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RELACAO DO HPV COM O TECIDO EPITELIAL GENITAL FEMININO,
NO DESENVOLVIMENTO DA NEOPLASIA INTRAEPITELIAL
CERVICAL DE BAIXO OU ALTO GRAU.

Mirian Cristina da Fonseca”

Fernando Fachinelli Rodrigues**
RESUMO

Este estudo analisa a relagdo do Papilomavirus humano (HPV) com o tecido epitelial
genital feminino no desenvolvimento da neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de baixo
ou alto grau. O trabalho redigido teve como intuito esclarecer o mecanismo
fisiopatolégico no desenvolvimento das neoplasias, e tem como objetivo evidenciar a
influéncia do HPV na formacéo das NICs, evidenciando as caracteristicas do virus, ciclo
viral com atuacdo de proteinas supressoras de tumores e as principais alteracfes
morfolégicas em células epiteliais modificadas geneticamente pelo virus. Trata-se de
uma revisdo bibliografica onde foram utilizados artigos cientificos, monografias e livros.
Conclui-se que o HPV de baixo risco oncogénico esta diretamente ligado ao
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais de baixo grau, ja o HPV de alto
risco oncogénico estd relacionado ao desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais
cervicais de alto grau, podendo progredir gerando cancer invasor.

Palavras-chave: Papilomavirus humano. Neoplasia intraepitelial cervical. Citologia
Oncatica.

ABSTRACT

This study analyses the relation between human papillomavirus (HPV) with female
genital epithelial tissue in the development of high or low grade cervical intraepithelial
neoplasia (CIN). The written paper was intended to clarify the pathophysiological
mechanism in the development of neoplasias, it aims to show the influence of HPV in
formation of CINs, showing the characteristics of the virus, the activity of tumour
suppressor protein in the viral cycle and the main morphological changes in epithelial
cells genetically modified by the virus. This paper it's a bibliographic revision, where
scientific articles, monographs and books where used. It has come to conclusion that
HPV of low oncogenic risk is directly linked to the development of low-grade cervical
intraepithelial neoplasia, however the HPV of high oncogenic risk is directly linked to the
development of high grade cervical intraepithelial neoplasia, which can progress to
invasive cancer.
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INTRODUCAO

O céancer de colo de utero é o terceiro tipo de tumor com maior incidéncia na
populacdo feminina, no Brasil é considerado a quarta causa de morte de mulheres
em comparacao outros tipos de neoplasias. @

A neoplasia intraepitelial cervical (NIC) € classificada de acordo com seu grau
evolutivo, NIC | representa uma lesdo de baixo grau, NIC Il e NIC lll sdo
consideradas lesdes de alto grau. @

Muitos fatores podem apresentar relagdo com o desenvolvimento de
neoplasias, como tabagismo, uso de anticoncepcionais, multiplos parceiros sexuais,
imunossupressao, porém o principal fator é o Papilomavirus humano (HPV).

Os tipos de HPV séo classificados por ordem de baixo grau oncogénico ou
alto grau oncogénico. ©®

Acredita-se que a ligacdo entre o HPV e as neoplasias tem como principal
fator o grau oncogénico do virus e sua acdo nas células do hospedeiro. ¥

Devido ao fato do HPV ser um dos principais fatores que favorece o
desenvolvimento das neoplasias intraepiteliais cervicais, ele também esta
relacionado com a alta incidéncia de cancer do colo uterino. Com base nisso, torna-
se pertinente esta pesquisa com intuito de elucidar e esclarecer seus principais
aspectos fisiologicos, patologicos, moleculares e de qual maneira ocorre 0
mecanismo fisiopatoldgico no desenvolvimento das neoplasias.

Este trabalho tem como objetivo evidenciar a forma que o HPV influéncia na
formacdo de neoplasias cervicais, suas caracteristicas moleculares, como ocorre
sua sintese proteica e altera¢cdes microscopicas em células epiteliais modificadas
geneticamente pelo virus.

O trabalho é de natureza qualitativa foi realizado a partir do estudo exploratério,
por meio de pesquisas bibliogréficas, artigos cientificos, monografias e livros.

