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palavras-chave

resumo

Virus do Papiloma Humano, cancro do colo do Utero, captura hibrida

O cancro do colo do utero tem uma incidéncia mundial de cerca de meio
milhdo de casos por ano. A infeccdo pelo virus do papiloma humano (HPV) é a
principal causa do cancro do colo do Utero e das neoplasias cervicais
intraepiteliais (CIN) em todo o mundo. Consequentemente, é de todo o
interesse efectuar o teste de HPV para rastrear o cancro do colo do Gtero. Foi
recentemente desenvolvida a segunda geracao de captura hibrida (HC2) que é
um ensaio nao radioactivo, relativamente rapido, com alta especificidade e
sensibilidade, permitindo a deteccéo de 18 tipos de HPV, de alto e baixo risco
oncogénico. Através de HC2 de alto risco oncogénico, avaliamos 3.262
mulheres com resultado de citologia liquida negativo para lesao intraepitelial e
neoplasia maligna (NILM), segundo o Sistema de Bethesda. Destes, 2.192
casos (67,2%) ndo apresentavam alteracdes citolégicas, 759 (23,3%)
apresentavam alteracbes reactivas devido a processos inflamatérios
inespecificos e 311 (9,5%) apresentavam infec¢des por microrganismos. Do
numero total de casos estudados, 479 (14,7%) foram positivos para HPV de
alto risco. Devido ao alto custo da captura hibrida de DNA de HPV, a sua
utilizacé@o para rastreio de cancro do colo do Utero ndo é acessivel em paises
em vias de desenvolvimento. E, contudo, um instrumento Gtil quando
combinado com a citologia, diagnosticando infec¢do de alto risco em células
aparentemente normais. A utilizagdo desta técnica pode ajudar a diminuir a
incidéncia de cancro do colo do utero.
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Human papillomavirus, cervical cancer, hybrid capture

Cervical cancer has a worldwide incidence of about half a million cases per
year. The infection by human papillomavirus (HPV) is the main cause of
cervical cancer and cervical intraepithelial neoplasia (CIN) worldwide.
Consequently, it's useful to do HPV testing to screen for cervical cancer. It was
recently developed the second generation of hybrid capture test (HC2) which is
non-radioactive, relatively rapid, with high sensitivity and specificity, allowing
the detection of 18 HPV high and low oncogenic types. Through HC2, of high
oncogenic risk, we evaluated 3.262 women with cytology result of negative for
intraepithelial lesion and malignancy (NILM), according to the Bethesda
System. Of these, 2.192 cases (67,2%) hadn’t any cytological changes, 759
(23,3%) had reactive changes due to nonspecific inflammatory processes and
311 (9,5%) were infected by microrganisms. Of the total number of studied
cases, 479 (14,7%) where positive for the high-risk HPV. Due to the high cost
of the hybrid capture, its use for cervical screening is not available in
developing countries. However, it is an useful appliance when combined with
cytology, diagnosing high-risk infections in apparently normal cells. The use of
this technique could help reduce the incidence of cervical cancer.
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POR CAPTURA HiBRIDA EM CITOLOGIAS NORMAIS INTRODUGAO

1. INTRODUCAO

1.1 CANCRO DO CoLO DO UTERO
1.1.1 Epidemiologia Mundial

O cancro do colo do utero tem uma incidéncia de cerca de meio milhdo de casos
por ano [24,39,41,55], sendo uma das neoplasias malignas de maior incidéncia e
mortalidade entre as mulheres de todo o mundo. Este cancro apresenta uma distribuicdo
geografica variavel (Fig. 1) e, de acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e
varios autores [3,7,24,50,54,56], € a segunda causa de neoplasia maligna e de morte em
mulheres no mundo inteiro (Fig. 2), sendo a sua incidéncia nos paises em vias de
desenvolvimento (América Latina, Africa, China e india) maior, ocupando o segundo lugar
nestes paises (Fig. 3) [7,50,54] e o sétimo lugar em paises industrializados (Fig. 4)

(Europa Ocidental e América do Norte) [37].

W - 24 B = 188 <= 258 MW < 334 W < 7.3
GLOBOCAN 2002, IARC

Figura 1: Taxa de incidéncia de cancro do colo do utero por 100.000 habitantes. (Adaptada de
http://www-dep.iarc.fr/ Acedida em 13/04/2009)
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Em paises industrializados, o uso exaustivo do esfregaco de Papanicolaou como
método de rastreio para lesdes precursoras do colo do Utero tem resultado na reducéo da
incidéncia do cancro do colo do utero [5,34,50]. Nos paises em vias de desenvolvimento,
os esfregacos de Papanicolaou foram implementados com maior limitacdo [51,54] pelo
gque a incidéncia do cancro do colo do Utero é mais alta [7,24,39]. Estima-se que, quase
um quinto de novos casos de cancro do colo do Gtero ocorram na India, onde a grande
maioria dos casos sao identificados numa fase avancada, hum estadio da doenca
inoperavel, sendo um grave problema de salde publica nesse continente [3].
Curiosamente, entre 0s principais cancros humanos, o cancro do colo do utero é
potencialmente o mais evitavel [47], pois o colo do Utero é facilmente acessivel e existem
estratégias comprovadas que permitem um bom diagndstico e tratamento precoce [3]. A
partir da base de dados “Globocan” e da Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o
Cancro (IARC) de 2002 presente no relatério “HPV e Cancro do Colo do Utero” da
Organizacdo Mundial de Saude e do Institut Catala d’Oncologia (ICO) de 2007 [59], a
incidéncia mundial foi de 493.243 casos e ocorreram 273.505 6bitos por cancro do colo do
atero [59], tendo 80% desses casos ocorrido em paises em vias de desenvolvimento.
Este dado leva-nos a depreender que uma prevaléncia tao elevada em paises em vias de
desenvolvimento se deve ao facto do acesso aos programas de rastreio ser limitado
nesses mesmos paises [7], factor que se combina com caracteristicas de alto risco tais
como pobreza, ma nutricdo [17,49,57] e alta paridade. Com base nos dados da Globocan
e da IARC de 2002, podemos comparar a incidéncia mundial de todos os cancros, em
mulheres de todas as idades, observando que o cancro do colo do Utero fica atras do

cancro da mama, o qual é o mais mortal entre as mulheres (Fig. 2).
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ToTAL: 5060657

GLOBOCAN 2002, TARC

Figura 2: Incidéncia mundial de todos os cancros, em mulheres de todas as idades

http://www-dep.iarc.fr/ Acedida em 14/04/2009)

TotAL: 2735386

. (Adaptado de

514072 (18.85%) [ Brease
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Figuras 3 e 4: Incidéncia de todos os cancros, em paises em vias de desenvolvimento (A) e

industrializados (B), para todas as mulheres de todas as idades. (Adaptados de http://www-

dep.iarc.fr/ Acedida em 14/04/2009)
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1.1.2 Epidemiologia em Portugal

Segundo o relatério sobre “HPV e Cancro do Colo do Utero” da OMS e ICO de
2007 com dados provenientes da IARC e “Globocan” de 2002 [59], sobre Portugal, os
dados existentes, por 100.000 mulheres, apontam para uma incidéncia de 956 casos,
comparativamente com o sul da Europa, onde ocorreram 10.641 novos casos.

Comparativamente com outros cancros, em mulheres de todas as idades, em
Portugal, o cancro do colo do Gtero € o quarto cancro com maior incidéncia [59] (Fig. 5).

O cancro da mama é o mais frequente e mortal, ocupando o primeiro lugar.

Breast

Colon and rectum
Stomach

Cervix uteri
Corpus uter

Owvary etc.

ung
Non-Hodgkin lymphoma
Leu%aemia

hyroid

Bladder

Pancreas

Melanoma of skin
Brain, nervous system

_ Kidney etc.

Multiple myeloma

Oral cavity

o hLi\.ner
esophagus

Hodgkin Iymprzlgna
Larynx

Other pharynx
Masopharynx

828

0 10 20 30 40 50 60 70 80 80

Annual crude incidence rate per 100,000
Portugal: Female (All ages)

Figura 5: Incidéncia do cancro do colo do Utero em Portugal, comparativamente com outros
cancros, em mulheres de todas as idades, por 100.000 mulheres [59].
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Comparando com paises do sul da Europa, Portugal, € o sétimo pais com maior
incidéncia de cancro do colo do utero [59], ficando atrds de alguns paises como

Montenegro, Sérvia, Albania, Bosnia e Herzegovina, Eslovénia e Macedonia (Fig. 6).

Montenegro
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Bosnia & Herzegovina®
Slovenia
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Partugal

Croatia

Italy
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Malta

San Marino™*
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48

213
16.1
13.9
135
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8.1

7.7
7.6

273
273
252

Data source: |IARC, Globocan 2002

** No rates are available

10 20

30

Cervical cancer: Age—standardized incidence rate per 100,000 and year

World Standard. Female (All ages)

Data for Serbia and Montenegro before it separated into two independent states
*Meo couniry—specific data are available, calculated from the average of those of neighbouring countries

Figura 6: Incidéncia do cancro do colo do utero no sul da Europa, em todas as idades, por 100.000

mulheres [59].

Relativamente a incidéncia do cancro do colo do Uutero em mulheres entre os 15 e
0s 44 anos de idade, comparativamente com outros cancros, o cancro do colo do utero

ocupa o segundo lugar em Portugal [59] (Fig. 7).
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Figura 7: Incidéncia do cancro do colo do Utero em Portugal, comparativamente com outros

cancros, em mulheres dos 15 aos 44 anos de idade, por 100.000 mulheres [59].

Ao analisarmos a Figura 8, a qual compara a taxa de incidéncia de cancro do colo
do utero em Portugal, sul da Europa e resto do mundo, por idade especifica, verificamos
que entre os 15 e os 44 anos de idade, Portugal, o sul da Europa e o resto do mundo tém
uma taxa de 10% de novos casos. Esta taxa aumenta quando se considera a faixa etaria
entre 0s 45 e os 54 anos de idade: Portugal 38%, sul da Europa 22% e resto do mundo
46%. Quando se trata da faixa etaria entre os 55 e os 64 anos, Portugal tem uma taxa de
incidéncia de 31%, o sul da Europa de 22% e o resto do mundo de 50%. A medida que
vamos progredindo na faixa etaria mais de 65 anos, a incidéncia diminui, apresentando

valores em Portugal de 29%, no sul da Europa 21% e 40% no resto do mundo [59]. A
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elevada taxa de incidéncia entre os 45 e os 64 anos de idade pode indicar certas
mudancas no comportamento sexual [37,55], que resultam em novas exposi¢cdes ou

reactivacdo de infeccdes pelo HPV latentes, adquiridas em idades mais jovens [37,43].

ol [ Portugal =T

1 w1 Southemn Europe / ~
————— World 7 LS

Cervical cancer incidence rate per 100,000
Female (All ages)

| I I
0-14 yrs 15-44 yrs 45-54 yrs 55-64 yrs G5+ yrs

Age group

Data source: |ARC, Globocan 2002

Figura 8: Incidéncia de cancro do colo do Utero em Portugal, sul da Europa e resto do mundo, por
idade especifica, por 100.000 mulheres [59].

O relatorio sobre HPV e Cancro do Colo do utero da WHO e do ICO de 2007
demonstra que, por 100.000 mulheres, em Portugal ocorreram 378 mortes. No sul da
Europa ocorreram 4.131 e no resto do mundo esse numero foi de 273.505 [59].
Analisando a Figura 9, que compara a mortalidade de casos de diferentes cancros em
Portugal, por 100.000 mulheres, verificamos que o cancro do colo do Utero € a sexta
maior causa de mortes para mulheres de todas as idades [59].
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Figura 9: Mortalidade por cancro do colo do utero, em Portugal, comparada com outros cancros,

em todas as idades, por 100.000 mulheres [59].

