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 RESUMO 

 O  papilomavírus  humano  (HPV)  é  responsável  por  cerca  de  98,9%  dos  cânceres  de 
 colo  do  útero  ou  câncer  cervical,  que  é  o  segundo  câncer  que  mais  acomete 
 mulheres  no  Brasil  e  no  mundo.  Sendo  assim,  a  detecção  prévia  do  vírus  e  o 
 diagnóstico  das  lesões  pré-cancerosas  são  de  extrema  importância  para  prevenção. 
 Este  trabalho  tem  como  objetivo,  além  de  abordar  sobre  a  prevenção  do  câncer  do 
 colo  do  útero,  apresentar  características  do  vírus  e  patogenia  da  infecção 
 sexualmente  transmissível  causada  pelo  mesmo,  com  foco  principal  nos  exames 
 moleculares  para  diagnóstico,  que  tem  como  principal  objetivo  a  triagem  de  lesões 
 precursoras  do  câncer.  A  partir  de  exames  clínicos  como  o  Papanicolaou  e  biópsias 
 de  verrugas,  também  é  feito  diagnóstico  através  de  técnicas  para  genotipagem  do 
 vírus  e  exames  moleculares  como:  hibridização  in  situ  (ISH),  captura  híbrida, 
 imuno-histoquímica  (IHQ),  reação  em  cadeia  de  polimerase  (PCR),  southern  blot, 
 sequenciamento,  entre  outras.  A  prevenção  do  câncer  cervical,  além  de  exames 
 preventivos,  se  dá  principalmente  por  meio  da  vacinação,  que  está  implementada 
 pelo  Ministério  da  Saúde,  no  calendário  Nacional  de  Vacinação  desde  2014,  para 
 proteger  contra  os  vírus  mais  frequente  associados  ao  câncer  de  colo  do  útero.  Para 
 tanto,  realizou-se  revisão  de  literatura  com  pesquisa  de  artigos  científicos  em  bases 
 de  dados  como  United  States  National  Library  of  Medicine  (PubMed),  Scientific 
 Electronic  Library  Online  (Scielo),  Literatura  Latino-Americana  e  do  Caribe  em 
 Ciências da Saúde  (LILACS),  Elsevier’s Scopus  (SCOPUS)  e Google Acadêmico. 

 Palavra-chave:  Papilomavírus Humano; Infecção Sexualmente  Transmissível; 
 Câncer do Colo do útero; Exames Moleculares. 



 ABSTRACT 

 The  human  papillomavirus  (HPV)  is  responsible  for  about  98.9%  of  cervical  cancers 
 or  cervical  cancer,  which  is  the  second  cancer  that  most  affects  women  in  Brazil  and 
 in  the  world.  Therefore,  prior  detection  of  the  virus  and  diagnosis  of  precancerous 
 lesions  are  extremely  important  for  prevention.  This  work  aims,  in  addition  to 
 addressing  the  prevention  of  cervical  cancer,  to  present  the  characteristics  of  the 
 virus  and  the  pathogenesis  of  the  sexually  transmitted  infection  caused  by  it,  with  a 
 main  focus  on  molecular  tests  for  diagnosis,  which  has  as  its  main  objective  the 
 screening  of  cancer  precursor  lesions.  Based  on  clinical  exams  such  as 
 Papanicolaou  and  wart  biopsies,  diagnosis  is  also  made  using  techniques  for 
 genotyping  the  virus  and  molecular  exams  such  as:  in  situ  hybridization  (ISH),  hybrid 
 capture,  immunohistochemistry  (IHC),  chain  reaction  of  polymerase  (PCR),  Southern 
 blot,  sequencing,  among  others.  The  prevention  of  cervical  cancer,  in  addition  to 
 preventive  exams,  is  mainly  done  through  vaccination,  which  is  integrated  by  the 
 Ministry  of  Health,  in  the  National  Vaccination  Calendar  since  2014,  to  protect  against 
 the  most  frequent  virus  associated  with  cervical  cancer.  To  this  end,  a  literature 
 review  was  carried  out  with  a  search  for  scientific  articles  in  databases  such  as  the 
 United  States  National  Library  of  Medicine  (PubMed),  Scientific  Electronic  Library 
 Online  (Scielo),  Latin  American  and  Caribbean  Literature  in  Health  Sciences 
 (LILACS), Elsevier's Scopus (SCOPUS) and Google Scholar. 

 Keywords:  Human  Papillomavirus;  Sexually  Transmitted  Infection;  Cervical  Cancer; 
 Molecular Tests. 
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 1 INTRODUÇÃO 
 O  gênero  papilomavírus  é  composto  por  vírus  que  infectam  humanos  e 

 animais.  São  originados  da  mudança  do  epitélio  de  seu  hospedeiro,  cerca  de  350 

 milhões  de  anos  atrás  nos  primeiros  répteis  que  surgiram  (BRAVO  IG,  2010).  A 

 família  Papillomaviridae  é  composta  por  pequenos  vírus,  de  aproximadamente  55 

 nm  de  diâmetro,  não  encapsulados  com  genoma  de  dupla  fita  circular  de  DNA  de 

 formato icosaédrico (ANTONSSON  et al.,  2006, STOLER,  2003). 