Foram utilizados vinte e cinco artigos cientificos nacionais disponiveis online
em texto completo encontrados em bases de dados Scielo, Lilacs, BVS. Foi utilizada
uma monografia e dois livros. Os seguintes descritores foram empregados nas
buscas: Virus HPV, cancer de colo uterino, ciclo celular, neoplasia intraepitelial

cervical, citologia oncoética.



PAPILOMAVIRUS HUMANO

No inicio do século XX, comecaram as primeiras pesquisas sobre HPV. Em
1935, Rous relatou uma possivel relacdo entre o HPV e verrugas em coelhos, ja em
1949 foi observado o primeiro caso de verrugas em humanos. Na década de 1970,
Hausem propds que células neoplasicas poderiam conter o DNA do virus agregado
em seu genoma. Por volta de 1983, ele afirmou que o HPV 16 e 18 estava
relacionado com a maioria dos casos de cancer de colo de utero. Na década de 80
0os estudos sobre o Papilomavirus Humano foram aprofundados, com isso foi
publicado o primeiro trabalho sobre o HPV e sua relagdo com o cancer de colo
uterino. ©©

A nomenclatura do papilomavirus humano foi formada do latim papila que
significa projecdo ou saliéncia em forma de mamilo, j& “oma” é um sufixo utilizado
para descrever tumores e doencas cancerigenas, sao descricdes utilizadas pelos
antigos médicos gregos. Sendo nomeados conforme a espécie de animais que
foram contaminados, como por exemplo: Bovine papillomavirus (BPV), humam
papillomavirus (HPV). Os tipos de HPV foram nomeados numericamente de acordo
com seu descobrimento. )

Diferente de outros tipos de virus a transmissdo do HPV se da através de
contato direto com o epitélio oral, vaginal ou anal. Podendo causar infeccdes virais
que podem acabar desenvolvendo neoplasias. *®

Os tipos de HPV sao separados de acordo com seu tropismo tecidual, sua
classificacéo € de acordo com semelhancas do seu genoma. Pode-se diferenciar até
2% na regido codificante e 5% na longa regido de controle (LCR).
Consequentemente, pequenas mudancas no seu genoma originam diferentes tipos
de HPV. Cerca de 40 tipos atingem a regido anogenital, dos quais
aproximadamente, 18 sdo oncogénicos, sdo eles, HPV 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 53, 53, 58, 59, 63, 66, 68, e 82. Os demais tipos genitais, HPV 6, 11, 42, 43 e
44, sao considerados de baixo risco oncogénico. &5

O HPV pertence a familia papillomaviridae, género papilomavirus. Sao
considerados virus de DNA, medem aproximadamente 50-55 nm, sdo virus néo
envelopados, com forma icosaédrica, seu genoma possui DNA de fita circular com

cerca de oito mil pares de bases. A particula viral € composta por um capsideo que



€ uma capa proteica envolvendo seu genoma, ele mede cerca de 2nm de espessura
e é constituido por com 72 capsdémeros formados por proteinas L1 e L2 que sao
encarregadas da resposta imunoldgica. ©:5 79 10.11)

O genoma viral é formado pelas seguintes regifes. A regido precoce Early (E)
que é composta de oito genes, esses genes possuem as seguintes fungbes: E1 e E2
replicacdo de virus, j& a transcricdo viral € realizado por E2, o gene E4 é
responsavel pela maturacéo o e liberacdo de particulas, ja os genes E5, E6 e E7
realizam a transformacédo celular, os genes E6 e E7 codificam proteinas
relacionadas & malignidade, eles também tem funcéo de imortalizargo. © 7 ° 19)

A regido Late (L) é considerada uma regido tardia, possui dois genes, sendo
eles L1 e L2, estes tem como funcdo codificar proteinas do capsideo. O L1
representa a maior parte de proteinas do capsideo viral e possui uma grande
resposta imunologica, o gene L2 codifica proteinas de forma secundaria. A regiao
LCR age diretamente no ntcleo do hospedeiro realizando replicacéo viral. © 79 10

O ciclo celular é dividido em quatro estagios sendo eles: G1, S, G2 e M. Na
fase G1 tém inicio a ativacdo de uma série de genes, como proto-oncogenes,
sintese de ribossomos e traducdo de proteinas, nela as células aumentam o seu
tamanho e se preparam para copiar o DNA. Na fase S ocorre a duplicacdo do DNA.
O estagio G2 é fase pré-mitotica. A ultima fase é a M, onde ocorre a divisdo do
ndcleo, esta € uma divisdo mitética onde uma célula-mée vai originar células-filhas
iguais, essas células ja voltam para o estagio G1 dando continuidade ao ciclo
celular. 12