Analisando a taxa de mortalidade causada pelo cancro do colo do uUtero nos
paises do sul da Europa, verificamos que, num leque de 14 paises, Portugal ocupa o

oitavo lugar, com uma taxa de 4,5/100.000 mulheres [59] (Fig. 10).
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Figura 10: Mortalidade por cancro do colo do Utero no sul da Europa, em todas as idades, por
100.000 mulheres [59].

Relativamente as taxas de mortalidade por idade especifica em Portugal, sul da
Europa e resto do mundo [59], em Portugal e no sul da Europa, a taxa € maior na faixa
etaria de mais de 65 anos (20% e 15% respectivamente), enquanto que no resto do
mundo a taxa é maior dos 55 aos 64 anos de idade (Tabela 1).

| 21
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Tabela 1: Taxa de mortalidade por idade especifica em Portugal, sul da Europa e resto do mundo,
por 100.000 mulheres [59].

15 - 44 anos 45 - 54 anos 55 - 64 anos + 65 anos
Portugal 3% 10% 12% 20%
Sul Europa 2% 8% 9% 15%
Mundo 5% 23% 42% 31%

1.2 INFECGAO PELO ViRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV)

Inomeros estudos e pesquisas tiveram inicio em 1977, altura em que alguns
autores observaram a relacdo entre a infec¢cdo pelo HPV e a carcinogénese genital,
continuando até aos dias de hoje [43]. Quase todos os casos de cancro do colo do Utero
séo atribuiveis ao HPV. A infec¢do pelo HPV aparece em diferentes locais tanto nos
homens como nas mulheres [24].

O HPV e, mais concretamente, a infecgcéo por certos tipos de HPV, é reconhecido
por ser o agente etiolégico do cancro do colo do Utero e da Neoplasia Cervical
Intraepitelial (CIN), sendo por isso um factor causal e necessério para o cancro do colo
do utero [24,37,54]. O HPV é o virus mais prevalente envolvido em doencas sexualmente
transmissiveis em todo o mundo [24,50,52,54,57], sendo um importante desafio de saude
publica [52]. Apesar da maioria dos adultos sexualmente activos serem infectados com
HPV pelo menos uma vez nas suas vidas [54], sdo as mulheres sexualmente activas com
menos de 25 anos que constantemente tém as maiores taxas de infeccdo. Este facto
pode indicar que a mucosa do colo do Gtero estaria mais susceptivel a um possivel
agente em mulheres com idade jovem do que em mulheres mais velhas [39]. O HPV
inicia o seu ciclo de infeccdo no momento em que penetra as camadas de tecido epitelial
mais profundas, especialmente na jungédo escamo-colunar, a qual varia ao longo da idade
consoante estimulos hormonais, estando mais susceptivel a infec¢cdes por
microrganismos em idades jovens. Nestas idades, a juncdo escamo-colunar é frequente
situar-se fora do canal cervical, formando a ectopia [6]. O HPV também pode penetrar em

regides com micro lesdes que podem ocorrer durante a actividade sexual.
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O HPV é uma infeccdo muito comum, apesar da maior parte dos individuos
infectados eliminar o virus através do seu sistema imunitério [17,23,49,56], sem nunca
desenvolver manifestagfes clinicas. Assim, sdo poucos os individuos infectados com o
HPV a progredir para cancro do colo do uUtero invasor. Um factor bem estabelecido que
explica parcialmente o risco diferencial de cancro do colo do utero € o tipo de HPV, sendo
que mulheres com tipo de HPV de baixo risco oncogénico tem menos probabilidade de
progredir para neoplasia, enquanto que mulheres com tipo de HPV de alto risco
oncogénico sdo mais propensas a desenvolver cancro do colo do Gtero [3].

Habitualmente, a infeccdo por HPV aparece em jovens no inicio da actividade
sexual [57], sendo um fenémeno transitério em cerca de 80% dos casos [17,23,49,54,56].
Ainda néo esta perfeitamente explicado o porqué das infecgbes pelo HPV se resolverem
em certos casos e noutros progredirem para neoplasia intraepitelial. Pensa-se que a
razéo para o diferente comportamento pode ser explicado através dos factores de risco a
que o cancro do colo do Utero esta associado [54]. Entretanto, um pequeno numero de
casos de infec¢des persiste, provavelmente por falha de mecanismos imunoldgicos, o
gue pode provocar alteragdo no epitélio do colo do uUtero e posterior transformagéo
maligna [44]. O grupo de mulheres que apresenta infec¢do persistente por tipos de HPV
de alto risco sdo consideradas o verdadeiro grupo de risco para o desenvolvimento do
cancro do colo do utero [44].

Dado que a maioria das infec¢bes pelo HPV ocorre pouco apés o inicio da
actividade sexual e séo transitorias, as mulheres com cerca de 30 anos que sdo HPV
positivas incluem aquelas que sdo portadoras persistentes, bem como aquelas com
novas infeccdes [17,31,44,57].

Existe forte evidéncia clinica e experimental de que o HPV tem papel central no
desenvolvimento e crescimento do cancro do colo do utero. Contudo, é sabido que a
carcinogénese é um processo de mdltiplas etapas [46]. Alteracdes no equilibrio
citogenético ocorrem no momento da transformacéo do epitélio do colo do Gtero normal
em cancro [46].

Numerosos estudos apoiam a hipotese de que a infeccao por HPV esta associada
ao desenvolvimento de alteracbes malignas e pré-malignas do trato genital inferior. O
HPV pode também estar associado a lesfes anais, vaginais, vulvares, penianas,
orofaringeas, laringeas e esofégicas, sendo o HPV responséavel por 5,2% de todos os
cancros no mundo inteiro. A Figura 11 mostra as percentagens estimadas de HPV

presentes em cada um destes locais anatomicos [57].
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Figura 11: Percentagens estimadas de HPV presentes em diferentes locais anatémicos [57].

A relagdo entre o cancro do colo do utero e a infec¢cdo por HPV estda bem
documentada, sendo o acido desoxirribonucleico (DNA) de HPV de alto risco detectado
na maioria das amostras (92,9% a 99,7%) de cancro do colo do utero invasor [54]. O HPV
ataca as células basais no epitélio escamoso estratificado e as células metaplasicas da
juncdo escamo colunar do colo do utero. Além disso, o HPV pode infectar o epitélio
glandular do endocolo, resultando em neoplasias glandulares, como o adenocarcinoma in

situ (AIS) ou invasor.

1.2.1 Tipos de HPV

Os tipos de HPV podem ser classificados consoante o seu tropismo, ou seja, a
afinidade para infectar diferentes zonas do corpo ou consoante 0 seu risco de causar
neoplasia do colo do du(tero, tendo em conta o potencial oncogénico para o

desenvolvimento de lesdes pré neoplasicas ou neoplasicas [31] (Quadro 1).
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Mais de 200 tipos diferentes de HPV foram caracterizados até ao momento [24],
sendo 40 destes capazes de infectar as células do revestimento epitelial do tracto
anogenital e outras areas da mucosa [10,54,57].

Em 1995, a IARC classificou os tipos de HPV 16 e 18 como carcinogénicos para
seres humanos e os tipos de HPV 31 e 33 como provavelmente carcinogénicos. Esta
classificagao foi feita com base nos dados publicados até 1994. Em 2005, a lista dos tipos
de HPV carcinogénicos foi expandida pela IARC para incluir 13 tipos de HPV mucosos e
anogenitais e dois outros tipos de HPV que infectam a pele (HPV 5 e 8). Além disso, 0s

HPV 6 e 11 foram classificados como possivelmente carcinogénicos [10,49,57].

Quadro 1: Classifica¢do dos tipos de HPV pelo seu tropismo e oncogenicidade [31].

Classificacéo Categoria Gendtipo de HPV
. . le2
Cutaneo tropicos
) 5e8
Tropismo
o 6,11 e42
Mucoso tropicos
16, 18,31 e 45
) Baixo Risco 6, 11, 28, 42,44,54, 70 e 73
Risco
o _ 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
Oncogenico Alto Risco

51, 55, 56, 58, 59, 66 e 68

Os tipos de HPV de baixo risco oncogénico (sendo os mais comuns 0 6 e 0 11),
estdo associados a maioria das lesGes benignas que afectam a area anogenital, tais
como condilomas e lesbes intraepiteliais de baixo grau (LSIL) [39,55], enquanto que 0s
tipos de HPV de alto risco oncogénico (sendo os mais comuns o0 16 e o 18), estdo
associados a neoplasias do colo do utero e les@es intraepiteliais de alto grau (HSIL). Os
tipos de HPV 16 e 18 estdo presentes em cerca de 70% de todos os cancros do colo do
Gtero [31,54]. O tipo 16 € o tipo mais oncogénico, seguido do tipo 18 [24].

Durante um periodo de 10 anos, infeccdes de HPV prevalentes e assintomaticas

em mulheres foram seguidas, tendo-se verificado que as infeccbes por HPV 16 e 18
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apresentavam maior probabilidade de progredir para lesdes intraepiteliais de alto grau ou
carcinoma invasor, com uma taxa mais rapida relativamente aos outros tipos de HPV
[24].

Hoory e colaboradores [24] estudaram 20 tipos de HPV e concluiram que quatro
tipos de HPV (16,18,31 e 45) causavam 80% dos cancros com HPV positivo. Por outro
lado, tipos de HPV de baixo risco (6 e 11) foram encontrados em apenas dois dos casos
com cancro do colo do utero. A principal conclusdo deste estudo foi que 99,9% dos
cancros cervicais contém HPV.

O HPV 16 é o tipo predominante de cancro do colo do Utero invasor [39] e esta
relacionado com cerca de 50% dos casos de cancro do colo do utero a nivel mundial
[4,31,41,55]. A variagdo geografica do tipo viral ocorre nas diferentes regiées do mundo
[10,44], ndo estando a sua distribuicdo somente relacionada com os programas de
rastreio [31] mas também com a exposicdo aos factores risco, nomeadamente
comportamento sexual [24,37].

Infec¢des de alto risco podem causar lesdes cervicais pré-cancerigenas que séo
detectadas pela pesquisa citolégica de rotina como o teste de Papanicolaou. Se estas
les6es sdo mal diagnosticadas, elas podem evoluir para cancro do colo do Utero invasor

dentro de poucos meses até varios anos (dependendo da gravidade da leséo) [57].

1.2.2 Epidemiologia do HPV

Em termos internacionais [31,54], é referido que h& maior incidéncia de HPV
oncogénico antes dos 25 anos de idade e uma incidéncia maior de HPV de baixo risco
acima dos 55 anos de idade [14]. No que diz respeito a prevaléncia de HPV em termos
mundiais, esta relatado um pico de prevaléncia desta infeccdo em mulheres com menos
de 25 anos de idade, verificando-se um decréscimo consistente apds esta idade [22]. A
prevaléncia estimada na populacao feminina pode variar entre 2 a 44% em todo o mundo
(entre 14 e 90%, nos EUA) [31,54].