 O  Papilomavírus  Humano  (HPV)  é  o  vírus  deste  gênero,  que  infecta 

 humanos,  mais  especificamente  pele  e  mucosas  oral,  genital  ou  anal  de  homens 

 quanto  de  mulheres  (MINISTÉRIO  DA  SAÚDE,  2022).  Atualmente  são  descritos 

 mais  de  240  tipos  de  HPV,  são  divididos  em  dois  grupos  classificados  de  acordo  com 

 seu  potencial  oncogênico:  baixo  risco  oncogênico,  sendo  eles  os  tipos  6,  11,  40,  42, 

 43,  44,  54,  61,  70,  72  e  81  e  de  alto  risco  oncogênico  os  tipos  16,  18,  31,  33,  35,  39, 

 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022). 

 Esses  vírus  são  capazes  de  causar  uma  infecção  sexualmente  transmissível 

 (BOGANI  G,  2018),  que  segundo  a  Organização  Mundial  de  Saúde  (OMS)  cerca  de 

 80%  dos  indivíduos  sexualmente  ativos  irão  se  contaminar  em  algum  momento  da 

 vida (  ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2022). 

 Em  geral  costuma  ser  uma  infecção  assintomática  na  maioria  das  pessoas, 

 mas  cerca  de  5%  apresentaram  alguma  manifestação  clínica,  e  somente  1%  terão 

 manifestações  consideráveis,  que  podem  ser  precursoras  do  câncer  cervical,  são  as 

 chamadas  lesões  de  alto  grau  ou  neoplasias  intraepiteliais  cervicais  (NIC  II  e  NIC  III) 

 (  FUNDAÇÃO  OSWALDO  CRUZ  ,  2018).  O  indivíduo  infectado  pode  apresentar 

 lesões  que  são  chamadas  de  verrugas  anogenitais  ou  condiloma  acuminado, 

 trata-se  de  massas  com  caráter  benigno,  de  forma  pontiagudas  e  variam  de  formato, 

 podem  variar  em  tamanho  e  em  quantidade  (única  ou  múltiplas).  A  superfície  pode 

 ser  achatada  ou  papulosa,  fosca  ou  aveludada,  normalmente  não  apresentam 

 sintomas, porém, podem manifestar dor, prurido, sangue (GARLAND  et. al.,  2009). 

 O  diagnóstico  pode  ser  realizado  por  citologia  e  histologia,  mas  a  confirmação 

 pelo  HPV  é  realizada  por  meio  de  exames  moleculares  como:  hibridização  in  situ 

 (ISH),  captura  híbrida,  imuno-histoquímica  (IHQ),  reação  em  cadeia  de  polimerase 

 (PCR),  southern  blot,  sequenciamento,  entre  outras  (STEINAU  et  al.  ,  2012;  GUO  et 

 al.  ,  2008).  Esses  exames  e  o  diagnóstico  da  infecção  pelo  HPV,  tem  como  principal 

 objetivo triar lesões precursoras de câncer (  FUNDAÇÃO  OSWALDO CRUZ  , 2018). 
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 A  prevenção  mais  segura  para  a  infecção  pelo  HPV  é  a  vacinação,  que  está 

 implementada  no  Calendário  Nacional  de  Vacinação,  pelo  Ministério  da  Saúde,  que 

 prevê  a  vacina  quadrivalente,  ou  seja,  contra  os  tipos  de  HPV  6  e  11  (aqueles  que 

 são  de  baixo  risco  oncogênico,  mas  são  os  maiores  responsáveis  pelas  lesões 

 mucosas)  e  16  e  18  (que  são  os  de  alto  risco  oncogênico)  (MINISTÉRIO  DA  SAÚDE, 

 2022). 
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 2 OBJETIVOS 

 2.1 OBJETIVO GERAL 

 Realizar  uma  revisão  narrativa  da  literatura  a  fim  de  conhecer  o  que  se  tem 

 publicado sobre o HPV com foco nos exames moleculares para diagnóstico. 

 2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 -  Descrever  informações  sobre  o  vírus  juntamente  com  seu  mecanismo  de 

 ação patológico; 

 -  Abordar características da infecção sexualmente transmissível pelo HPV; 

 -  Trazer informações sobre o HPV e o câncer do colo do útero; 

 -  Descrever  os  principais  métodos  moleculares  para  diagnóstico,  presentes  na 

 literatura para identificação da infecção; 

 -  Trazer informações sobre prevenção. 
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 3 JUSTIFICATIVA 
 De  acordo  com  a  Organização  Mundial  de  Saúde  (2022)  mais  de  80%  dos 

 indivíduos  com  vida  sexual  ativa  irão  adquirir  o  HPV,  portanto,  pode-se  dizer  que  é 

 uma doença de grande impacto no mundo. 

 A  infecção  persistente  pelo  HPV  está  relacionada  com  o  câncer  de  colo  do 

 útero  (BRUNI  et  al.,  2019).  Os  tipos  de  HPV  oncogênicos  mais  comuns  identificados 

 no  câncer  do  colo  do  útero  incluem  HPV16  (53%),  HPV18  (15%),  HPV45  (9%), 

 HPV31 (6%) e HPV33 (3%) (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). 

 Segundo  estudo  realizado  pela  International  Agency  for  Research  on  Cancer 

 (IARC)  no  ano  de  2020  cerca  de  570  mil  mulheres  desenvolveram  câncer  do  colo  do 

 útero,  sendo  que  311  mil  delas  morreram.  Foi  considerado  o  quarto  câncer  mais 

 comum  entre  as  mulheres  e  também  a  quarta  maior  causa  de  morte  por  câncer  no 

 mundo. 