Algumas proteinas séo inibidoras e pausam o ciclo celular. As proteinas
inibidoras p15 e pl6 blogueiam componentes necessarios como o CDK e ciclinas
(que formam um complexo ciclina-CDK que atuam na hiperfosforilacdo da pRB) e
estdo envolvidas no avanco do ciclo celular, esse bloqueio impede a progressédo do
estagio G1 para o estagio S. ?

O gene supressor de tumor pRB tem um papel fundamental neste ciclo. A
pRB controla o avanco do estagio G para o S. A proteina E2F (proteina de regulacdo
génica) tem como funcdo estimular a transcricdo de genes relacionados na fase S
do ciclo celular. Assim a pRB ativada permanece ligada a E2F, desta forma a
proteina E2F fica inativa néo iniciando a fase S, caso a pRB por agdo do complexo
ciclina-CDK for hiperfosforilada, ela sera inativada e separada da proteina E2F,

dando assim continuidade ao ciclo. O p21 e p16 (conhecidos como CDKIs) tem a



funcdo de inibir a acdo da CDK, como a pRB necessita do complexo ciclina-CDK
para se desligar da E2F, sua inibig&do terd como resultado a parada do ciclo na fase
G1. @Y

As células do corpo humano possuem mecanismo que controlam a divisdo da
célula, a apoptose é um desses mecanismos e é usado quando ocorrem mutacdes
nos genes das células. A proteina p53 possui as seguintes fungdes, a pausa do ciclo
celular em células com alteracdo do DNA, reparacdo do DNA, apoptose quando o
reparo do DNA néo for reversivel e ativacdo dos genes GADD45 e BAX. Quando o
ciclo é parado em G1 por acdo da CDKI, o gene GADDA45 tenta fazer a reparacéo do
dano do DNA da célula, caso o dano ndo possa ser reparado, o gene BAX vai
induzir a apoptose celular. 112

O ciclo celular do HPV tem inicio quando o virus entra em células profundas,
sendo células que fazem mitose e ndo téo diferenciadas do epitélio escamoso, o
acesso viral se d4 por aberturas nessas células. Logo apos essa infec¢cdo, estudos
indicam que o virus mantém seu genoma com o nhamero baixo de copias. Os genes
El, E2, E6 e E7 ndo tem uma expressao de alto nivel nessa fase, eficiente somente
para a preservacéo gendmica do virus. "V

O HPV penetra na célula através das proteinas do capsideo, apdés a
penetracdo ele perde seu capsideo, deixando seu DNA exposto e permitindo assim
a atuacdo de enzimas nucleares, o que permite a expresséo do virus.

A regulacao viral depende das células infectadas. O ciclo celular normal de
acordo com Doorbar apresenta cinco fases, sendo elas: infeccdo, manutencao do
genoma, proliferacéo, amplificacdo gendmica e liberacdo de novas particulas. ¢V

O ciclo celular do HPV passa por algumas etapas desde sua infeccao até a
sintese e liberacdo de particulas virais. A producao de particulas virais acontece nas
camadas médias e superiores do epitélio, os genes E1, E2, E4 e E5 atuam na
amplificagdo do HPV. L1 e L2 codificam as proteinas do capsideo viral e estdo
associados ao gene E4, esse esta relacionado & maturagéo e replicacéo do virus. As
particulas séo liberadas na superficie do epitélio sem danificar as células
hospedeiras. Os HPVs de alto risco oncogénico tendem a ligar seu genoma ao da
célula hospedeira, durante este processo o virus pode vir a perder seu gene E4 e
parte do gene E2, que tem como funcdo a transcri¢cao viral, aumentando assim a

manifestacdo dos genes E6 e E7. Y



A replicacao viral ocorre somente no nacleo da célula hospedeira. No caso
de lesdes de baixo risco oncogénico, que é o caso dos HPVs 6 e 11, o genoma viral
se encontra separado do DNA celular, ja em les6es de alto risco, como dos HPVs 16
e 18, o DNA do virus se une as células hospedeiras, com isso ocorre a quebra do
genoma viral. Consequentemente alguns genes perdem sua funcdo, tendo maior
acao dos genes E6 e E7 desalinhando o ciclo normal. ©®