Mufioz e colaboradores, em 2003 [38], descreveram o tipo de HPV 16 como
sendo o mais prevalente em todo o mundo. Os gendtipos 16, 18, 45 e 31 séao
responsaveis por cerca de 80% dos carcinomas epiteliais das células escamosas

(exocolo), enquanto os gendtipos 16, 18, 45, 59 e 33 sdo responsaveis por mais de 90%
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dos adenocarcinomas (endocolo) do colo do utero. Mundialmente, o HPV 16 é a causa de
cerca de 54% dos cancros cervicais invasores e o HPV 18 é a causa de cerca de 17%
[31]. Embora os tipos de HPV 16 e 18 ocorram mundialmente, a sua frequéncia é
distribuida de forma desigual pelos diferentes continentes (Fig. 12).

Dados sobre a prevaléncia do HPV em homens estdo menos disponiveis apesar
de um estudo recente revelar que jovens entre os 18 e os 23 anos demonstraram
prevaléncia de 25,8% [24].

HPV 16 or 18 in women HPV 16 or 18 in women with invasive cervical cancer
with normal cytology Circle size represent number of annual cases
\> of invasive cervical cancer attributable to

. (1.3-2.6]
B (2.6-32]  HpV prevalence (%)

WS (3.2-45]  ih quintiles
@s-68 "M

(6.8-9.3) O

Il Not available

HPV 16 or HPV 18.

Figura 12: Prevaléncia de HPV 16 e 18 em mulheres com e sem cancro do colo do Utero, por

regido mundial. (Adaptada de http://www.who.int/hpvcentre/statistics/en/ Acedida em 14/04/2009)

De acordo com um documento emitido pela Direccdo Geral de Saude Portuguesa
em Maio de 2008, intitulado “Vacinagao contra infecgdes por Virus do Papiloma Humano
(HPV)” [14], ndo se dispde de muitos dados relativamente a caracterizacdo
epidemiolégica dos tipos de HPV que surgem na populacdo feminina portuguesa, visto
que a informacdo existente diz apenas respeito a casos de displasia ou de cancro
invasivo. Assume-se que em Portugal, os gendtipos sejam semelhantes aos encontrados

nos restantes paises da Unido Europeia, havendo alguns estudos a decorrer nesse
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sentido. Desta forma, os gendtipos 16 e 18 sdo os mais prevalentes e responsaveis por
cerca de 70 a 75% de casos de cancro do colo do utero, tendo os gendétipos 31 e 45, sido
encontrados em cerca de 6% das mulheres portuguesas com cancro do colo do uUtero
[14].

A compreensdo da epidemiologia da infeccdo genital por HPV é um passo
relevante para o desenvolvimento de estratégias para acc¢des preventivas desta infeccao
e, consequentemente, reducao do numero de casos de cancro do colo do Utero [44].

1.2.3 Factores de risco

A associacao de diferentes genétipos do HPV com o cancro do colo do Utero é
bem conhecida. A infeccdo pelos tipos de alto risco do HPV é condi¢cdo necessaria,
porém ndo suficiente para o desenvolvimento do cancro do colo do atero [24,37,50,54].
Outros factores podem influenciar o desenvolvimento desta doencga. Entre eles destacam-
se:

= |dade de inicio da vida sexual - Pode aumentar o risco de infec¢éo

[2,5,18,47,57] pelo HPV na medida em que pode ser um marcador de outros
comportamentos sexuais. Por exemplo, jovens que tém relagfes sexuais em idade muito
jovem podem estar associados a um maior nimero de parceiros sexuais durante a vida
OU com propensao a ter novos parceiros sexuais com mais frequéncia. A maior ectopia
do colo do utero durante a adolescéncia, por os tecidos do colo do utero serem mais
susceptiveis a accdo de agentes carcinogénicos [40,57], durante esta fase de vida, pode
aumentar também o risco de infeccao por HPV .

= Paridade - Foi estabelecido que as mulheres com duas ou mais criancas tém
um risco 80% maior em relacdo as nuliparas de apresentar lesédo intraepitelial; quatro
criancas equivalem a trés vezes esse risco; apos sete a doze criangas o risco podera
aumentar em cinco vezes. Embora ndo haja uma explicacdo definitiva para este
fendbmeno, acredita-se que a imunossupressao da gravidez ou a sua influéncia hormonal
aumentem a susceptibilidade a infeccdo pelo HPV [2,5,11,18,26,39,44,47,49,57], mas
este assunto, é ainda contraditorio [50].

= |dade do primeiro parto — A idade com que as mulheres tém o primeiro parto,

influencia o risco de infeccdo por HPV [24,39]. Segundo Bosch e colaboradores [6] a
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presenca de um ou mais partos antes dos 22 anos de idade quadruplica o risco de cancro
do colo uterino.

= Partos vaginais - Mulheres que tiveram partos vaginais tém um risco cerca de

70% maior de desenvolver lesdes intraepiteliais, em comparacdo com aquelas que sé
tiveram partos por cesariana. A razao para essa associagado é o trauma repetido do colo
no momento do nascimento. De acordo com Serrano e colaboradores [50], ndo ha prova
suficiente sobre este aspecto, sendo ainda um ponto controverso.

= Numero de parceiros sexuais — Varios estudos em mulheres tém demonstrado

uma forte associacdo entre o0 niUmero de parceiros sexuais durante a vida e aquisi¢cdo de
HPV genital [2,4,5,6,18,31,37,39,44,47,57]. Rawls e colaboradores em 1986 [45],
mencionaram que o factor de risco mais consistente para a infeccdo pelo HPV é o
aumento do numero de parceiros sexuais. Esta exposi¢cdo é basicamente relacionada
com a probabilidade de exposicdo ao HPV [50]. Por exemplo, as mulheres solteiras,
villvas ou separadas sdo mais susceptiveis de se tornarem infectadas com HPV porque
tém mais parceiros sexuais, sendo eles permanentes ou ocasionais. Nos trabalhos de
Winer e colaboradores [60] de 2003, foi mostrado que um curto intervalo de tempo entre
0 conhecimento de um novo parceiro e o inicio nas relagcdes sexuais também aumenta o
risco de infec¢éo por HPV.

Caracteristicas do parceiro sexual — A histéria sexual dos companheiros pode ser

tdo importante como a histéria da mulher [31,44,47,50]. Assim, foi sugerido por Paul e
colaboradores [42] em 1982, que a conduta sexual da sociedade como um todo,
sobretudo os habitos sexuais dos homens, é de extrema importancia visto que o cancro
do colo do utero é causado por um agente infeccioso transmitido sexualmente. Assim
sendo, a suposicdo que a infeccdo peniana pelo HPV é de extrema importancia na
exposi¢ao das mulheres, ganha consisténcia, sendo tal facto associado a um maior risco
de cancro do colo do Utero, embora ndo tenha sido tdo extensivamente estudada como a
infeccdo em mulheres [31]. A prevaléncia de HPV nos homens parece variar
substancialmente por pais [31]. Foi proposto [52] que a infec¢é@o pelo HPV pode levar ao
aparecimento de cancro do pénis, sendo o seu desenvolvimento um processo
multifactorial semelhante ao encontrado em células epiteliais do carcinoma do colo do
Gtero. A existéncia de parceiros sexuais que tém relagBes sexuais frequentes com
prostitutas, também contribui para que as respectivas companheiras apresentem um
maior risco de desenvolver cancro do colo do utero [5,44]. Em geral, a prevaléncia da

infeccdo diminui em homens circuncisados sendo o risco de cancro do colo do Utero
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menor em mulheres com parceiros circuncisados [5,24]. A transmissdo de HPV pode
ocorrer também através da actividade sexual sem penetracdo. Num estudo efectuado em
2003 por Winer e colaboradores [60], foi detectado HPV de baixo risco em dedos de
individuos com verrugas genitais. Apesar disso, a baixa prevaléncia de HPV em mulheres
virgens sugere que este facto ndo € muito comum [60]. A detec¢cdo de HPV em homens é
feita através da peniscopia, exame onde é possivel detectar lesdes microscépicas no
pénis que podem ser tratadas, evitando a sua progressio e contagio. E de salientar que
os homens também devem ser alvos da educacéo preventiva, visto que desempenham o
papel de transmissores do virus para as mulheres [53]. A maioria dos estudos incluiu
apenas mulheres, estando-se agora a comecar a entender um pouco mais sobre a
epidemiologia de infec¢gbes pelo HPV em homens [57].

= Doencas sexualmente transmissiveis (DST) - Tem sido demonstrada a

relacdo do cancro do colo uterino com doengas sexualmente transmissiveis
[2,4,5,6,24,31,36,49,57] tais como sifilis, gonorreia [57], e infec¢gbes por Chlamydia
trachomatis e herpes simplex tipo 2 [5]. A infeccdo por estes agentes é provavel que
conduza a inflamacé&o do colo do utero, o que pode facilitar a infeccdo pelo HPV,
podendo esta tornar-se persistente [57]. A infeccdo por Trichomonas vaginalis esta
directamente relacionada com o HPV [2,19,28,30,61]. Além disso, a co-infeccdo com o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) facilita o desenvolvimento de cancro do colo do
atero [5,31], com um risco aumentado de cancro entre as mulheres infectadas pelo HIV
até 3,2 vezes o risco das mulheres nao infectadas pelo HIV [50].

= Contraceptivos orais - No relatério de 1985 da OMS foi reportado que o uso da

pilula por tempo prolongado pode levar a um aumento de risco do cancro do colo do
Utero. A OMS explica esta relacdo através do efeito progestativo da pilula poder suprimir
0 processo de maturacdo normal do epitélio do colo do Utero, o qual se podera tornar
mais susceptivel a agentes sexualmente transmissiveis que poderdo causar cancro do
colo do atero [2,5,6,17,24,31,37,39,44,47,50,57].

= Qutros métodos de contracepcdo — A proteccdo de DST’s através do uso do

diafragma, preservativo e espermicidas, é considerado importante [4]. Em 1991 foi
realizado um estudo por Neto [39] que mostrou que para casais utilizadores de métodos
de barreira, as propriedades antivirais do espermicida e da barreira mecanica podem ser
responsaveis pelo baixo risco de displasia e cancro do colo do Gtero. Os preservativos,
embora eficazes em prevenir a propagacdo de muitas outras infecgbes sexualmente

transmissiveis, ndo impedem a infec¢do pelo HPV [39], contrariamente ao que acontece
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com o HIV. O HIV tem cerca de 120 nandmetros de didmetro, ndo conseguindo passar
através do latex, enquanto que o HPV tem cerca de 55 nandmetros. Embora néo
protejam contra a infec¢do do colo do Utero, podem oferecer alguma proteccao contra as
doencgas associadas ao HPV.

= Hereditariedade — Alguns estudos [17,24,49,57] mostram uma contribuicdo

hereditaria para o aumento do risco do cancro do colo do utero. Embora nem todos os
estudos tenham encontrado resultados positivos para esta associagcao, parece que alelos
especificos de determinados genes de resposta imunitaria estdo associadas com a
proteccdo de susceptibilidade com a infeccdo por HPV [24]. Esses alelos sdo de
antigénio leucocitario humano (HLA) classe I, que sdo reconhecidos através de seus
receptores chamados Killer cell Immunoglobulin-like receptor (KIR). Os genes HLA, cujos
produtos sdo proteinas, estdo envolvidas na apresentacdo de antigénios para células T,
desempenham um papel na regulacdo da resposta imune [24].