 No  Brasil,  o  câncer  cervical  foi  considerado  o  terceiro  câncer  mais  incidente 

 em  mulheres.  A  estimativa  de  novos  casos  é  de  17.010  por  ano  entre  2023  e  2025,  o 

 que  representa  um  risco  estimado  de  15,38  casos  a  cada  100  mil  mulheres  (INCA, 

 2022). 

 Dessa  forma,  o  conhecimento  difundido  sobre  o  assunto  é  de  extrema 

 importância  para  os  profissionais  de  saúde  com  intuito  de  realizar  uma  correta 

 assistência  ao  paciente,  conduzindo  as  suas  queixas  e  estabelecendo  um 

 diagnóstico  mais  preciso  para  melhora  nas  medidas  terapêuticas  e  prevenção  da 

 doença e possíveis agravamentos após infectado. 

 Além  de  auxiliar  pacientes  e  população  em  geral,  no  esclarecimento  de 

 dúvidas rápidas e conscientização. 
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 4 METODOLOGIA 
 Foi  realizado  uma  revisão  da  literatura,  elaborando  uma  organização  de 

 conhecimentos  sobre  o  assunto  escolhido,  com  a  ajuda  de  base  de  dados  como 

 United  States  National  Library  of  Medicine  (PubMed),  Scientific  Electronic  Library 

 Online  (Scielo),  Literatura  Latino-Americana  e  do  Caribe  em  Ciências  da  Saúde 

 (LILACS),  Elsevier’s Scopus  (SCOPUS) e Google Acadêmico. 

 Para  o  levantamento  das  informações  foram  utilizadas  as  seguintes  palavras 

 de  busca:  “  HPV”  ,  “diagnóstico  molecular”,  “papilomavírus”,  ''câncer  cervical’’, 

 ‘’methodology’’, ‘’molecular diagnosis’’. 

 Os  critérios  de  inclusão  dos  artigos  foram  baseados  no  ano  de  publicação, 

 sendo  selecionados  aqueles  entre  2009  a  2023  com  as  palavras  de  busca 

 especificadas,  podendo  ser  nos  idiomas  de  português,  inglês  e  espanhol  e  foram 

 analisados artigos que continham os objetivos propostos no trabalho. 
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 5 REVISÃO DA LITERATURA 

 5.1 OS PAPILOMAVÍRUS 

 O  gênero  papilomavírus  consiste  em  um  grupo  com  diversos  vírus  que 

 infectam  humanos  e  animais.  Originam-se  da  mudança  no  epitélio  de  seu 

 hospedeiro,  cerca  de  350  milhões  de  anos  atrás  nos  primeiros  répteis  que  surgiram 

 (BRAVO IG, 2010). 

 O  DNA  do  papilomavírus  foi  obtido  a  partir  da  pele  e  lesões  de  espécies  de 

 mamíferos,  aves  e  tartarugas.  Como  muitos  papilomavírus  causam  infecções 

 assintomáticas,  seu  DNA  foi  recuperado  também  da  pele  saudável  de  muitos 

 mamíferos (ANTONSSON et al., 2006). 

 Atualmente  são  encontrados  em  aves,  répteis,  marsupiais  e  mamíferos,  mas 

 não são encontrados em anfíbios (BRAVO IG, 2010). 

 A  família  Papillomaviridae  é  composta  por  pequenos  vírus  não  encapsulados 

 com genoma de dupla fita circular de DNA (ANTONSSON  et al.,  2006). 

 São  mais  de  240  tipos  classificados  em  cerca  de  37  gêneros  (  BERNARD  et 

 al.,  2010  ; VILLIERS  et al.,  2004;  VAN DOORSLAER  et al.,  201  2). 

 O  vírus  do  HPV  é  pequeno  medindo  cerca  de  55  nm  de  diâmetro,  possui 

 formato  icosaédrico,  não  envelopado,  com  presença  de  72  capsômeros.  Seu 

 genoma  é  circular  (Figura  1),  formado  por  dupla  fita  de  DNA  organizado  em 

 diferentes  regiões/janelas  de  leituras  (do  inglês,  open  reading  frame  -  ORF) 

 (MARTINS, 2014). 

 Região  E  ou  Early  ,  é  composta  por  pelo  menos  seis  genes  que  se  expressam 

 precocemente,  sendo  eles  E1,  E2,  E4,  E5,  E6  e  E7,  região  L  ou  Late  com  dois  genes 

 (L1  e  L2)  que  se  expressam  tardiamente,  e  a  região  regulatória  ou  LCR  (  large 

 control  region  )  que  fica  localizada  entre  L1  e  E6.  As  diferentes  regiões  com  seus 

 respectivos  genes  e  funções  estão  elencados  na  tabela  1  (CONSOLARO  et  al.  , 

 2014). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682213002924#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682213002924#bib6
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0042682213002924#bib90
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 Figura 1 - Representação do Genoma do HPV-16. 