O gene E7 no HPV de alto risco impede a funcdo da pRB, esta atua na fase
G1 nao a deixando avancar para a fase S, como o E7 degrada a pRB, a proteina
E2F fica livre, consequentemente ocorre um aumento da proliferacdo de células
infectadas. ©

Com a pRB inativa ocorre a proliferacdo celular, aumentando a atividade da
pl6 que € uma CDKI e tem o controle da sua expressao por feedback negativo feito
pela pRB. V)

A E7 também se liga a p21 e p27 que também sdo CDKIls, provocando sua
inativacdo e com isso perdendo o controle do ciclo celular. ©

O gene E6 e E7 se ligam a p53 causando sua degradacdo, isto causa
imortalizacdo e proliferacdo anormal da célula. A E6 degrada a BAX que é uma
proteina relacionada a apoptose impedindo assim processo e levando ao
desenvolvimento do tumor. %

A alteracdo no mecanismo de acdo das pRB e p53 tem como resultado a
proliferacdo celular de células basais desordenadas, modificando suas
caracteristicas e expandindo um pool de particulas virais. ©®

Quando ocorre uma invasao do virus HPV, os queratinécitos indiferenciados,
por estarem nas camadas basais, sdo 0s primeiros a serem infectados, esses tem
como funcdo liberar receptores que reconhecem patdgenos. Essas células
expressam TLR 9 e TRL 3, 0 TLR 9 liga-se ao DNA viral, ja o TRL 3 identifica tanto o
RNA de fita simples quanto o RNA de fita dupla, com isso ocorre a ativagao direta
dos NFK-B, consequentemente ocorre a liberacdo de citocinas e de interferons do
tipo 1. 43

O virus do HPV acomete o queratinécito quando ele esta se diferenciando,
com isso ndo ocorre citolise induzida e nem necrose, ndo apresentando assim uma
resposta inflamatéria adequada, isso se da pelo fato das citocinas pro- inflamatérias

terem uma elevacdo menor ou mesmo ndo serem liberadas e isso € de estrema



importancia para que as células apresentadoras de antigenos (APCs) sejam
ativadas e migrem para o local. ¥

No Uutero a apresentacdo de antigenos € realizada pelas células de
Langerhans, sdo células dendriticas intraepiteliais que migram para os linfonodos
para apresentar o antigeno as células T, esses iriam se diferenciar e voltar para o
local da infec¢@o, combatendo o patdgeno e destruindo as células infectadas. Porém
um fator que favorece a prevaléncia do HPV é que a proporcdo de células de
Langerhans é inversamente proporcional ao grau de seriedade da lesdo provocada,
ou seja, quanto maior a severidade da lesdo menor seré a resposta imune. 1%

No caso de lesbes de baixo grau, como por exemplo, em verrugas vulgares
provocadas pelo HPV 6 e 11, o sistema imunoldgico é direcionado a proteinas
precoces do virus, como E2 e EB6, resultando em uma resposta imunologica bem

sucedida e com desaparecimento das lesées no decorrer do tempo. 4

ALTERACOES MICROSCOPICAS E MORFOLOGICAS DAS NEOPLASIAS
INTRAEPITELIAIS CERVICAIS.

A neoplasia intraepitelial cervical € uma lesdo que se prolifera através de uma
maturacdo atipica, de acordo com seu grau evolutivo ela pode acometer partes ou
todo o epitélio escamoso cervical. *©