= Tabaco — Em 1986, foram sugeridos por Brinton e colaboradores [8] dois
mecanismos bioldgicos que podem correlacionar o acto de fumar com o cancro do colo
do utero: o efeito carcinogénico de substancias provenientes do cigarro segregadas no
muco do colo do Utero, nomeadamente a nicotina e a cotinina (substancia que é
encontrada na saliva e através da qual se pode medir a quantidade de nicotina absorvida
pelo fumador), e os possiveis efeitos imunosupressivos do tabaco. Em 1991, foi referido
por Neto [39] que o tabagismo esta associado a um decréscimo significativo nas células
de Langerhans. Este autor encontrou uma relacéo entre o nimero de cigarros fumados
diariamente e o nimero de células de Langerhans encontradas, ou seja, quanto maior o
namero de cigarros fumados diariamente, menor a populacdo de células de Langerhans
encontradas o que indicia diminui¢cdo da capacidade imunitaria. Outros estudos apontam
gue o tabagismo pode contribuir para danos genéticos adicionais para as células
epiteliais no inicio de eventos desencadeados pela infeccdo pelo HPV, por exemplo:
interferéncias com os percursos do gene celular da proteina 53 (p53) e da proteina do
retinoblastoma (pRb) através da expressdo dos oncogenes virais E6 e E7
[2,3,4,6,17,18,26,31,44,57]. Tais danos adicionais podem acelerar a progressao para
malignidade.

= |dade — A diminuicdo do risco de infec¢ao pelo HPV com o aumento da idade,
a partir dos 65 anos, parece ser independente de mudangas no comportamento sexual,
sugerindo um papel importante da resposta imune [31,57]. No entanto, um segundo pico

em idades tardias, entre os 55 e os 64 anos, também é uma caracteristica comum dos
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estudos epidemioldgicos, sugerindo uma relagdo entre mudancas nos habitos sexuais e
reactivacao de infeccdes latentes [37,44].
= Qutros factores de risco — Estd bem documentada a probabilidade de

existéncia de ligagdo entre um agente sexualmente transmissivel e as variaveis socio
culturais [18,39,47], tais como a raga, nivel educacional e situacdo econémica [2,6]. Nos
EUA existe uma diferencga significante no nimero de novos casos que aparecem todos 0s
anos entre mulheres de diferentes etnias. As mulheres de raga negra apresentam o dobro
da incidéncia de HPV que as mulheres caucasianas [24,39,54,57]. Outros estudos
mostram efeito protector em relacdo ao risco de infeccao persistente por HPV associado
com o consumo de frutas, verduras e dietéticos ou niveis circulantes de vitamina C, E,
beta e alfa-caroteno, licopeno, luteina/zeaxantina e criptoxantina [57]. Individuos que
estdo psicologicamente (como na gravidez) ou medicamente (como na toma de
esterdides) imunossuprimidos, estdo sujeitos a um risco maior de infecgbes pelo HPV.
Quando um individuo ndo estad mais num estado imunossuprimido, o virus pode tornar-se
latente, como é comum observar-se num pdés-parto, ou até o completo desaparecimento
da infecgéo [17].

Todos estes co-factores podem, possivelmente, aumentar o risco de infec¢des
genitais, diminuindo a imunidade sistémica local, estimulando o crescimento de tecido

infectado por HPV ou induzindo mutagdes no tecido infectado.

1.2.4 Caracterizacdo do HPV

Os Virus do Papiloma Humano sdo membros da familia Papovaviridae que
formam uma familia de mais de 200 genétipos [24,26,41], podendo ser divididos em tipos
cutadneos ou da mucosa [46].

Os papiloma virus sdo um género de virus agrupados juntamente pela sua
homogeneidade e tumorigenicidade de DNA, que afecta os vertebrados. O HPV é um
virus relativamente pequeno, com cerca de 55 nm de didmetro, sendo o material genético
uma molécula de DNA circular de cadeia dupla. O HPV possui uma capside proteica de

simetria icosaédrica e a sua replicacdo é nuclear (Fig. 13) [9,33].
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Proteina da capside (L1)

DNA viral

Figura 13: Modelo tridimensional do Virus do Papiloma Humano. (Adaptada de:
http://www.prn.org/index.php/provider_resources/prn_art/human_papillomavirus_virus_hpv_3_d_m
odel/ Acedida em 15/04/2009)

O HPV é um virus de DNA com um pegueno genoma de aproximadamente 8000
pares de bases (pb) [4,41], sendo constituido por 8 a 9 fases de leitura (open reading
frames - ORFs). O genoma viral pode ser dividido em trés regides: regido regulatéria
(Long Control Region — LCR ou Upstream Regulatory Region - URR); uma regido
precoce (early - E) e uma regido tardia (late - L), dependendo de quando sdo expressas.
O mapa do genoma do HPV 16 pode ser considerado como protétipo de todos os
gendtipos do HPV (Fig. 14) [25,49].

A regido regulatéria, ndo codificante, de aproximadamente 1000 pb contém
sequéncias que regulam a expressdo dos genes virais, designadamente o promotor,
abrangendo locais de ligacédo para DNA e acido ribonulcieco (RNA) polimerases e outros

factores que potenciam ou reprimem a expressao viral dos genes [9,21,33,46].
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Figura 14: Representacdo do genoma do HPV 16: Genes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7)
genes  tardios (L1 e L2) e regido regulatéria  (LCR). (Adaptada  de
http://www.sppv.org/info_ciencia.html Acedida em 26/04/2009)

Os genes precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) sdo expressos nas células das
camadas inferiores do epitélio do colo do utero e codificam as proteinas necessarias para
a replicagdo e transcricdo do genoma viral [46,49,50]. Os genes tardios (L1 e L2)
codificam proteinas estruturais, com capacidade para se auto-agregarem, de modo a
formar a capside do virus [9,21,33,46]. Os produtos dos genes precoces E6 e E7 actuam
como oncoproteinas. Estes produtos sao expressos em todos os tumores, inactivando os
produtos celulares dos genes supressores tumorais p53 e pRb e provocando a
proliferagéo celular descontrolada.

Assim sendo, o HPV surgiu como principal suspeito ao ser encontrado em cerca
de 90% dos cancros cervicais [54] e por possuir oncogenes (E6 e E7) com potencial de
transformacéo [46].
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1.2.5 Mecanismos de infeccédo epitelial e carcinogénese

O cancro do colo do Utero comeca como uma leséo intraepitelial ou displasica,
afectando principalmente a unido do epitélio escamoso e colunar do exocolo e do
endocolo, respectivamente [24]. Assim sendo, a maioria dos cancros do colo do Utero
ocorre na zona de transformacéo, regido onde o epitélio colunar do endocolo encontra o
epitélio escamoso estratificado do exocolo [24]. Nesta regido, as células estdo em
constante proliferacdo, fazendo com que este local seja mais acessivel a virus [24,50,52].

Segundo a Sociedade Portuguesa de Papilomavirus, “a infeccdo do epitélio
genital ocorre quando as particulas virais atingem as células basais do epitélio
pavimentoso do colo do utero (Fig. 15). O HPV atinge a camada basal através de
microtraumatismos no epitélio que podem surgir durante a relacdo sexual. Apos a entrada
do virus, o0 modo de interac¢cdo dos genes do virus com as células do hospedeiro
distingue os dois tipos de reaccdo a infeccdo provocada por este microrganismo. As
infeccBes epiteliais sdo caracteristicas dos HPV de baixo risco, resultando de uma
multiplicagdo “explosiva” do virus no interior das células epiteliais do hospedeiro. A
replicacdo viral depende dos processos de transcricdo e traducdo das células do
hospedeiro. A replicacédo é entéo iniciada pelas proteinas virais E1 e E2 expressas pelos
genes homénimos e que se ligam ao DNA do HPV para promover a sua replicagdo, apos
a qual se inicia a expressao das proteinas estruturais L1 e L2 para que ocorra formacgao
da capside viral (Quadro 2). Assim que termina a replicacdo do DNA, ocorre 0 processo
de insercdo nas novas capsides, formando-se novas particulas virais. Finalmente ocorre
lise celular e infeccdo de novas células, o que provoca o aparecimento de verrugas
caracteristicas desta infec¢do. A integracdo do DNA do HPV no genoma do hospedeiro
leva & linearizagdo do genoma do virus entre os genes E1 e L1, e inactivagdo do gene E2
por corte ou deleccdo aquando da integracdo. Este gene, E2, codifica uma proteina
homoénima responsavel pela regulacdo da expresséo dos genes E6 e E7, pelo que a sua
perda induz a expressédo “descontrolada” dos genes E6 e E7, produzindo alteragbes
fenotipicas na célula. Os genes virais E6 e E7 codificam proteinas responsaveis pelo
potencial oncogénico do virus. Assim, as proteinas E6 e E7 dos principais tipos de HPV
oncogénicos formam complexos com as proteinas celulares p53 e PpRb
(respectivamente), levando a sua degradacdo pela via proteolitica dependente da
ubiquitina, inactivando a sua fungdo como controladoras do ciclo celular (Fig. 16).

Quando ocorre uma lesdo no DNA celular, as proteinas p53 e pRb “travam” o ciclo celular
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permitindo a célula activar os mecanismos de reparagdo do DNA. A inactivacdo destas
proteinas celulares (p53 e pRb) pelas proteinas virais impede os processos de reparacao
do DNA, dando origem a instabilidade genética, acumulagdo de mutacdes e em ultima
instancia ao desenvolvimento de neoplasia. Este mecanismo tem sido varias vezes
descrito como crucial para a transformagcdo e proliferagdo destes cancros” (in

http://www.sppv.org/info_ciencia.html Acedida em 13/04/2009).
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Figura 15: Infeccdo pelo HPV e a sua replicacdo nas células epiteliais do colo do Utero. (Adaptada
de http://journals.cambridge.org/fulltext_content/ERM/ERM1_05/S1462399498000210sup015.htm
Acedida em 06/07/2009)
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Quadro 2: Relagao entre os genes do Papiloma Virus Humano e as suas fungées [46].

Expressao .
. Genes Funcéo
Genética

El Actividade de DNA helicase, ligacdo de ATP DNA
dependente, actividade de ATPase. Papel na replicagéo e
na repressao da replicacao.

E2 Regulador da transcricdo e replicacdo viral, controle da
regido de expressdo precoce, necessdria para replicacdo
viral eficiente junto com E1.

E3 Sem funcdo conhecida (presente apenas numa minoria de
papiloma virus).
E4 Expresso primariamente em epitélio em diferenciacéo,

associado ao citoesqueleto de queratina de células
epiteliais em cultura. Papel na liberacéo de virus.

E5 Actividade de transformacdo em HPV16 in vitro.
Possivelmente estimula o inicio da proliferacdo celular in
vivo, mas pode ter um papel na iniciagdo da carcinogénese.

Precoce  gg Papel no processo de transformacéo juntamente com E7.
Propriedades de activacéo transcricional. E6 dos HPVs de
alto risco inactiva p53 através de degradacao rapida através
da via da ubiquitina. Juntamente com E7 propicia um
ambiente celular para a replicagéo viral.

E7 Induz sintese de DNA em células em repouso. E7 liga-se a
proteina do retinoblastoma (pRb), resultando na sua
inactivacéo funcional permitindo progressao funcional para
a fase S do ciclo celular.
Proteina E7 dos tipos de HPV de baixo risco 6 e 11 liga-se
menos eficientemente do que a proteina E7 dos tipos de
HPV de alto risco 16 e 18.

ES8 Sem funcédo conhecida (presente apenas numa minoria dos

papiloma virus).
L1 Cadifica proteina principal da capside.

Tardia . : _
L2 Coadifica proteina secundaria da capside.

O grau de expressao de E6 e E7 é altamente correlacionado com o tipo de leséo
do colo do utero: em lesdes de baixo grau, E6 e E7 estdo expressos em niveis baixos em
células basais e niveis mais elevados em camadas superiores do epitélio, enquanto que
em lesdes de alto grau E6 e E7 estdo expressas em niveis elevados em todo o epitélio.