 Fonte: Consolaro  et al.  (2014) 

 Tabela 1 - Funções dos genes do genoma do HPV. 
 Região  Genes  Função 

 Early 

 E1  Regula a replicação do DNA viral 

 E2  Regula a expressão de genes virais e a replicação do DNA viral 

 E4  Contribui para a montagem do capsídeo viral e a liberação de 
 partículas virais 

 E5  Interfere na regulação do ciclo celular e promove a proliferação 
 celular 

 E6  Suprime a resposta imune do hospedeiro e promove a 
 transformação celular 

 E7 
 Interage com proteínas do hospedeiro envolvidas na regulação do 
 ciclo celular, promovendo a proliferação celular e a transformação 
 maligna 

 Late 
 L1  Codifica as proteínas principais do capsídeo viral 

 L2  Codifica proteínas estruturais adicionais do capsídeo viral 

 LCR  Controla a replicação do DNA viral e a expressão gênica viral 

 DNA: Ácido Desoxirribonucleico, LCR: região regulatória ou  large control region 

 Fonte: Consolaro  et al.  (2014) 
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 5.2 PAPILOMAVÍRUS HUMANO 

 O  HPV,  sigla  em  inglês  que  se  denomina  papilomavírus  humano,  são  vírus 

 que  infectam  pele  ou  mucosas,  seja  oral,  genital  ou  anal.  Podendo  afetar  tanto 

 homens  quanto  mulheres,  provocando  verrugas  na  região  genital  ou  ânus 

 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022). 

 São  mais  de  240  tipos  de  HPV  descritos  atualmente,  sendo  40  deles  que 

 acometem  os  órgãos  genitais  e  ânus,  divididos  em  dois  grupos  que  são  classificados 

 de  acordo  com  seu  potencial  oncogênico  conforme  tabela  2  (MINISTÉRIO  DA 

 SAÚDE, 2022). 

 Tabela 2 - Classificação do HPV de acordo com seu potencial oncogênico. 

 Baixo Risco Oncogênico  6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108. 

 Alto Risco Oncogênico  16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82. 

 Risco Indeterminado  34, 57 e 83. 

 Fonte: Autora com base no Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas, 2022 

 Destacam-se  os  tipos  16  e  18  como  responsáveis  por  cerca  de  70%  dos 

 cânceres de colo do útero (ORGANIZAÇÃO PAN-AMERICANA DE SAÚDE, 2022). 

 Os  tipos  6  e  11,  de  baixo  risco,  são  responsáveis  por  causar  as  verrugas 

 genitais,  que  se  trata  de  uma  condição  que  não  é  maligna,  mais  comumente  na 

 genitália externa (  ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2022). 

 Sendo  que  a  infecção  por  um  tipo  de  vírus  não  impede  que  ocorra  infecção 

 múltipla,  ou  seja,  por  mais  de  um  tipo  de  HPV  ao  mesmo  tempo  (MINISTÉRIO  DA 

 SAÚDE, 2022). 
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 5.3 TRANSMISSÃO 

 O  papilomavírus  humano  (HPV)  causa  uma  infecção  cuja  transmissão  se  dá 

 na  maioria  das  vezes  por  contato  sexual  (BOGANI  G,  2018),  pode  ocorrer  mesmo 

 quando  não  há  sinais  visíveis  de  infecção  ou  presença  de  feridas  (OYOUNI  et  al.  , 

 2023). 

 Segundo  a  OMS  (2022),  cerca  de  80%  dos  indivíduos  com  vida  sexual  ativa 

 irão contrair o vírus em algum momento da vida. 

 Existe  também  a  possibilidade  da  transmissão  vertical,  embora  seja  raro, 

 pode  ocorrer  quando  uma  mãe  infectada  transmite  o  vírus  para  o  filho  durante  o 

 parto,  onde  o  recém-nascido  pode  até  desenvolver  verrugas  genitais  ou  infecção  na 

 garganta  (OYOUNI  et al.  , 2023). 

 Sendo  assim,  é  fundamental  ter  conhecimento  que  o  HPV  é  uma  infecção 

 comum  que  pode  afetar  todas  as  idades  e  orientações  sexuais,  tendo  em  vista  que 

 muitas  vezes  as  pessoas  infectadas  não  apresentam  sintomas  visíveis  transmitindo 

 o vírus sem saber que está infectado. 

 5.3.1  Manifestações Clínicas 
 A  infecção  causada  pelo  HPV  pode  se  manifestar  de  três  diferentes  formas.  A 

 forma  clínica  é  caracterizada  pela  presença  das  verrugas  anogenitais  ou  também 

 conhecidas  vulgarmente  como  condiloma  acuminado,  essas  lesões  geralmente  se 

 apresentam  em  infecções  por  tipos  virais  de  baixo  risco  oncogênicos  (CASTRO  et 

 al.,  2009;  MINISTÉRIO  DA  SAÚDE,  2015).  Essas  lesões  são  massas  com  caráter 

 benigno,  de  forma  pontiagudas  e  variam  de  formato,  tamanho  e  em  quantidade 

 (única  ou  múltiplas).  A  superfície  pode  ser  achatada  ou  papulosa,  fosca  ou 

 aveludada,  normalmente  não  apresentam  sintomas,  porém,  podem  manifestar  dor, 

 prurido, sangue (GARLAND  et. al.,  2009). 

 A  forma  subclínica  na  maioria  dos  casos  é  identificada  através  de  exame  de 

 colposcopia  e/ou  Papanicolaou,  que  apresenta  lesões  no  colo  do  útero.  A  forma 

 latente  ocorre  quando  os  indivíduos  infectados  não  apresentam  lesões,  sejam  elas 

 manifestações  clínicas,  citológicas  ou  histológicas,  sendo  assim,  a  infecção  é 

 detectada  através  de  métodos  moleculares  que  detectam  o  DNA  do  vírus  (CASTRO 

 et al., 2009; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 
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 Em  geral  é  uma  infecção  que  na  maioria  das  pessoas  é  assintomática,  mas 

 cerca  de  5%  apresentaram  alguma  manifestação  clínica,  mas  somente  1%  terão 

 manifestações  consideráveis,  que  podem  ser  precursoras  do  câncer  do  colo,  são  as 

 chamadas  lesões  de  alto  grau  ou  neoplasias  intraepiteliais  cervicais  (NIC  II  e  NIC  III) 

 (  FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ  , 2018). 