Em 1967, Richart classificou as displasias cervicais em NIC I, NIC Il e NIC III,
sendo consideradas displasias leves, moderadas e graves. NIC | apresenta células
atipicas no interior do epitélio escamoso, para ter classificacdo NIC I, as células
atipicas teriam que estar presentes em dois tercos do epitélio escamoso, no caso de
NIC Ill, essas células teria que afetar mais de dois tercos ou o epitélio escamoso em
sua totalidade. Essas lesdes sdo consideradas alteragbes que precedem o cancer

invasor. Essas classificaces serdo demostradas na fig. 1. ®



Figura 1: llustracao de celular demostrando a evolucao de displasias ate células com carcinoma in

situ.
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Fonte: 17

No ano de 1988, surgiu nos Estados Unidos da América a classificacao de
Bethesda, esta classificacdo tem como objetivo corrigir falhas na classificacédo de
Papanicolau, tornando os laudos de citologia mais uniforme. Nessa classificacéo a
les@o intraepitelial escamosa de baixo grau passou a ser considerada LSIL (Low
grade squamous intraepithelial lesion), sendo consideradas nesta classe lesdes
sugestivas de HPV e NIC |, ja lesbes intraepiteliais de alto grau passaram para a
classificacdo HSIL (High grade squamous intraepithelial lesion), esta classificacdo
inclui casos de NIC Il e NIC 11I. ®®)

Em 1991, a classificacdo de Bethesda foi revista onde adicionaram uma nova

classe, ASCUS (atipicas escamosas de significado indeterminado) ocupando



espacos vazios na classificacdo anterior. Nesta classe sdo colocadas alteracdes
inflamatdrias sem presenca de coilocitos, que € considerada uma célula exclusiva de
infeccdo provocada por HPV, ou seja, esfregacos que podem ser anormais, porém
possuem possibilidades futuras de neoplasias intraepitelial cervical. ‘¥

No ano de 2001 a classificagdo sofreu uma nova alteracdo, ASCUS passou a
ser denominada de ASC (células escamosas atipicas) e em caso de suspeita de
uma possivel lesdo de alto grau passou a ser chamado de ASC-H. 8

O meio mais utilizado para o diagnéstico dessas neoplasias seria através do
exame citolégico do Papanicolau. Neste exame serdo coletadas células esfoliadas
do colo uterino, essas células serdo transferidas para uma lamina, colocadas em um
liquido fixador e transportadas para o laboratorio responsavel, onde serdo coradas
para a realizacdo de analise microscopica. O Papanicolau permite a deteccdo de
células atipicas em diferentes graus de les&o. ‘9

A partir do exame de Papanicolau serdo observadas alteracoes
microscopicas, tanto nucleares quanto citoplasmaticas, que vao indicar malignidade.
(17,20)

O genoma humano é formado por informacdes genéticas que sdo distribuidas
em cromossomos. Cada célula diploide do ser humano possui 46 cromossomos. O
DNA dos cromossomos € embrulhado com a ajuda de proteinas especializadas
chamadas de histonas e ndo histonas, em uma estrutura consistente. O
agrupamento dessas proteinas com o DNA nuclear é denominado de cromatina. ¢

A cromatina € dividida em heterocromatina, ela € compacta e
transcricionalmente inativa e possui ligacdo com proteinas da lamina nuclear junto a
superficie interna de envelope nuclear, e a eurocromatina, esta € ativa e possui
localizacdo central no ntcleo. ¢V

A cromatina sao filamentos organizados em uma rede, uniformemente
arranjados através do nucleo, a maior parte do nucleo possui cromatina granular e
de distribuicdo uniforme. V)

A hipercromasia (fig.2) € uma alteragdo nuclear que acontece devido a
elevacdo do tamanho da cromatina. Na sua coloracdo a hematoxilina apresenta-se

em tons escuros, até mesmo pretos. %
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Figura 2: Papanicolaou, 400x. Apresenta uma leséo intraepitelial escamosa de alto grau (NIC I1).
Aumento do volume do nuicleo, aumento da relagédo nucleocitoplasma, leve alteracédo da forma
nuclear e hipercromasia.

Fonte: 17

As irregularidades da margem e da forma do nucleo (fig. 3) ocorrem devido a
uma alteracdo na heterocromatina, gerando um espacamento da margem do nucleo.
Portando, este pleomorfismo ndo estd exatamente esclarecido e acredita-se que
essa modificacdo é causada pelas mutacdes genéticas que ocorrem no inicio da

carcinogénese. Y

Figura 3: Papanicolaou, 400x. A célula sinalizada apresenta espacamento irregular da borda do

ndcleo.

