas 3.369 amostras envolvendo condilomas, LSIL,
SIL e carcinomas cervicais. O percentual de amostras infectadas
por algum tipo de HPV foi de 47% (1.826/3.369). O HPV 16 foi
o tipo mais prevalente (50%), seguido do HPV18 (27%). Os

estudos de integracdo apontaram um papel relevante na progres-
sdo ao cancer, que foi de aproximadamente de 28% nessas
amostras!>19,

Outra questdo importante a ser levantada trata da deficiéncia
na prevencdo e controle do cancer cervical na populagdo, apesar
do pais ter sido um dos primeiros a implantar o Papanicolaou para
a deteccdo das lesdes precursoras e do proprio cancer de colo de
utero, poucas mulheres fazem o exame ou, se o fazem, ndo o
repetem regularmente. Situag¢@o que explica as altas taxas de inci-
déncia de cancer cervical encontradas no Brasil, devidas princi-
palmente ao diagnéstico tardio das lesdes.!3

A infeccdo genital pelo HPV € mais freqiiente em mulheres
jovens sexualmente ativas, entre 18 e 30 anos de idade. Depois
dos 30 anos ocorre uma acentuada diminui¢do nos casos de
novas infec¢des. Por outro lado, o cancer cervical é mais comum
em mulheres acima dos 35 anos, atingindo o pico de incidéncia
geralmente na faixa etdria de 45 a 49 anos, sugerindo que as
infeccdes se ddo realmente em mulheres mais jovens, e as infec-
¢des persistentes provocadas principalmente por HPV de alto
risco sdo responsdveis pela maioria dos casos que evoluem lenta-
mente até o cAncer cervical®.

A infeccdo persistente por HPV oncogénico é considerada o
fator de risco mais importante para o cancer cervical. Mulheres
com testes positivos para DNA de certos tipos de HPV tém qua-
tro vezes mais chance de desenvolverem lesdes intraepiteliais
escamosas de baixo grau (LSIL) e 13 vezes mais chances de
desenvolverem lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau
(HSIL), que sdo lesdes precursoras do cancer de colo do utero. Se
forem considerados os trés ultimos testes para HPV (ao longo de
3 anos), sendo todos positivos para tipos de alto risco, o risco de
desenvolverem cancer cervical € 14 vezes maior quando compa-
radas as mulheres que apresentam resultados negativos. Entre-
tanto, segundo alguns estudos longitudinais, 60% das LSIL regri-
dem espontaneamente e raramente progridem ao céancer,
enquanto as HSIL o indice de elimina¢do diminui para 30% a
40% e cerca de 10% a 20% progridem a carcinoma invasor.!2

A presenca de HPV de alto risco € necessdria, mas ndo € sufi-
ciente para o desenvolvimento do cancer cervical. Estudos suge-
rem uma variedade de fatores adicionais que atuariam de forma
conjunta aos HPV no processo de oncogénese®. Os fatores de
risco classicos para essa neoplasia sdo basicamente os mesmos
relacionados a infecc¢do pelo HPV.

Dentre os fatores de risco para o cancer cervical podemos
citar: inicio precoce da vida sexual; ter varios parceiros sexuais
ao longo da vida; multiparidade; tabagismo; outras doengas
sexualmente transmissiveis; redu¢do da imunidade celular pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV); uso de anticoncepcio-
nal oral; variantes do HPV com diferencas nas propriedades bio-
logicas e de patogenicidade; deficiéncias nutricionais; consumo
de dlcool; falha da utilizacdo da camisinha; heranga genética
ligada aos antigenos de histocompatibilidade HLA classe I e II .

Diante destas evidéncias relacionando possiveis fatores de
risco associados tanto a infec¢io pelo HPV quanto ao desenvol-
vimento de cancer por estes virus, fica claro que medidas visando
informar a populacdo seriam decisivas para controlar e até
mesmo erradicar uma doenga tdo prevenivel como o céncer de

DST — J bras Doengas Sex Transm 18(1): 73-79, 2006

—



14.gxd 11/10/2006 2:19 PM Page 78

78

—6—

CAVALCANTI SMB & CARESTIATO FN

colo de ttero. Lembrando que as lesdes genitais por HPV sdo
uma DST, e portanto devem ser prevenidas pelo uso de preserva-
tivos, escolha de parceiros mais seguros, fazerem parte de cam-
panhas educativas por parte da Satde Piblica, bem como dos
programas de triagem e acompanhamento das pessoas infectadas
pelos HPVS.