 Sendo  que  a  maioria  das  infecções  genitais  pelo  HPV  é  adquirida,  e 

 lentamente eliminadas pelo sistema imune do hospedeiro (CARTER  et al.  , 2000). 

 As  lesões  em  homens  são  mais  frequentes  no  prepúcio  e  glande,  podendo 

 ocorrer  também  na  pele  do  pênis  e  no  escroto,  ou  até  em  regiões  perianais,  sendo 

 mais  frequentes  em  indivíduos  que  pratiquem  atividade  sexual  anal  (MINISTÉRIO 

 DA SAÚDE,2022). 

 5.3.2 Patogenia e Ciclo de Vida do HPV 
 A  patogenia  do  HPV  está  relacionada  à  capacidade  do  vírus  infectar  as 

 células  epiteliais  da  pele  e  mucosas  do  indivíduo.  O  vírus  entra  em  contato  com 

 essas  células  e  ocorre  uma  série  de  eventos  que  levam  a  sua  replicação  e 

 consequentemente, resposta imunológica (LETO  et al.  ,  2011). 

 A  infecção  inicial  do  HPV  ocorre  quando  o  vírus  penetra  nas  células  epiteliais 

 por  meio  de  pequenas  lesões  ou  microtraumas  na  pele  ou  mucosas.  Durante  esse 

 processo,  o  vírus  se  liga  aos  receptores  presentes  nas  células  e  adentra  o  interior 

 delas.  Uma  vez  dentro  da  célula  hospedeira,  o  HPV  realiza  a  replicação  viral, 

 aproveitando-se  dos  recursos  da  própria  célula.  O  DNA  viral  se  incorpora  ao  DNA  da 

 célula,  resultando  na  ativação  dos  genes  virais  e  na  síntese  de  proteínas  virais.  O 

 HPV  causa  modificações  nas  células,  interferindo  na  regulação  do  ciclo  celular  e 

 estimulando  a  multiplicação  das  células  infectadas.  Isso  pode  resultar  em  um 

 aumento  descontrolado  das  células  e  no  surgimento  de  lesões  (NELSON  et  al.  , 

 2023). 

 Em  determinadas  situações,  a  presença  contínua  da  infecção  pelo  HPV  de 

 alto  risco  pode  ocasionar  o  surgimento  de  lesões  pré-cancerígenas,  como 

 neoplasias  intraepiteliais  cervicais.  Essas  lesões  possuem  a  capacidade  de  evoluir 

 para o câncer caso não sejam devidamente tratadas (GARLAND  et. al.,  2009). 

 Já  o  ciclo  de  vida  do  HPV,  é  aquele  que  ocorre  dentro  das  células  epiteliais, 

 ou  seja,  está  relacionado  com  a  replicação  e  disseminação  do  mesmo  no  organismo 

 do  indivíduo.  O  vírus  libera  seu  material  genético  (DNA  de  fita  dupla),  que  será 
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 transportado  para  o  núcleo  da  célula,  onde  irão  ocorrer  processos  de  transcrição  e 

 replicação.  Os  genes  virais  Early  ou  Late  são  expressos,  resultando  na  produção  de 

 proteínas virais (VIDAL  et al.  , 2012). 

 As  proteínas  virais  desempenham  um  papel  fundamental  na  montagem  das 

 partículas  virais.  Elas  se  organizam  em  capsídeos,  que  são  as  estruturas  que 

 envolvem  o  material  genético  viral.  O  DNA  viral  é  encapsulado  dentro  desses 

 capsídeos, formando novas partículas virais maduras (CONSOLARO  et al.  , 2014). 

 5.4  HPV E O CÂNCER CERVICAL 

 A  presença  do  vírus  HPV  é  um  fator  essencial,  embora  não  suficiente,  para  o 

 desenvolvimento do câncer de colo do útero (SILVA  et al.  , 2006). 

 A  infecção  persistente  do  HPV  pode  levar  à  modificações  nas  células 

 cervicais,  e  em  alguns  casos,  evoluir  ao  câncer.  Esse  processo  geralmente  ocorre 

 de  maneira  gradual,  podendo  durar  aproximadamente  de  10  a  20  anos  (INCA, 

 2021). 

 Entretanto,  como  dito  anteriormente,  apenas  a  infecção  pelo  HPV  não  é 

 suficiente  para  o  desenvolvimento  do  câncer,  sendo  necessário  que  haja  uma 

 infecção  persistente  por  um  tipo  oncogênico,  além  da  influência  de  outros  fatores 

 para iniciar as alterações celulares (INCA, 2021). 

 Os  tipos  de  HPV  oncogênicos  mais  comuns  identificados  no  câncer  do  colo 

 do  útero  incluem  HPV16  (53%),  HPV18  (15%),  HPV45  (9%),  HPV31  (6%)  e  HPV33 

 (3%) (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020). 

 As  células  passam  por  estágios  de  lesões  precursoras  que  são 

 assintomáticas,  e  quando  identificadas  e  tratadas  adequadamente  são  curáveis.  A 

 progressão  das  alterações  celulares  após  infecção  pelo  HPV  até  o  desenvolvimento 

 do câncer, está representada de forma esquemática na figura 2 (INCA, 2021). 
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 Figura 2 - Progressão do câncer cervical após infecção pelo HPV. 