Em lesBes de baixo grau, o HPV apresenta forma epissomal enquanto que em lesdes de
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grau superior e cancro, o DNA do HPV é integrado no cromossoma da célula hospedeira
[4].

A patogénese desta doenca pode ser investigada em detalhe, gracas aos avancgos
em biologia celular, molecular e imunologia. Esses avanc¢os tém revelado o papel do
papilomavirus humano no desenvolvimento de lesGes pré-malignas e cancro do colo do
Utero e tiveram importantes implicacbes na metodologia de rastreio, diagnéstico e

tratamento dessa doenca.
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Figura 16: Accao das oncoproteinas E6 e E7 e relagdo com o ciclo celular. As proteinas E6 e E7
ligam-se as proteinas celulares p53 e pRb respectivamente, alterando as suas fungdes e as vias

de regulacéo do ciclo celular [9].
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1.2.6 Diagnostico

O cancro do colo do utero pode ser facilmente diagnosticado numa das suas pré
fases, porque o colo do utero é facilmente acessivel para inspec¢do e amostragem; e
ainda mais importante: anomalias cervicais pré invasivas persistem por varios anos e
podem ser eficazmente tratadas antes que progridam para cancro invasor. A colheita
citoldgica representa o método standard do rastreio do cancro do colo uterino em todo o
mundo e 0 seu uso tem contribuido para um acentuado decréscimo na sua incidéncia e
nas suas taxas de mortalidade [47]. Este método, desenvolvido nos anos trinta, é o mais
amplamente utilizado e adequado para o teste de despistagem de lesbes do colo do
atero. O diagnoéstico da doenga, através do esfregago das células epiteliais do colo do
Utero, é geralmente obtido por analise microscopica de esfregacos corados pelo método
de Papanicolaou. Este tem sido o método de escolha desde a década de 1950; este
método revelou-se valioso para o rastreio em massa e permite a deteccao precoce de
lesbes para as mesmas serem tratadas de forma eficaz [50]. No entanto, o teste de
Papanicolaou, tem algumas limitagbes, sendo a mais importante, a interpretacdo
subjectiva dos resultados. Na prética clinica, ha grande preocupa¢do com a variabilidade
na terminologia utilizada para relatar os resultados da citologia, facto que levou a
mudanga da proposta original de Papanicolaou. Numa tentativa de unificar e esclarecer a
variabilidade das terminologias, foi desenvolvido em 1988 o Sistema de Bethesda, que
teve duas sucessivas revisdes para melhorar a informacdo, sendo a terminologia
actualmente recomendada para o relatério dos resultados da citologia do colo do Gtero, o
qgual considera a informacdo relativa ao HPV, como parte dos critérios citolégicos para
definir o grau da lesdo. Além disso, o Sistema de Bethesda criou uma nova categoria de
lesdo borderline: células escamosas atipicas de significado indeterminado (AS-CUS)
(Quadro 3). Estas mudancgas resultaram num aumento das lesfes intraepiteliais de baixo
grau, que combinados com AS-CUS, dao um total de cerca de 30% dos esfregacos [49].
No seguimento, a maioria dessas anomalias voltam ao normal e, em alguns casos
constituem lesdes de baixo grau persistentes ou lesdes intraepiteliais de alto grau. A taxa
de falsos negativos na citologia varia entre 20% a 30%, e mulheres que tenham tido
resultados falsos negativos podem vir a desenvolver cancro do colo do utero. Por isso,
métodos complementares que poderiam melhorar o diagndstico de cancro do colo do
Utero tém sido estudados ao longo das Ultimas duas décadas. Para superar esta

desvantagem do teste de Papanicolaou, alguns autores [3] tém sugerido métodos de
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triagem secundarios como a colposcopia e o teste de DNA de HPV [17]. A colposcopia é
usada como método secundério de triagem, mas também pode ndo detectar a infeccdo
pelo virus e sé iria sobrecarregar as infra-estruturas existentes [5]. Se a infeccao pelo
HPV é um precursor da neoplasia do colo do uUtero, deveria ser utilizado o teste de HPV
como um método adicional na despistagem de cancro do colo do Utero. Por outro lado,
uma vez que as mulheres com ou sem pré lesdes, e infectadas com tipos de HPV de alto
risco 16 e 18 mostram uma maior taxa de progressdo para malignidade, a deteccéo desta
infeccdo oncogénica e subclinica pelo HPV pode desempenhar um papel importante no
controlo da lesao intraepitelial e progresséo para cancro invasor. A detec¢cdo molecular
do HPV apresenta uma abordagem diferente do paciente e analise de gestdo, permitindo
identificacdo da infec¢éo por HPV em pacientes de risco para a doenca [3]. Desta forma,
a estratégia de deteccdo de tipos de HPV de alto risco juntamente com a citologia de
rotina pode ser clinicamente Util e pode identificar mulheres com maior risco para o
desenvolvimento do cancro do colo do Utero apesar dos resultados negativos na citologia.
Segundo o painel da conclusdo consenso da IARC e OMS, é perfeitamente justificavel o
uso do teste de HPV como um adjunto no rastreamento do cancro do colo uterino.
Estudos recentes na populacéo de alto risco tém mostrado que acrescentando o teste de
HPV no rastreio com citologia do colo do Utero, aumenta a sensibilidade na detec¢éo
lesBes de alto grau e cancro do colo do Gtero [49]. E, portanto, sugerido que, enquanto
gue o exame citolégico de Papanicolaou deve continuar a ser o método de rotina para
deteccéo de lesdes cervicais, o teste de DNA de HPV deve ser utilizado como um adjunto
a citologia para rastreio do cancro do colo do Utero ou das suas lesbes precursoras em

especial [5].
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Quadro 3: Sistema de Bethesda actual (Adaptado de http://screening.iarc.fr/atlasclassifbethesda.
php?lang=4 Acedido em 14/04/2009)

Negativo para lesdo intraepitelial ou
neoplasia maligna (NILM)

Anomalia das células epitteiais

Outra

NILM

Microrganismos

Qutros achados

nao neoplasicos

Células

escamosas

Células

glandulares

Sem qualquer alteracéo

Trichomonas vaginalis

Fungos compativeis com Candida spp

Desvio da flora sugestivo de vaginose bacteriana
Bactérias consistentes com Actinomyces spp

Alteracdes celulares consistentes com Virus Herpes

Simplex

Alteragdes celulares - Inflamacgéo

reactivas, relacionadas - Radiacéo

com: - Dispositivo Intra-uterino
(DIV)

Células glandulares pos histerectomia

Atrofia

Células - De significado indeterminado (ASC-US)

atipicas: - Nao se podendo excluir HSIL (ASC-H)

Leséao intraepitelial de baixo grau (LSIL)

Lesao intraepitelial de alto grau (HSIL)

Leséo intraepitelial de alto grau (HSIL) : Suspeita de
invaséo

Carcinoma invasor

Células endocervicais, favorecendo neoplasia
Células endometriais, favorecendo neoplasia
Adenocarcinoma in situ

Adenocarcinoma

Células endometriais em mulheres com mais de 40 anos de idade.
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A deteccdo de tipos de HPV de alto risco pode reduzir o numero de falsos
negativos da citologia e o teste de HPV podera ser utilizado para guiar a gestdo destas
lesbes de baixo grau, incluindo também lesbes borderline, tais como AS-CUS [3]. Sendo
0 exame de prevencdo de cancro ginecoldgico uma estratégia para reducdo dos altos
indices de mortalidade por cancro de colo uterino, vagina e vulva causados pelo HPV, a
sua pesquisa deve ser priorizada pelas politicas de saude publica nos servigos de
referéncia dos diferentes paises [3]. A detec¢do do HPV na ultima década demonstrou
um aumento de cerca de 500% [43], o que pode ter sido conseguido através de avancos
e descobertas dos aspectos citoldgicos e histolégicos e pela reinterpretacdo das imagens
da colposcopia e da peniscopia. Mais ainda, com a importante ajuda dos métodos da
biologia molecular, tornou-se possivel detectar o tipo do virus encontrado em tecidos,
secregOes e fluidos [43]. Falta, no entanto, esclarecer se a condigdo de risco aumentado
de desenvolver cancro do colo do Utero implica maior exposicdo ao HPV ou dificuldades

de acesso a servigos de deteccao precoce [5].

1.2.7 Métodos de Deteccéao

Um dos métodos mais usados para a detec¢cdo de HPV em amostras citolégicas
do colo do utero é a captura hibrida (HC2) que é o Unico teste que conta com a
aprovacao da Food and Drug Administration (FDA) para uso clinico.

Existem outros testes disponiveis para detectar o HPV, que permitem determinar
o(s) gendtipo(s) de HPV existente(s) na lesdo, nomeadamente o PreTect® HPV- Proofer
(NorChip AS, Norway) e o Teste de Genotipagem HPV — PapilloCheck® (Greiner Bio-One
GmbH, Germany). O PreTect® HPV-Proofer detecta mRNA dos oncogenes E6 e E7 dos
cinco tipos de HPV mais oncogénicos: 16, 18, 31, 33 e 45. E usado sO em casos
seleccionados para deteccdo do factor de risco oncogénico, sendo crucial para
diagnosticar o cancro do colo do utero [10]. O Teste de Genotipagem — PapilloCheck® é
um teste baseado na reac¢do de polimerizacdo em cadeia (PCR) com a mais recente
tecnologia de microarrays (DNA-Chip), de origem alemad que permite identificar 24
diferentes tipos de HPV. E util na determinagdo do progndéstico, pois a exclusido da
presenca dos HPV 16, 18, 31, 33 e 45, permite atenuar o prognostico de uma infeccéo

por HPV. Nao sendo um exame de rotina, a tipificacdo dos gendtipos de HPV é realizada
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somente em casos seleccionados, sendo requisitada a pesquisa de DNA de HPV na
citologia do colo do Utero para caracterizagdo dos tipos de HPV envolvidos.

Ultimamente, desenvolveu-se a segunda geracdo do teste de captura hibrida que
€ um método de hibridacdo néo radioactivo, relativamente rpido, concebido para
detectar 18 tipos de HPV divididos em grupos de alto risco
(16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59 e 68) e baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44). A deteccao
de grupos de baixo risco ndo é, contudo, tdo vantajosa como a detec¢do de grupos de
alto risco, néo sendo efectuada por rotina.