Vale ressaltar que o tratamento das infecc¢des e lesdes provo-
cadas por HPV € bastante ponderado, tendo em vista a possibili-
dade de remissdo espontinea pelo organismo. A decisdo de tratar
ou ndo cabe aos médicos, que levam em consideracio os fatores
envolvidos, manifestacdes clinicas, sintomas e potencial de
malignidade. Vale ressaltar que ainda ndo existe nenhuma subs-
tancia antiviral especifica capaz de eliminar completamente o
HPV. Portanto, todos os tratamentos ndo excluem a possibilidade
de retorno da doenca. Algumas terapias com substincias medica-
mentosas, ou ndo, tém sido utilizadas, incluindo podofilina, dcido
tricloroacético, retindides, indol-3-carbinol, cidofivir, imiquimod,
interferon, dentre outras. No tratamento das lesdes intra-epiteliais
associadas aos HPV oncogénicos podem-se realizar desde medi-
das invasivas como excisdo cirurgica, por laser, ou eletrocauteri-
zagio, e também crioterapia, fototerapia entre outras®.

Recentemente, duas vacinas profildticas e terap€uticas contra
os tipos 6, 11, 16 e 18 (Merck) e 16 e 18 (Glaxo) foram desen-
volvidas. S@o compostas de VLP (virus-like particles) expressas
em leveduras!’?. Resultados promissores vém sendo publicados,
embora alguns mecanismos imunoldégicos de defesa contra o
HPV nio estejam ainda esclarecidos.

DIAGNOSTICO

A necessidade de se fazer a deteccdo e o tratamento precoces
em lesdes pré-malignas causadas por HPV podem perfeitamente
prevenir a progressdo ao cancer. Prova disso sdo os estudos indi-
cando a elevagado das taxas de progressdo das lesdes conforme o
aumento do tempo das infec¢gdes: num prazo de 1 ano o risco de
progressao da displasia moderada para displasia severa € de 1%;
dentro de 2 anos esse valor sobe para 16% e num prazo de 5 anos
o risco eleva-se para 25%?°.

O diagnéstico do HPV restringiu-se primeiramente a citopato-
logia e a histopatologia, até que foram desenvolvidos os métodos
de biologia molecular capazes de detectar as seqiiéncias do DNA
do HPV no material clinico. Para essa detec¢do ser eficiente é
necessdrio que os testes empregados apresentem alta sensibili-
dade e especificidade, além de serem seguros, reprodutiveis, de
baixo custo e automatizados. Por tanto, a busca de novas técnicas
de detecc@o que possam ser usadas nos rastreamento das infec-
¢oes causadas por HPV continuam sendo objeto de estudo.

Citopatologia

A primeira forma de deteccdo de alteracdes compativeis com
a infec¢do pelo HPV foi a coloracio feita pelo método de Papani-
colaou, introduzida no ano de 1949, antes mesmo da causa do
cancer cervical ser conhecida. Até hoje € o teste utilizado no ras-
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treamento das lesdes provocadas pelo HPV nos programas de
triagem®, tendo em vista a sua grande abrangéncia, o baixo custo
e a facilidade de execugdo. Entretanto, o teste apresenta um
nimero elevado de resultados falso-negativos que varia em torno
de 15% a 50% e percentuais de resultados falso-positivos de 10%
em média, que correspondem a uma sensibilidade de 50% a 90%
e especificidade de 70% a 90%. Mesmo assim, nos ultimos, os
paises desenvolvidos que empregaram o teste nos programas de
triagem como medida preventiva diminufram muito os casos de
cAnceres cervicais.!?

O método utiliza esfregagos celulares que sdo fixados em
lamina e posteriormente corados. A observacdo de alteragdes
celulares tipicas como presenca de coildcitos, disceratose, ano-
malias celulares, etc, compativeis com a infec¢do pelo HPV ¢
definida em graus variados. Estas classificacdes dos resultados
do Papanicolaou sofreram algumas modifica¢des desde a introdu-
¢do do método. Atualmente, a classificacdo seguida € a do sis-
tema Bethesda, separando em quatro categorias as anormalidades
das células escamosas: Bethesda III — 1? categoria: ASC (atypical
squamous cells) subdividida em ASC-US (atypical squamous
cells of undetermined siginificance) e ASC-H (atypical squamous
cells cannot exclude HSIL); 2* categoria: LSIL (low grade squa-
mous intraepithelial lesions), 3* categoria: HSIL (high grade
squamous intraepithelial lesions) e a 4* categoria: SCC (squa-
mous cell carcinoma) .