 Fonte: Adaptado do Instituto  Nacional de Câncer José  Alencar Gomes da Silva (2021). 

 Um  dos  fatores  que  pode  influenciar  nas  alterações  celulares  e  progressão  do 

 câncer  cervical  é  o  tabagismo,  que  está  relacionado  a  redução  das  células  do 

 sistema  imunológico  presente  no  revestimento  do  colo  do  útero,  ocorre  uma 

 diminuição  dos  componentes  de  defesa  do  epitélio  cervical  que  pode  levar  a 

 condições  favoráveis  para  a  ocorrência  de  infecções  virais  e  contribuir  para  o 

 processo de desenvolvimento do câncer  (INCA, 2021). 

 Outros  fatores  como  o  uso  prolongado  de  anticoncepcionais  (deve-se 

 ressaltar  que  os  benefícios  de  um  método  contraceptivo  eficaz  para  prevenir 

 gestações  indesejadas  superam  a  pequena  chance  de  aumento  do  risco  de  câncer 

 de  colo  do  útero  associado  ao  uso  prolongado  de  certos  contraceptivos  orais  por 

 mais  de  cinco  anos)  (SASIENI,  2007),  primeiro  parto  com  idade  precoce,  aumento 

 de  partos,  indivíduos  imunodeprimidos  são  determinantes  para  essa  infecção 

 persistente pelo HPV e consequente câncer cervical (MUÑOZ  et al.  , 2006). 

 A  idade  também  é  um  fator  importante,  visto  que  na  maioria  das  infecções  por 

 HPV  em  mulheres  com  idade  inferior  a  30  anos  ocorre  uma  regressão  espontânea, 
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 por  outro  lado,  acima  dessa  faixa  etária,  a  persistência  do  vírus  é  mais  frequente 

 (INCA, 2021). 

 A  partir  disso,  foram  definidos  critérios  de  identificação  dessas  lesões 

 persistentes.  A  denominação  foi  se  atualizando  ao  passar  dos  anos,  e  ainda  hoje 

 continua  evoluindo.  São  chamados  de  displasia,  classificado  em:  leve,  moderada  e 

 severa  ou  neoplasia  intraepitelial  cervical  (NIC  1,  2  e  3),  ou  mais  recentemente 

 denominado  de  lesões  de  alto  grau  (HSIL  -  do  inglês  high-grade  intraepithelial 

 lesion)  ou  de  baixo  grau  (LSIL,  do  inglês  low-grade  intraepithelial  lesion)  (DARRAGH 

 et al.,  2012). 

 A  nomenclatura  em  outros  órgãos  segue  a  mesma  lógica:  anal  (AIN,  do  inglês 

 anal  intraepithelial  lesion),  vulvar  (VIN,  do  inglês  vulvar  intraepithelial  lesion),  vaginal 

 (VaIN,  do  inglês  vaginal  intraepithelial  lesion)  e  peniana  (PIN,  do  inglês  penile 

 intraepithelial lesion) (A MACHALEK DA  et al.,  2012). 

 5.5  DIAGNÓSTICO 

 O  objetivo  principal  do  diagnóstico  de  infecção  pelo  HPV  está  na  triagem  de 

 lesões precursoras de câncer (  FUNDAÇÃO OSWALDO CRUZ  ,  2018). 

 Para  diagnóstico  das  verrugas  é  basicamente  clínico,  sendo  que  em  algumas 

 situações  como  lesões  atípicas  ou  suspeitas,  em  pacientes  imunodeprimidos,  ou 

 lesões  com  suspeita  de  neoplasias,  é  indicativo  de  biópsia  (MINISTÉRIO  DA 

 SAÚDE, 2022). 

 Os  papilomavírus  não  conseguem  se  reproduzir  por  meio  de  cultura  in  vivo 

 convencional.  Sendo  assim,  sua  classificação  para  determinar  o  tipo  viral,  não  pode 

 ser  antigênica  e  de  sorotipo.  É  realizada  então  uma  identificação  e  classificação, 

 através da genotipagem (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2013). 

 Dessa  maneira,  a  sorologia  para  HPV  não  é  muito  usual  para  diagnóstico, 

 sendo  mais  utilizado  para  a  estimativa  de  idade  e  prevalência  da  exposição  em 

 locais  de  pré-vacina  e  para  pós-vacina  mensurar  a  efetividade  da  vacina  (GARLAND 

 et al.  , 2010). 

 O  diagnóstico  das  lesões  pré  cancerosas,  pode  ser  realizado  por  citologia  e 

 histologia,  mas  a  confirmação  de  infecção  pelo  HPV  é  feita  por  meios  moleculares 

 como:  hibridização  in  situ  (ISH),  captura  híbrida,  imuno-histoquímica  (IHQ),  reação 

 em  cadeia  de  polimerase  (PCR),  southern  blot,  sequenciamento,  entre  outras 

 (STEINAU  et al.  , 2012; GUO  et al.  , 2008). 
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 5.4.1 Citologia Cérvico Vaginal 
 A  citologia  cérvico  vaginal  é  utilizada  amplamente  no  Brasil  e  no  mundo  como 

 o  método  mais  indicado  para  o  rastreamento  do  câncer  de  colo  do  útero  (INCA, 

 2016). 