Fonte: 17
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7

Considerado uma alteracdo nuclear, a cariomegalia € caracterizada pelo
aumento irregular do ndcleo, aumentado de tal maneira que praticamente toda a
célula sera preenchida por ele, nesta alteracdo o citoplasma sera observado
somente na borda da célula. ?*

O aumento do nucleo em relagéo ao citoplasma (fig.4) pode ocorrer tanto em
LSIL quanto em HSIL. Nesta alteracdo o tamanho do nucleo ndo se encontra
proporcional ao tamanho do citoplasma, o aumento nuclear esta ligado diretamente

ao aumento de DNA presente no ntcleo. Y

Figura 4: Papanicolaou, 400x. Aumento em relagdo nucleo/citoplasma e hipercromasia.

Fonte: 21

Mitoses (fig.5) ndo sdo muito frequentes em esfregacos citolégicos e nao é
considerado um fator de malignidade, porém devido ao fato do HPV de alto risco
oncogénico apresentar mitose de forma irregular, este fator pode ser relacionado ao

um possivel caso de malignidade. % 2%

Figura 5: Papanicolaou, 400x. Presenca de nucleos irregulares e mitose anormal nas setas.

L

. .. &’h.‘ » A,.

Fonte: 17
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A multinucleagédo (fig.6) ndo é considerada um fator primordial na indicagéo
de cancer de colo uterino. Essa alteragdo é muito comum em células benignas ou
em pacientes que passaram por radioterapia, porém quando a multinucleacdo é

acompanhada de outra alteracéo ela é um indicativo de malignidade. %

Figura 6: Papanicolaou, 100x. Lesao intraepitelial escamosa de baixo grau (NIC I). Apresenta
multinucleacdo na seta. Na dupla seta tem a presenca de coilocitos o que associa essa lesdo ao
HPV.

._
A e
Fonte: 17

7

Alteracbes na morfologia celular € uma propriedade fundamental para a
definicdo de tumores malignos. Estas modificagdes morfolégicas ocorrem com maior
frequéncia no nucleo. Porém o citoplasma também exibe algumas modificagbes que
sdo capazes de mostrar um sinal de malignidade. % 2%

A coloracdo do citoplasma nédo pode ser considerada um fator primordial de
malignidade devido ao fato de ndo possuir uma vasta variacdo de cores. As células
malignas tendem a ser cianofilicas, porém s&o necessérias outras alteragbes para
um diagndstico preciso de malignidade. ©?°

Os vacuolos citoplasmaticos (fig.7) sé@o considerados um critério de
malignidade. Estes vacuolos sao observados no citoplasma onde empurram o

nucleo para periferia celular. ¢V
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Figura 7: Papanicolaou, 100x. Les&o intraepitelial escamosa de alto grau (NIC Ill). Presenca

de alguns vacuolos citoplasmaticos.

Fonte: 17

As células coilocitéticas (fig.8) € uma alteracdo exclusiva do HPV. Essa
alteracdo nao significa malignidade, porém requer um acompanhamento citolégico
mais rigido, onde exames citologicos devem ser feitos pelo menos duas vezes ao
ano. 9

Coildcitos é caracterizado por um espaco irregular e claro no citoplasma e ao
redor do nucleo. Pode estar presentes tanto em esfregacos eosinofilicos quanto
cianofilicos, ocupando na maioria das vezes todo o citoplasma. %

Os coilocitos ndao aparecem frequentemente nos esfregacos citoldgicos, eles
possuem um aparecimento maior em lesdes de baixo grau do que em lesdes de alto

grau. 47

Figura 8: Papanicolaou, 400x. Apresenta uma leséo intraepitelial escamosa de baixo grau

(NIC 1). Aumento do volume do nucleo, hipercromasia. A célula na seta exibe coilocitose.

Fonte: an
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Porém existem outras alteracdes, tanto nucleares quanto citoplasmaticas, que
podem estar relacionadas com a malignidade. Outros critérios como hemaéacias,
leucécitos e células endometriais fora do periodo menstrual ou apdés a menopausa,

servem como um sinal de alerta para malignidade. ¥

DIAGNOSTICO

No Brasil diversos casos de céancer de colo de utero sdo diagnosticados
anualmente e praticamente todos os casos possuem relacdo com o HPV. Por esse
motivo diversas maneiras de diagndsticos foram aderidas, visando testes mais
evoluidos e uma maior facilidade de diagnéstico em diferentes tipos de lesées. 2