A captura hibrida apresenta como vantagem o facto de se poder usar o material
colhido para citologia liquida. Devido ao alto custo, o teste de captura hibrida ndo pode
ser recomendado para rotina no rastreio do colo do Utero em paises pobres [52]. No
entanto, verificou-se ser uma ferramenta Util, quando combinado com a citologia [12],
levando a descoberta de infecgBes de alto risco em tecidos aparentemente normais e
revelar infec¢es silenciosas que podem ser responsaveis pela manutencédo do HPV na
populacdo em geral [52]. Os resultados de estudos de deteccdo de HPV com captura
hibrida apontam para a necessidade de uma estreita e cuidadosa gestédo dos pacientes,
permitindo assim reduzir tratamentos excessivos e fazer a analise de ambos os parceiros
sexuais. A andlise do teste de captura hibrida é quantitativa, sendo os resultados
expressos em Unidades de Luz Relativas (RLU). A quimioluminescéncia obtida nas
amostras é comparada com a dos controlos positivos (RLU/PC), permitindo assim avaliar
a carga viral [52]. Quando comparado com os outros kits de testes de HPV disponiveis,
nomeadamente com o PreTect® HPV- Proofer e o PapilloCheck®, apresenta como
vantagem a possibilidade de determinar a carga viral que pode ser correlacionada com a
natureza da patologia do colo do utero [1,24,27,52]. Varios pesquisadores defendem a
hipétese de que a alta carga viral de HPV de alto risco tem uma importante relacdo com
lesGes intraepiteliais escamosas e com a sua maior gravidade [24,27,35,52]. O teste de
captura hibrida ao dar uma estimativa de carga viral global, possibilita uma melhor
avaliacdo da gravidade da infecgéo, servindo para decidir melhor sobre o tratamento a
aplicar. Mulheres com carga viral baixa sdo mais propensas a eliminar espontaneamente
0 virus, enquanto mulheres com altos niveis dos virus dificilmente poderdo eliminar o
virus. Contudo, esta técnica descrimina s6 os tipos de alto risco sem informar sobre qual
0 genotipo viral especifico. A captura hibrida permite identificar grupos de HPV de alto e
baixo risco, enquanto que o PCR permite a identificacdo de tipos virais especificos. A

captura hibrida é uma técnica que pode ser facilmente aplicada em laboratério, uma vez

| 43



DeTeccAo bE DNA be HPV ONCOGENICO
PoOR CAPTURA HiBRIDA EM CITOLOGIAS NORMAIS INTRODUGAO

gue ndo exige instalacbes especiais e pessoal com ampla experiéncia em técnicas
moleculares. Por agora, a técnica nao permite conhecer o tipo especifico de HPV, o que,
no futuro pode ser um factor limitante, se for confirmada a mais rapida progressao de
infeccbes pelos HPVs 16 e 18. Os métodos de PCR baseados na amplificagdo de DNA
de HPV possuem um alta sensibilidade para a detec¢do viral em amostras cérvico
vaginais [57]. No entanto, estes testes revelam o problema da possivel contaminagéao
com o produto amplificado, pelo que, deveriam ser realizados em laboratorios
especializados. Por outro lado, os métodos comercializados de amplificacdo do sinal, ou
seja, a captura hibrida de DNA de HPV, séo teoricamente menos sensiveis, mas tém um
menor risco de contaminacao e sao, portanto, mais faceis de introduzir nos laboratérios
de diagndstico. Técnicas baseadas em PCR podem detectar o tipo especifico e multiplas
infecgbes, o que permite acompanhamento especial da persisténcia da infeccdo. A
reaccdo de polimerizacdo em cadeia € actualmente o método mais sensivel para a
deteccgéo de HPV e o Unico método disponivel para identificagdo do tipo de virus.

A implementacéo da deteccdo de acidos nucleicos para HPV promete aumentar a
sensibilidade e a relagdo de custo-eficacia dos programas de despiste do cancro do colo
do utero, uma vez que permite detectar lesdes de alto risco mais precocemente e reduzir

a necessidade de colposcopia e de tratamentos desnecessarios.

1.2.8 Prevencao

Por as infeccbdes pelo HPV serem sexualmente transmissiveis, esforcos na
prevencdo da infeccdo pelo HPV podem prevenir o aparecimento de outras doengas
sexualmente transmissiveis, como por exemplo o HIV.

O programa “ABC” (“Abstinance, Be faithfull and use Condom”), ou seja,
abstinéncia sexual, ser fiel e utilizar preservativo foi uma abordagem de prevenc¢do do
HIV bem sucedida no Uganda, em finais dos anos 1980 e 1990. A abordagem ABC
poderia ter algum sucesso na prevencdo da infeccdo pelo HPV, pois evitando a
actividade sexual previne-se a maioria das infec¢bes pelo HPV sexualmente transmitidas
e impedindo, ao mesmo tempo, a aquisicdo de outras doencas sexualmente
transmissiveis [31]. Dada a forte associagdo entre aumento do numero de parceiros
sexuais e infeccdo pelo HPV, sendo fiel a um parceiro provavelmente diminuir-se-ia a

probabilidade de contrair uma infeccdo por HPV, apesar desta probabilidade ser mitigada
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se o parceiro sexual ndo for monogamico. Ainda assim, a prevaléncia e incidéncia de
infeccdo por HPV, provavelmente iria diminuir. Os efeitos de prevencédo de HPV através
do uso do preservativo ainda nao sdo bem claros. Um estudo recente sobre a eficacia da
utilizacdo do preservativo na prevencao da infeccdo pelo HPV mostrou que ndo existem
evidéncias consistentes de que o0 seu uso reduz o risco de aquisicdo de uma infeccdo por
HPV, apesar dos preservativos parecerem proteger contra as verrugas genitais, lesbes
intraepiteliais de alto grau e contra o cancro do colo do Utero invasor [31].

O reconhecimento de que a infec¢ao pelo HPV é a principal causa de neoplasia
do colo do uUtero tem criado novas frentes na prevencdo primaria e no tratamento da
doenca secundaria. Através da prevencao e controle de infeccdo genital por HPV, pode
conseguir-se uma prevencdo primaria do cancro do colo do utero. A prevencdo da
infeccdo genital HPV pode ser alcangada com estratégias de promocdo de saude de
forma a mudar o comportamento sexual sendo assim também controladas as outras DST
de importancia para a saude publica [49].

A vacinagdo actualmente é j4 uma realidade, mas o rastreio através do método de
Papanicolaou nédo deve, de todo, ser abolido [54]. Actualmente, as vacinas protegem
apenas contra 2 dos 15 tipos de HPV de alto risco, sendo eles o HPV 16 e o HPV 18 [31].
Os 13 tipos de HPV néo abrangidos pela vacinagédo provocam cerca de 30% dos cancros
cervicais e um numero de neoplasias anogenitais. Para além disso, vai levar alguns anos
até que todas as mulheres de risco estejam protegidas pela vacinacdo. E mulheres ja
infectadas ndo estéo protegidas dos tipos de HPV que ja as infectaram [54].

Os programas de vacinacdo devem ser implementados como parte de um
programa de cobertura mundial, pois, de outra forma, se a vacinacdo é sé oferecida
aqueles que tém acesso aos programas de rastreio, entdo os programas de vacinagao
serdo dispendiosos mas néo eficientes [54].

A vacinagdo contra o HPV terd grande valor nos paises em vias de
desenvolvimento, onde ocorre 80% dos novos casos anuais de cancro do colo do Utero e
onde os programas de rastreio por citologia tém sido ineficazes [50].

De acordo com o documento emitido pela Direccdo Geral de Saude Portuguesa
em Maio de 2008, intitulado “Vacinagao contra infecgbes por Virus do Papiloma Humano
(HPV)” [14], “desde Dezembro de 2006 € comercializada em Portugal a vacina
tetravalente Gardasil®, fazendo esta parte do Plano Nacional de Vacinac&o, desenvolvida
contra os HPV 16 e 18 (responsaveis por 70 a 75% de casos de cancro do colo do utero)

e contra 0s HPV 6 e 11 (responsaveis por cerca de 90% de casos de verrugas genitais).
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Desde Outubro de 2007 & também comercializada em Portugal a vacina bivalente
Cervarix®, que confere imunidade para os HPV 16 e 18 (responsaveis por 70 a 75% de
casos de cancro do colo do utero). As duas vacinas sdo constituidas por particulas
semelhantes aos virus (virus like particles - VLP), néo infecciosas, produzidas por
tecnologia de DNA recombinante e destinam-se a prevencdo das infeccdes por HPV,
incluindo as infec¢des persistentes, as lesdes intraepiteliais de baixo grau, as lesbes
precursoras do cancro ou HSIL e o cancro do colo do Utero. Adicionalmente, a vacina
tetravalente protege também contra o aparecimento de condilomas e de neoplasias
vulvares intraepiteliais (VIN). Ndo é conhecida a duracdo do periodo de proteccéo
induzido pelas vacinas. E apenas conhecido o periodo abrangido pelos estudos
realizados pelos fabricantes das vacinas (5,5 anos). Para as duas vacinas, esta
recomendado um esquema vacinal de 3 doses por via intramuscular e para nenhuma
delas esta, actualmente, estabelecida a necessidade de reforgos.”

Um bom programa de vacinac¢do contra o HPV, juntamente com o programa de
rastreio, apresenta maior probabilidade de diminuir a morbidade e mortalidade
associadas com neoplasia do colo do (tero, verrugas genitais e outras neoplasias

associadas com o HPV.

1.2.9 Tratamento

Uma vez diagnosticada por citologia, colposcopia e bidpsia dirigida pela
colposcopia, as opg¢Oes de tratamento para lesGes de baixo grau variam amplamente no
mundo, podendo ir desde a simples observacdo até terapias excisionais. Pacientes com
lesBes persistentes de baixo grau devem ser tratados principalmente com o0 uso da
terapia ablativa ambulatéria [49].

As orientacdes para a manipulagdo de lesbes de alto grau estdo bem
estabelecidas. Recomenda-se curetagem do endocolo se ndo existirem lesdes visiveis no
exocolo. Em pacientes com lesdes de alto grau confirmadas por bidpsia, deve ser
realizada conizacdo ou excluir a neoplasia invasora com electroconizagdo. Em mulheres
com cancro invasor sdo necessarios testes adicionais para estabelecer a fase de doenca.
O tratamento depende essencialmente da extensdo da lesdo mas também de outros

factores como a idade e o desejo de preservar a fertilidade [49].
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2. OBJECTIVOS

O objectivo geral deste trabalho consistiu na avaliacdo da eficacia do método para
detectar HPV de alto risco oncogénico. Para tal foi usado o método de deteccdo de
captura hibrida em mulheres com citologia negativas para lesao intraepitelial ou neoplasia

maligna. Assim foi:

= seleccionado um numero de casos de citologias NILM,

= analisado através de captura hibrida os casos de citologia ginecolégica com
resultado NILM, de modo a verificar a existéncia de associacdo entre o0s
resultados de HPV oncogénico positivo, casos de citologia normal e cancro do
colo do utero,

= estudada a correlagdo da prevaléncia da infeccdo de HPV de alto risco
oNncogeénico nos casos positivos em citologias NILM,

= estudada a correlacao entre os casos HPV oncogénico positivos e carga viral,

= verificada a importancia da pesquisa da infec¢cdo de HPV nas citologias NILM.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

Neste trabalho foram utilizadas 3262 amostras de individuos do sexo feminino,
obtidas a partir de citologias em meio liquido (ThinPrep®) que deram entrada no
Laboratorio de Anatomia Patologica J. A. Macedo Dias, S.A. provenientes de varias
consultas, quer de planeamento familiar, quer de ginecologia, de todo o pais, e que foram
classificados com diagndstico de citologia NILM, segundo o Sistema de Bethesda.

3.2 TESTE DE DNA-HPV PELO METODO DE CAPTURA HIBRIDA

A Captura Hibrida® (Digene Inc., Gaithersborough MD, USA) é um sofisticado
teste quantitativo de hibridagdo molecular, para pesquisa de virus e bactérias (Virus do
Papiloma Humano, Chlamydia trachomatis e Neisseria gonohhoeae). O teste de DNA-
HPV pelo método da captura hibrida consiste numa hibridagéo de anticorpos amplificados
realizada em microplaca e utilizando deteccdo quimioluminescente. O material para
andlise passa por cinco procedimentos: desnaturacao, hibridacéo, captura dos hibridos,
reaccao dos hibridos com o conjugado e amplificac@o do sinal (Fig. 17).