Histopatologia

Neste exame, o material é preparado para a observacio dos
tecidos no microscépio onde € feita uma andlise da distribui¢do e
arranjo das células na pele. O método nio identifica o HPV, ele
apenas observa as alteracdes patoldgicas caracteristicas da infec-
¢do por estes virus, como hiperplasia (acantose), coilocitose
(vacuolizacdo do citoplasma), disceratose, paraceratose, atipias
nucleares etc®. O resultado baseia-se na graduagio das lesdes cer-
vicais, que sdo classificadas conforme o sistema Bethesda III.

Colposcopia

O colposcépio tem uma lente que amplia de 4 a 40 vezes o epi-
télio, no qual se aplica uma solugdo de acido acético entre 3% a
5%, e onde houver anormalidades histoldgicas o epitélio torna-se
esbranquigado (acetobranco) devido a precipitagdo de proteinas. A
vascularizagdo também pode ser observada com o auxilio de uma
luz com filtro verde. Durante o exame amostras das regides suspei-
tas podem ser coletadas e biopsiadas. E um exame de extremo
valor para a deteccdo das lesdes causadas pelos HPV, entretanto,
outras situagdes como, por exemplo, inflamagdes intensas, mosai-
cismo, também expressam um epitélio branco. Logo, existe um
risco de se tratar uma leséo que ndo € a pretendida.
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Deteccao pela reacio em cadeia da polimerase

A técnica amplifica uma seqiiéncia especifica do DNA, deli-
mitada por um par de primers, com a ajuda de uma enzima ter-
moestdvel (Tag-polimerase). Existem quatro tipos de primers
genéricos que amplificam uma regido dentro do gene L1 do
HPV, que é comum a 43 tipos de HPV: MY09/11, PGMY09/11
(do sistema Amplicor MWP) GP5+/GP6+, e SPF1/2 (do sistema
Innogenetics), que amplificam fragmentos de 450 bp, 170 bp,
100 bp e 65 bp, respectivamente. A revelacdo das amostras
amplificadas (amplicons) pode ser feita de diversas formas, den-
tre elas a andlise da seqii€ncia do polimorfismo do fragmento de
restricdo, hibridizacdo com sondas tipo-especicficas, eletroforese
em gel.

Existem variagdes da técnica que pode ter diferentes objeti-
vos: tipagem por PCR, que usa seqiiéncias dos genes E6 e E7 dos
diferentes tipos de HPV; PCR em tempo real (real-time PCR),
que € quantitativo, determinando a carga viral através de oligonu-
cleotideos marcados com fluorescéncia; PCR multiplex dos
genes E2 e E6, que permite a distingdo de formas epissomais e
integradas do genoma viral; PCR in situ, que é realizado em cor-
tes histolégicos desparafinizados, dentre outros. A sensibilidade é
de 0,1 a 0,001 pg de DNA viral/célula. Entretanto, esta alta sensi-
bilidade reflete no aumento dos resultados falso-positivos por
causa da contaminacdo entre as amostras)!8. O produto do PCR
genérico pode ser utilizado no sistema de deteccido de Microar-
ray (HPV genotyping chips). O PCR € feito com oligonucleoti-
dios marcados com fluoresceina, depois s@o hibridizados sob um
chip onde é feita uma varredura por um laser fluorescente.!’

Captura do Hibrido

Utiliza um coquetel de sondas do grupo de baixo risco (grupo
A) e um de alto risco (grupo B), que se hibridizam com o DNA
do HPV presente na amostra, depois os hibridos sdo capturados
por anticorpos presentes nas paredes da microplaca, e entdo reve-
lados por quimioluminescéncia. A revelacdo ¢ feita por um lumi-
ndmetro que capta a luz emitida pela reagdo e a converte em uma
unidade de luz relativa (RLU), comparando-a com um valor de
cut-off. Este valor tem sido usado como referéncia de carga viral.
Por ser bastante sensivel e automatizada, a técnica tem sido utili-
zada em virias pesquisas e em laboratérios de rotina®. Apresenta
alguns problemas de resultados falso-positivos, resultantes de
reagdes cruzadas e de falso-negativos.
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