Diferente de outros tipos de virus, o HPV ndo pode ser implantado em
laboratorio, consequentemente o diagnéstico de infeccdo do HPV, se da
primeiramente pela citologia. Com isso, foram desenvolvidos novos métodos para
facilitar sua deteccéo, esses novos métodos utilizam biologia molecular, que é capaz
de identificar as sequéncias de DNA desse virus. ¢

Embora ndo seja um diagndstico exclusivo para o HPV, a citologia cervical se
enquadra em uma das formas de diagnostico mais utilizado, visando uma excelente
eficacia e 6timo custo beneficio. ¢#%9

A citologia convencional foi aderida em 1940, por George Papanicolau. A sua
eficacia é totalmente dependente de uma coleta adequada, onde ndo podem ocorrer
erros na preparacao da lamina e em sua coloracdo. Para um esfregaco citolégico ser
considerado satisfatério, ele devera apresentar uma quantidade significativa de
células epiteliais, tanto ectocervicais quanto endocervicais. Na qual sera necessario
uma boa fixacdo do esfregaco na lamina, ndo apresentando ressecamento e
contendo o minimo de artefatos possiveis. ?%

Devido ao fato da citologia convencional apresentar uma taxa elevada de
resultados falsos negativos, € um método muito criticado, podendo apresentar erros

em diversas partes da preparacdo da lamina, como demonstrado na figura 9. (16)
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Figura 9: Alguns problemas na preparagdo da lamina na citologia convencional.

O PROBLEMA 10 -

Esfregago nao -

i representativo

q) ical Al
4 Amostra cervica sobre a lAmina

—
/
In'
%
f

e

o

| Amostra nao-representativa Mais de 80% da amostra

| coletada é descartada
|

s

Perda de células importantes
Sobreposicao, etc.

Fonte: 25

Na década de 90, foi apresentada uma nova forma de diagndstico através da
citologia cervical, a citologia de base liquida. Ela apresenta um método, no qual
ocorre uma maior preservacdo das células, tanto para avaliacbes microscopicas
quanto para acidos nucleicos usados em testes biomoleculares. ®

Esse método visa diminuir a presenca de artefatos e a preservacgdo celular.
Sua coleta € semelhante ao método de citologia convencional, porém ela é colocada
diretamente em um meio liquido. O material coletado € centrifugado e transferido
para um filtro. ‘629

A citologia em meio liquido permite que a quantidade de laminas
insatisfatorias e resultados falso-negativos sejam reduzidos. Entretanto esse método
possui um custo beneficio alto, isso acaba dificultando sua utilizagdo apesar desse
método ter uma eficacia maior em comparacéo ao convencional.

A colposcopia é um procedimento que visualiza diretamente o colo do utero
utilizando uma lente de aumento e alguns reagentes, esse método € capaz de
identificar e caracterizar lesdes intraepiteliais cervicais. Permitindo assim um melhor

direcionamento para efetuar a bidpsia. *®



16

A captura hibrida Il é outro método de diagndstico para o HPV, é indicativa a
realizacdo deste teste juntamente com o Papanicolaou. A jungéo da citologia com a
biologia molecular pode aumentar a sensibilidade do diagnostico. No entanto, o alto
custo de exames de HPV acaba sendo um empecilho para um melhor diagndstico,
pois provoca uma dificil aceitagdo nos programas de rastreamento ao cancer de colo
uterino. %

O diagnéstico através de captura hibrida Il tem como objetivo detectar dezoito
tipos de HPV, podendo ser de alto ou baixo grau oncogénico. @7 2®

O procedimento da captura hibrida Il passa por cinco etapas, sendo elas,
desnaturacao, hibridacao, captura de hibridos, reacdo conjugada aos hibridos, e no
fim os hibridos sdo detectados por quimiluminescéncia. ©®

Com a emissao da luz a carga do virus é detectada, quando a unidade de
luz relativa € menor que 1pg/ml essa amostra é considerada negativa, em amostras
equivalentes a 1pg/ml séo considerados HPV de baixo grau, jA em casos de uma
carga viral maior que 1pg/ml sdo virus de alto grau oncogénico. ?®