As amostras contendo o DNA alvo s&o hibridadas com uma sonda cocktall
especifica (Digene® Ref. 5196-1230). A sonda contém RNA de HPVs de alto risco:
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68. “Sado utilizados hibridos RNA:DNA para evitar
hibridacdo n&o especifica, uma vez que o uso de sondas RNA de cadeia simples evita
reacgOes cruzadas indesejaveis” (in http://www.kcm.com.br/index.php?option=com_
content&task=view&id=31&ltemid=43 Acedida em 06/07/2009). A alta estabilidade
térmica dos hibridos RNA:DNA favorece condi¢cdes de alta estringéncia, aumentando
assim a especificidade da reacgdo, ou seja, a probabilidade da sonda hibridar apenas
com o DNA alvo.

Os hibridos RNA:DNA resultantes sao capturados na superficie de uma
microplaca de poc¢os revestidos com anticorpos especificos para hibridos RNA:DNA. Os
hibridos imobilizados reagem com anticorpos especificos conjugados com fosfatase

alcalina, para hibridos de RNA:DNA, e sdo detectados com um substrato
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guimioluminescente. Véarias moléculas de fosfatase alcalina sdo conjugadas com cada
anticorpo. Mdltiplos anticorpos conjugados ligam-se a cada hibrido capturado, resultando

s

num sinal de amplificacdo substancial. Assim que o substrato é clivado pela enzima
fosfatase alcalina, é emitida luz que € medida em unidades de luz relativas no
luminémetro DML 2000°. A intensidade de luz emitida indica a presenca ou auséncia do
DNA alvo na amostra. A medida RLU maior ou igual ao valor cutoff indica a presenca da
sequéncia especifica de DNA-HPV na amostra. Um RLU menor que o valor do cutoff
indica auséncia da sequéncia de DNA-HPV especifico ou que os niveis de DNA-HPV

estdo abaixo do limite de deteccdo do ensaio.

5° Passo:
1? Passo:

_ Amplificagéo
Desnaturagio do Sinal
2" Passo: 3 Passo: 4" Passo:
Hibridizagao Captura dos Reagdo com

Hibridos o Conjugado

Figura 17: Procedimentos da captura hibrida que utiliza anticorpos na captura dos hibridos que
sdo detectados por quimioluminescéncia através da amplificacdo de sinal. (Adaptado de
http://www.digene.com.br/menu/captura_hibrida/texto_captura_hpv.asp#)

A leitura é totalmente automatizada, sendo os valores lidos pelo luminémetro
transmitidos a um computador, dotado de software especifico, que analisa os RLUs
medidos e faz os célculos de validagdo do ensaio e a quantificacdo dos controlos
positivos, negativos e amostras. E de salientar que o software executa o relatério final do

teste e a sua impressao, ndo havendo margem de erro nos calculos.
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O procedimento das amostras para analise de HPV por HC2 consistiu em:
= Colheitas do Material Biolégico — As citologias do colo uterino foram previamente

colhidas e armazenadas em meio liquido PreservCyt (Cytyc Corporation®).
= Fase de desnaturacdo das amostras — Pipetou-se 4 mL de amostra de citologia

liquida para um tubo de centrifuga ao qual foi adicionado 400 uL de meio de conversao
(Digene® Ref. 5127-1220). Os tubos foram vortexados de seguida durante 20 segundos a
1800 rotacdes por minuto (rpm) e posteriormente centrifugados 10 minutos a 2600 rpm.
Apbs centrifugacdo, foi decantado o sobrenadante e foram adicionados 150 uL de
desnaturante (120 pL Specimen Transport Medium (STM) + 60 pL desnaturante) a
amostra. O desnaturante contém hidroxido de sédio que quebra a cadeia dupla de DNA.
As amostras foram vortexadas durante 10 segundos a 1800 rpm e incubadas a 65°C *
2°C durante 45 minutos. Nesta altura, as amostras podem ser guardadas até 6 meses a
-20 °C.

= Fase de desnaturacdo dos controlos — Adicionou-se 500 pL de solucéo

desnaturante ao controlo positivo (1pg/mL de DNA-HPV 16 clonado em STM) e 1000 pL
de solugdo desnaturante ao controlo negativo (transportador de DNA em STM). As
amostras e os controlos foram vortexados durante 10 segundos a 1800 rpm e incubados
durante 45 minutos a 65 °C + 2°C.

= Fase de hibridacdo — Pipetou-se 25 pL de sonda cocktail de RNA-HPV de alto

risco para os tubos de hibridacdo. Pipetou-se 75 uL de cada um dos controlos e das
amostras para os respectivos tubos de hibridacdo, conforme o mapa de ensaio e
taparam-se 0os mesmos com pelicula aderente. Agitou-se 3 minutos a 1100 rpm no
agitador rotacional. Nesta fase, os controlos ficam com uma tonalidade amarela e as
amostras com uma tonalidade rosa, o que significa que houve mistura dos controlos com
a sonda e das amostras com a sonda. Incubou-se em banho-maria a 65°C + 2°C durante
1 hora.

= Fase de captura dos hibridos — Em seguida, transferiu-se os 100 yL dos controlos

e das amostras para 0s respectivos pogos da microplaca. Cobriu-se com pelicula
aderente e agitou-se no agitador rotacional a 1100 rpm durante 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida, rejeitou-se, com um Gnico movimento, o conteddo dos pocos e
mantendo a microplaca para baixo, bateu-se 4 vezes em papel absorvente para retirar o

excesso das amostras/controlos.
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= Fase de reaccao dos hibridos com o conjugado — Pipetou-se para cada pogo 75

UL de Reagente 1 (contém conjugado da enzima fosfatase alcalina). Cobriu-se com
pelicula aderente e incubou-se durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida, virou-se a microplaca, num movimento Unico contra papel
absorvente, 2 minutos, de forma ao seu conteudo ser todo absorvido. Bateu-se 4 vezes
em papel absorvente e em seguida fez-se lavagem do excesso das amostras nao
capturadas com tampéo de lavagem, fazendo-se 3 ciclos de lavagem em forma de
serpentina. Retirou-se o excesso de tampao de lavagem batendo firmemente 4 vezes em
papel absorvente.

= [Fase de amplificacdo do sinal - Pipetaram-se 75 uL de Reagente 2 (substrato

gquimioluminescente), cobriu-se com pelicula aderente e incubou-se 15 minutos no
escuro, a temperatura ambiente. Em seguida, retirou-se a pelicula aderente, colocou-se a
microplaca no luminémetro e procedeu-se a leitura dos RLUs. No final de cada ensaio foi
feita automaticamente a média dos RLUs dos controlos positivos e negativos, dando o

respectivo cutoff, validando o ensaio.
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4. RESULTADOS

O Laboratério de Anatomia Patolégica J. A. Macedo Dias, S.A. no Porto, no ano
de 2007 analisou 14.938 exames de citologias em meio liquido. Cerca de 30% desses
exames, ou seja 4.486, foram encaminhados para realizacdo de teste de HPV pelo
método de captura hibrida.

Neste trabalho, comecgou-se por detectar a presenca de HPV de alto risco (tipos
16/18/31/33/35/39/45/51/52/56/58/59/68) em amostras de 3.262 mulheres com citologias
NILM, de acordo com o Sistema de Bethesda. Os 3.262 diagnésticos foram agrupados de
acordo com o diagnostico especifico de negativo para lesdo intraepitelial ou neoplasia

maligna:

= NILM sem alteracdes

=  Processo inflamatério inespecifico

= Presenca de microrganismos:
o Vaginose bacteriana
o Candida spp
o Actinomyces spp

o Trichomonas vaginalis

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados das citologias NILM com resultado
positivo para a captura hibrida. Dos 2.192 casos NILM sem alteracdes, 267 (12,2%)
foram positivos para o HPV. Relativamente aos processos inflamatérios inespecificos (n=
759) 20,7% (157 casos) foram positivos para captura hibrida de DNA de HPV. Dos casos
de infeccdo por microrganismos, 11,5% (55 casos) foram positivos para captura hibrida
de HPV: 13,9% (25 casos) apresentavam vaginose; 21,4% (18 casos) infeccdo por
Candida spp; 7,4% (2 casos) infeccdo por Actinomyces spp e 50% (10 casos) infeccao
por Trichomonas vaginalis.

A prevaléncia das citologias NILM com HC2 positivo foi de 14,7%.
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Tabela 2: Resultados de diagndstico citoldgico NILM com resultado de captura hibrida positivos.

) ) o ] Frequéncia
Tipo de diagnostico associado ao N° HC2
N° o HC2
NILM Positivos o
Positivos(%)
NILM sem alteraces 2.192 267 12,2
Processo inflamatério inespecifico 759 157 20,7
Vaginose
) 180 25 13,9
bacteriana
Candida spp 84 18 21,4

Presenca de

Microrganismos Actimomyces spp 27 2 7,4

Trichomonas
o 20 10 50,0
vaginalis

Total 3.262 479

NILM — Negativo para leséo intraepitelial ou neoplasia maligna
HC2 — Captura hibrida 2

Do total de casos com resultado positivo para captura hibrida (Tabela 3) 55,7%
dos casos foram classificados como NILM sem alteragdes, 32,8% apresentavam
processos inflamatérios  inespecificos, 11,5% apresentavam infec¢cbes por
microrganismos: 5,2% casos de vaginose bacteriana, 3,8% casos de infeccdo por
Candida spp, 0,4% casos de infec¢édo por Actinomyces spp e 2,1% casos de infeccdo por

Trichomonas vaginalis.
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Para os casos de captura hibrida negativos (n=2.783), 1925 (69,2%) casos eram
NILM sem alteracdes, 602 (21,6%) apresentavam processo inflamatério inespecifico, 256
infec¢cdes por microrganismos: 155 (5,6%) vaginose bacteriana, 66 (2,4%) Candida spp,
25 (0,9%) Actinomyces spp e 10 (0,4%) casos de infeccdo por Trichomonas vaginalis.

Tabela 3: Distribuicdo dos casos de captura hibrida positivos e negativos de acordo com o

diagnostico citolégico.

Tipo de diagndstico associado n HC2  Frequéncia n HC2 Frequéncia

ao NILM Positivos (%) Negativos (%)
NILM sem alteracOes 267 55,7 1.925 69,17
Processo inflamatorio
) . 157 32,8 602 21,63
inespecifico
Vaginose
) 25 52 155 5,57
bacteriana
Candida spp 18 3.8 66 2,37
Presenca de
Microrganismos Actimomyces 5 04 25 0.90
Spp
Trichomonas
o 10 2,1 10 0,36
vaginalis
Total 479 100 2.783 100

NILM — Negativo para leséo intraepitelial ou neoplasia maligna
HC2 — Captura hibrida 2
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A tabela 4 refere-se a distribuicdo dos casos de captura hibrida positivos
relacionados com a carga viral de alto risco, relativos ao 1° trimestre de 2007.

Baseado no artigo cientifico de 2006 “Determination of HPV DNA viral load by
hybrid capture assay and its association with cytological findings” da autoria de Tozetti e
colaboradores [56], os valores da carga viral foram agrupados nos intervalos de 1 a <10
RLU/CO, 10 a <100 RLU/CO, 100 a <1.000 RLU/CO e = 1.000 RLU/CO, sendo RLU/CO
o valor da carga viral.

O maior nimero de resultados com RLU de 1 a <10 foi obtido nas citologias NILM
sem alteracBes, seguido do processo inflamatério inespecifico (16 casos), presenca de
infeccdo por Candida spp (9 casos), vaginose bacteriana (5 casos) e presenca de
infecgcdo por Actinomyces spp e Trichomonas vaginalis (1 caso cada).