 É  um  método  para  diagnosticar  precocemente  as  lesões  intraepiteliais 

 cervicais,  permitindo  a  detecção  das  lesões  precursoras  do  câncer  em  estágios 

 iniciais  em  mulheres  assintomáticas,  com  intuito  de  minimizar  a  progressão  do 

 câncer (ARAÚJO et al., 2014). 

 Através  das  Diretrizes  Brasileiras  para  o  Rastreamento  do  Câncer  do  Colo  do 

 Útero  no  Brasil,  descrito  pelo  INCA,  o  exame  preventivo  é  preconizado  para 

 mulheres com idade entre 25 e 64 anos de idade (INCA,2016). 

 Essa  técnica  surgiu  em  1920  por  George  Nicholas  Papanicolaou,  foi 

 desenvolvida  para  analisar  as  células  vaginais  e  do  colo  do  útero  (figura  3  e  4),  e  a 

 partir  disto  observou-se  a  presença  de  células  malignas,  o  que  o  fez  empregar  a 

 técnica para o diagnóstico do câncer do colo do útero (PAPANICOLAOU, 1973). 

 Figura 3 - Representação esquemática das células da camada do epitélio. 

 Fonte: Ministério da Saúde (2012)  . 
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 Figura 4 - Células normais do epitélio cervical. 

 Legenda: (a) Preparação de citologia normal; células intermediárias são indicadas com flechas. (b) 

 Corte histológico normal do epitélio escamoso. Fonte:  Prendiville e Sankaranarayanan (2017) 

 O  exame  é  feito  através  da  coleta  de  células  da  superfície  externa  do  colo  do 

 útero  e  da  parte  inferior  do  canal  cervical,  com  auxílio  de  uma  escova  (Figura  5a)  ou 

 espátula  de  Ayre  (Figura  5b).  Após,  o  material  coletado  é  adicionado  em  fina 

 camada  sobre  uma  lâmina  de  microscópio  de  vidro  (Figura  5c),  coradas  com  a 

 técnica  de  coloração  de  Papanicolaou  e  analisadas  no  microscópio  (MINISTÉRIO 

 DA SAÚDE,2012). 

 Figura 5 - Materiais Utilizados para Realização do Exame Papanicolaou. 

 Legenda:  (a)  Espátula  utilizada  para  coleta  de  material;  (b)Escova  para  coleta  de  material;  (c) 

 Lâminas  de  vidro  para  realização  dos  esfregaços;  (d)  Recipiente  de  plástico  com  líquido  fixador  para 

 acomodar a lâmina para transporte. Fonte: Ministério da Saúde (2012). 

 A  análise  ao  microscópio  é  feita  com  intuito  de  examinar  as  células  coradas 

 procurando  quaisquer  alterações  anormais,  como  células  pré-cancerosas  ou 

 cancerosas,  a  partir  da  observação  da  morfologia  celular,  analisando  cor,  tamanho, 

 formato e estrutura (MINISTÉRIO DA SAÚDE,2012). 
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 Uma  das  alterações  citológicas  encontradas  tipicamente  em  pacientes  com 

 infecção  pelo  HPV  são  coilócitos  encontrados  em  células  escamosas  superficiais 

 (Figura  6a)  e  intermediárias.  O  citoplasma  do  coilócito  (Figura  6b)  é  vacuolado, 

 contendo  pequenas  áreas  vazias,  e  pode  apresentar  hipercromasia,  ou  seja,  uma 

 coloração  mais  escura  do  núcleo.  Porém,  só  é  encontrada  em  cerca  de  30%  dos 

 casos de infecção pelo HPV (MINISTÉRIO DA SAÚDE,2012). 

 Figura 6 - Esfregaço cérvico-vaginal com presença de coilocitose. 

 Legenda: (a) Coilocitose nas camadas superficiais do epitélio; (b) Coilocitose em esfregaço vaginal. 

 Fonte: Ministério da Saúde (2012) 

 No  decorrer  dos  anos  houve  modos  diferentes  de  nomenclaturas  (descritas 

 na tabela 3) utilizadas para classificar as lesões cervicais (INCA, 2016). 

 Atualmente  a  nomenclatura  utilizada  começou  a  surgir  em  2001,  a  partir  de 

 um  evento  promovido  pelo  INCA  e  pela  Sociedade  Brasileira  de  Citopatologia 

 chamado  Discussão  da  Nomenclatura  Brasileira  de  Laudos  de  Exames 

 Citopatológicos  -  CITO  2001  e  posteriormente  atualizada  em  2002.  A  nomenclatura 

 em questão é semelhante e baseada na nomenclatura de Bethesda (INCA, 2012). 

 Os  achados  citológicos  podem  ser  classificados  como  alterações  benignas 

 sem  lesões  intra  epiteliais,  atipias  de  significado  indeterminado  (ASC-US),  lesões 

 intraepiteliais  escamosas  de  baixo  grau  (LSIL)  (Figura  7),  lesões  intraepiteliais  de 

 alto  grau  (HSIL)  (Figura  8),  atipia  glandular,  adenocarcinoma  in  situ  (AIS)  (Figura  9), 

 carcinoma invasivo e adenocarcinoma invasivo (NAYAR e WILBUR, 2017). 
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 Tabela 3 - Nomenclatura de Diferentes Classificações dos Achados Citológicos. 