A hibridizac&o in situ, utiliza DNA ou RNA adquirido através de exames de
citologia cervical ou cortes teciduais, apés a coleta, sdo usados acidos nucleicos
marcados com sonda do material. Com isso, ocorre a formacdo de pontes de
hidrogénio da sonda com o DNA do virus, sua visualizacdo é realizada a partir de
marcadores fluorescentes ou radioativeis que estdo aderidos a sonda, 0 que permite
a deteccdo das sequéncias dos acidos nucleicos do HPV. ¢7)

O PCR (reacgdo na cadeia de polimerase) é utilizado para detectar alteractes
genéticas ou infec¢des provocadas por diferentes tipos de agentes, no caso de
infeccbes causadas pelo HPV ele apresenta uma maior sensibilidade, € considerado
um teste qualitativo e quantitativo podendo diagnosticar a quantidade de material
genético viral na amostra. O PCR tem um papel muito importante, pois permite
identificar se o virus é de baixo ou alto grau oncogénico. ¢”)

O PCR € um método baseado na amplificagdo enzimatica de DNA do HPV.
Essa técnica é dividida em dois tipos de diagnostico. O método de PCR genérico faz
uso de primers (oligonucleotideos) iniciadores especificos que detectam varios tipos
de HPV em somente uma amplificacdo. Esses primers utilizados miram regides
conservadas do virus, como a regido L1, que € uma proteina que codifica 0 genoma

7

viral. J4 a PCR especifica é utilizada para detectar o tipo do virus, ela atua nas
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variacbes que estdo nos genes E6 e E7 de cada tipo do HPV, estes apresentam

variacdo nucleotidicas que determina a patogenia do virus. ¢”

CONSIDERACOES FINAIS

A ligacdo entre o HPV e o desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais
cervicais esta bem estabelecida. O HPV de alto risco oncogénico, como os HPV 16
e 18, adere seu DNA ao da célula hospedeira, perdendo funcdes dos genes E2 e
E4, com isso ocorre maior expressao dos genes E6 e E7, estes interferem na
atuacdo de algumas proteinas supressoras de tumor como a pRB e p53,
desregulando o ciclo celular. Consequentemente ocorre uma replicacdo viral
desordenada levando ao desenvolvimento dessas neoplasias.

O HPV possui uma resposta imunoldgica falha, isso se da devido a alguns
fatores, um deles é que o HPV acomete o queratindcito que esta se diferenciando
com isso ndo ocorre a citdlise induzida, ndo liberando citocinas para que as APCs
sejam ativadas. As células apresentadoras de antigenos ativadas tém como funcéo
apresentar antigenos para os linfécitos T, para combater o patdégeno, porém um
grande problema da resposta imune do HPV é o fato de que a quantidade de APCs
€ inversamente proporcional ao grau da lesdo, ou seja, quanto mais severa a lesao
menor é a quantidade de APCs e consequentemente menor a resposta imunoldgica.

Antigamente as neoplasias eram classificadas em NIC I, NIC Il e NIC lII,
sendo lesdes de grau leve, moderado e grave. Hoje em dia, usa-se a classificacéo
de Bethesda, onde lesbes sugestivas de HPV e NIC | sdo classificadas como LSIL e
NIC Il e NIC Il sé&o classificadas como HSIL.

No Brasil sdo diagnosticados muitos casos de cancer de colo uterino e a
grande maioria deles tem relagdo com o HPV.

O meio de diagnostico mais utilizado é o exame citologico de Papanicolau,
este permite detectar células atipicas presentes em diferentes lesdes, associando
alteracdes morfolégicas com a presenca de células malignas.

Outros testes como o de captura hibrida Il e PCR podem ser usados no
diagnostico de HPV, esses podem detectar a presenca do virus e o seu grau
oncogénico. Porém, essas técnicas de biologia molecular possuem um custo muito

elevado, dificultado 0 acesso as esses tipos de diagndstico.
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E muito importante a realizacdo do exame citoldgico pelo menos uma vez ao
ano, pelo fato de permitir a deteccéo de alteragdes celulares que podem diagnosticar
lesbes em diferentes graus, como LSIL, HSIL e céancer invasor. Com isso, quanto
mais precoce for o diagnéstico, menos chance essa neoplasia de baixo grau tera de

se desenvolver para uma neoplasia de alto grau ou mesmo invasora.
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