No intervalo de 10 a <100 RLU/CO obtivemos 25 casos de NILM sem alteragdes,
9 casos de processo inflamatorio inespecifico, 1 caso de vaginose bacteriana, presenca
de infecgé@o por Actinomyces spp e infeccdo por Trichomonas vaginalis. No intervalo de
100 a <1.000 RLU/CO obtivemos um total de 13 casos, sendo o maior nUmero obtido em
casos NILM sem alteragbes (9 casos).

Em relagdo ao intervalo em que o RLU é = 1.000 RLU/CO, obtivemos 4 casos de
NILM sem alteracfes, 1 caso de vaginose bacteriana e 2 casos de presenca de infeccdo

por Trichomonas vaginalis.
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Tabela 4: Distribuicao dos casos de captura hibrida positivos relacionados com a carga viral de
alto risco relativos ao 1° trimestre de 2007.

Carga viral de alto risco

Tipo de diagndstico associado

10a< 100 a<
2o NILM 1a<10 >1.000
100 1.000 Total
RLU/CO RLU/CO
RLU/CO RLU/CO
NILM sem alteracGes 51 25 9 4 89
Processo inflamatorio
) . 16 9 2 0 27
inespecifico
Vaginose
] 5 1 0 1 7
bacteriana
Candida spp 9 0 2 0 11
Presenca de
Microrganismos Actimomyces 1 1 0 0 5
spp
Trichomonas
o 1 0 2 4
vaginalis
Total 83 37 13 7 140

NILM — Negativo para lesao intraepitelial ou neoplasia maligna
RLU/CO - Valor da carga viral
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5. DISCUSSAO

A ligacao causal entre a infeccdo pelo virus do papiloma humano e o cancro do
colo do utero foi demonstrada no inicio dos anos 80 por um virologista alemé&o de nome
Harald zur Hausen [9].

O estudo epidemiologico da infeccdo pelo HPV durante os dltimos 15 anos
centrou-se na demonstracdo de que a infec¢do pelo HPV é causa necessaria mas nao
suficiente do cancro do colo do Utero [5] e como tal, o virus € abordado principalmente
como um intermediario na carcinogénese do cancro do colo do utero. A compreensao do
HPV como um factor etioldgico para varios cancros, tais como o cancro do colo do utero
ou outros cancros anogenitais levou a tipagem do DNA de HPV e diagnostico de doencas
associadas ao HPV. Este conhecimento facilitou também o desenvolvimento de vacinas
preventivas e terapéuticas de HPV, bem como outras intervengdes terapéuticas [24].

Relativamente aos métodos de diagnostico, o método de Papanicolaou € o
método de rastreio por exceléncia [16], contribuindo para a reducdo da incidéncia de
cancro do colo do utero [34]. De entre os métodos moleculares de detecgédo de HPV, a
captura hibrida de DNA de HPV revelou-se um método confiavel, preciso e reprodutivel
na detecgdo de HPV oncogénico. O uso de testes de diagndstico para DNA de HPV em
combinacgdo com a citologia tem sido recomendada por alguns autores porque aumenta o
desempenho de ambos os testes [52,56]. A detec¢do do HPV estd reconhecida como
instrumento Gtil para a diminuigdo da incidéncia e mortalidade do cancro do colo do Utero.
Numerosos grupos avaliam a possibilidade de se usar técnicas de biologia molecular
distintas para a detecgédo de HPV como ferramenta de rastreio priméario do cancro do colo
do utero e para seguimento de doentes com ASC-US e com lesbes intraepiteliais de
baixo grau.

A deteccao de DNA de HPV é relevante no rastreio de pacientes com citologias
normais porque se forem detectados tipos de HPV de alto risco pode haver uma maior
probabilidade de um paciente desenvolver cancro do colo do Utero no futuro. Neste
estudo, a prevaléncia de citologias NILM com captura hibrida positiva foi de 14,7%, ou
seja, em 3262 casos NILM, 479 foram positivos para captura hibrida. Isto indica que
apesar da citologia ser negativa para lesdo intraepitelial ou neoplasia maligna, ha
infeccdo pelo HPV, que pode nédo ser eliminado pelo sistema imunitario, podendo evoluir

para lesao intraepitelial “oculta” uma vez que a citologia pode nao apresentar alteracfes
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citoldgicas. A prevaléncia de casos HPV positivos em citologias NILM foi semelhante a
encontrada noutro estudo ja publicado [47].

A maior causa de falsos negativos para HPV nas citologias usadas neste estudo
esta associada a citologias NILM sem alteracdes seguida das citologias de processos
inflamatorios inespecificos e das citologias com presenga de microrganismos. Dos 479
casos positivos na captura hibrida de citologias normais, 55,7% eram NILM sem
alteracdes, 32,8% tinham processo inflamatério inespecifico e 11,5% tinham infec¢éo por
bactérias, fungos e protozoarios.

A elevada percentagem de falsos negativos em citologias normais sugere que
numa fase inicial da doenca, os virus ndo provocam lesdes ou estas ndo sao visiveis por
microscopia ou entédo a carga viral pode ainda ndo ser suficiente para provocar alteracdes
celulares. Realmente, a deteccdo de virus de alto risco em citologias NILM é menos
frequente quando a carga viral é mais baixa(l a <10 RLU/CO) para todos os tipos de
diagndstico associados ao NILM.

Este facto vem confirmar que a vigilancia do HPV deve ser regular e que a captura
hibrida pode ser muito util no rastreio do cancro do colo do Gtero. Os falsos negativos nas
citologias dos processos inflamatorios inespecificos indicam que as alteracdes reactivas
gue ocorrem nestes processos podem obscurecer a leitura da citologia. A presenca de
cerca de 12% de falsos negativos em citologias positivas para a presenca de outros
microrganismos, nomeadamente protozoarios, alguns dos quais transmitidas por via
sexual, caso de Trichomonas vaginalis, sugere que quando ha infeccdo por estes
agentes se pesquise o HPV. A associacado entre a presenca de HPV e a presenca de
outros microrganismos tem sido detectada noutros estudos, nomeadamente quando
ocorre infeccdo por Trichomonas vaginalis [28,30,36,61]. A infeccdo por estes
microrganismos pode mascarar as lesées provocadas pelo HPV e, por outro lado, pode
influenciar o diagndstico do técnico e médico, pois este ao detectar um microrganismo,
pode associar as les6es a sua presenca, pondo de parte a hipotese da presenca de
infeccdo viral pelo HPV, a ndo ser que as alteragbes provocadas pelo virus sejam
evidentes como € o caso da coilocitose, alteragdo patognomonica do HPV.

Convém referir, contudo, que mesmo a captura hibrida pode originar falsos
negativos. Neste caso a presenca de falsos negativos pode estar relacionada com o facto
do material para andlise por captura hibrida poder ndo conter DNA suficiente para ser

analisado. Relativamente aos falsos positivos, a probabilidade de ocorréncia é minima,
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devendo-se principalmente a contaminagdo da amostra por outra, contaminagdo por
fosfatase alcalina exdgena presente no manuseamento sem luvas, pelo que se deve usar
luvas sem pd de talco, sendo falsos positivos por reacgBes cruzadas com outros
microrganismos pouco provaveis, segundo estudos da propria Digene®.

Tal como os estudos moleculares, os estudos epidemioldgicos das infec¢des pelo
HPV e das neoplasias do colo do utero tém fornecido muitas das bases do conhecimento
actual. Dos estudos epidemioldgicos realizados até hoje, tem sido observado que ha
varios factores de risco associados a infeccdo pelo HPV, nomeadamente a idade, o
método contraceptivo usado, antecedentes patoldgicos, entre outros. Assim sendo, estas
informacfes sdo relevantes para o diagndstico do cancro do colo do Utero pelo que
devem ser mencionadas, juntamente com outras informagfes clinicas relevantes, na
requisicdo de pedido do exame. Nos pedidos de exame do teste de Papanicolaou feitos
ao Laboratério de Anatomia Patolégica J. A. Macedo Dias no Porto, além do nome e
sexo, em muitos exames ndo foram fornecidas outras informacdes sobre as pacientes, o
gue dificultou a interpretagdo dos resultados e, consequentemente, o estudo
epidemioldgico. Teria sido interessante relacionar os resultados das citologias e dos
testes de captura hibrida com a idade das pacientes e com outros factores que controlam
a incidéncia do HPV. No entanto, os dados deste trabalho sobre a detec¢éo e prevaléncia
de DNA de HPV em pacientes com citologias NILM, contribui para aumentar o
conhecimento da epidemiologia do HPV, e pode fornecer informacgdes acerca da
importancia do teste de DNA de HPV. E também relevante saber que estas pacientes,
apesar de terem citologia negativa para lesdes intraepiteliais e neoplasia maligna, e por
terem captura hibrida positiva para DNA de HPV, tém um risco aumentado de
desenvolver cancro do colo do utero. A presenca de marcadores de HPV de alto risco
nao deve, por si s6, ser motivo para alarme, mas antes devera levar a instigacdo de uma
cuidadosa investigagéo clinica e repetido teste de HPV para ver a sua persisténcia, o que
constitui um factor de risco significativo para o desenvolvimento de lesbes proliferativas e
para a sua progressao. Se os métodos baseados em PCR podem ser usados para
detectar o tipo especifico de HPV em citologias positivas, o método de captura hibrida
pode ser usado para confirmar os resultados das citologias normais.

A quantificacéo da carga viral principalmente para os tipos de HPV de alto risco
oncogénico pode ser uma ferramenta util para o acompanhamento de pacientes com

lesGes suspeitas [24,56], visto que alguns estudos confirmaram que a carga viral elevada
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dos tipos de HPV de alto risco oncogénico poderd ser usada como marcador de
progressao de lesdes pré-cancerigenas, tendo o indice de valores de carga viral medido
pelos RLUs sido proposto para estimar a progresséo da doenca [56].

Os resultados deste estudo confirmam que a quantificagdo da carga viral € um
bom marcador para avaliar a progressao da doenca.

A maior incidéncia de resultados positivos por captura hibrida em citologias NILM,
neste estudo, foi observada para o intervalo com RLU entre 1 <10 em citologias NILM
sem alteracdes 0 que sugere que estes casos podem corresponder aqueles que regridem
naturalmente. Contudo, como j& foi referido, estes casos podem corresponder a uma fase
inicial da doenca pelo que devem ser seguidos por citologia.

Por outro lado, verificou-se que com o aumento da carga viral o risco do HPV né&o
ser detectado no exame citolégico diminui.

Os resultados da carga viral neste estudo, confirmam também que as infecgdes
por Trichomonas vaginalis estdo muito ligadas a infeccado por HPV. No intervalo de carga
viral 21.000 RLU/CO foi observado o maior numero de infeccdo por Trichomonas

vaginalis.
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6. CONCLUSAO

A infeccdo por tipos de HPV de alto risco esta directamente relacionada com o
desenvolvimento de cancro do colo do Utero [21]. Os estudos epidemiol6gicos que
levaram a associacao entre a infeccao por HPV e o desenvolvimento de cancro do colo
do utero contribuiram para uma melhor percepcado do processo oncogénico, melhores
programas de rastreio e a expansao de estratégias de prevencédo através da vacinacao.

A implementagdo de novas técnicas de detec¢cdo do HPV, caso da captura
hibrida, pode também melhorar o rastreio do cancro do colo do uUtero. Os resultados
deste estudo mostraram que a prevaléncia de citologias NILM com captura hibrida
positiva foi elevada, cerca de 15%.

A determinacdo da carga viral através desta técnica permite ainda identificar
melhor doentes com risco aumentado de desenvolver lesdes graves. Embora seja uma
técnica cara, a captura hibrida se aplicada estrategicamente pode ser vantajosa em

termos de custo-beneficio.
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