 OMS 
 (1952) 

 Classificação de 
 Richart 
 (1967) 

 Sistema Bethesda 
 (2001) 

 Displasia leve  NIC1  Lesão intraepitelial escamosa 
 de baixo grau 

 Displasia moderada  NIC 2  Lesão intraepitelial escamosa 
 de alto grau 

 Displasia 
 acentuada/carcinoma in situ 

 NIC 3  Lesão intraepitelial escamosa 
 de alto grau 

 ----------------  ---------------- 
 Lesão intraepitelial escamosa 
 de alto grau com 
 características suspeitas de 
 invasão 

 Carcinoma escamoso 
 invasivo 

 Carcinoma escamoso 
 invasivo 

 Carcinoma escamoso 
 invasivo 

 Fonte: Adaptado do Ministério da Saúde (2012) 

 Figura 7 - Lesão intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL). 

 Legenda: (a) Lâmina de citologia de LSIL com presença de coilócitos (setas); (b) Corte histológico de 

 LSIL. Fonte:  Prendiville e Sankaranarayanan (2017) 
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 Figura 8 - Lesão intraepitelial de alto grau (HSIL). 

 Legenda: (a) Lâmina de citologia de HSIL, as setas indicam células basais escamosas anormais; (b) 

 Corte histológico de HSIL. Fonte:  Prendiville e Sankaranarayanan  (2017) 

 Figura 9 - Adenocarcinoma in situ (AIS). 

 Fonte:  Prendiville e Sankaranarayanan (2017) 

 Sendo  assim,  o  exame  de  rotina  mais  importante  para  a  triagem  de  pacientes 

 é  o  citopatológico,  servindo  como  alicerce  para  a  prevenção  do  câncer  do  colo  do 

 útero.  Entretanto,  os  testes  moleculares  têm  substituído  os  exames  convencionais 

 em  relação  a  diversas  doenças  infecciosas,  sendo  empregados  como  complemento 

 nos  testes  de  detecção  do  HPV  e  nos  exames  genotípicos  tradicionais.  Essa 

 abordagem  tem  o  potencial  de  reduzir  consideravelmente  o  número  de  casos  e 

 óbitos decorrentes do câncer (RONCO  et al.  , 2014). 
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 5.4.2 Métodos Moleculares 
 Os  métodos  moleculares  para  diagnóstico  estão  cada  vez  mais  sendo 

 desenvolvidos,  pois  são  capazes  de  detectar  o  DNA  viral,  ou  seja,  identificar  qual  o 

 tipo  do  vírus,  e  consequentemente,  ter  conhecimento  se  é  de  alto  ou  baixo  risco 

 oncogênico  (VILLA,  L.L.;  DENNY,  L.,  2006).  Sendo  assim,  esses  métodos 

 moleculares  são  de  grande  importância,  pois  são  efetivos  na  identificação  do  vírus 

 mesmo sem alterações morfológicas (WOLSCHICK et al., 2007). 

 No  mercado  global,  estão  disponíveis,  segundo  uma  análise  recente,  pelo 

 menos  254  testes  distintos  de  HPV  e  425  diferentes  variações  de  ensaios, 

 constatados  em  2020.  O  estudo  mostra  também  um  comparativo  do  ano  de  2015 

 com  193  testes  de  HPV  distintos  e  127  variantes,  demonstrando  um  aumento  de 

 31%.  Apesar  desse  aumento  exponencial  na  quantidade  de  testes,  mais  de  90% 

 deles  não  foram  submetidos  a  uma  avaliação  regulatória  ou  não  passaram  por  um 

 protocolo  rigoroso  de  validação  clínica,  e  a  grande  maioria  deles  não  possui 

 qualquer avaliação analítica ou clínica publicada na literatura (POLJAK  et al.  , 2020). 

 A  detecção  do  DNA  ou  RNA  do  HPV  através  de  técnicas  moleculares  é 

 considerada  o  padrão-ouro  para  identificação  do  vírus.  Existem  três  categorias  de 

 ensaios  moleculares  disponíveis  para  detectar  a  infecção  por  HPV  em  amostras  de 

 tecidos  e  células  esfoliadas.  Esses  ensaios  são  baseados  na  detecção  do  DNA  do 

 vírus  e  incluem:  ensaios  de  hibridização  não  amplificada,  como  a  hibridização  por 

 transferência  de  Southern  (STH),  a  hibridização  por  transferência  de  ponto  (DB)  e  a 

 hibridação  in  situ  (ISH);  ensaios  de  hibridação  amplificada  de  sinal,  como  a  captura 

 híbrida;  e  ensaios  de  amplificação  de  alvo,  como  a  reação  em  cadeia  da  polimerase 

 (PCR) e a PCR in situ (LIE; KRISTENSEN, 2008). 

 Segundo  o  site  oficial  do  Food  and  Drug  Administration  (FDA)  dos  Estados 

 Unidos,  atualizado  em  fevereiro  de  2023,  possui  mais  de  quatro  testes  aprovados 

 pelo  Center  for  Devices  e  pela  Radiological  Health  ,  baseados  em  ácidos  nucleicos 

 para detecção do HPV. Os mesmos estão listados na tabela 4 (FDA, 2023). 
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 Tabela 4 - Testes de detecção do HPV aprovados pelo  Food and Drug Administration 

 (FDA) 

 Nome do Teste  Nome Fabricante  Princípio do Teste 

 APTIMA HPV 16 18/45 

 Genotype Assay 

 Gen-Probe, Inc.  Detecção  qualitativa  do  mRNA 

 E6/E7  viral  dos  tipos  16,  18  e  45 

 do HPV 

 APTIMA HPV Assay  Gen-Probe, Inc. 

 Amplificação  de  ácido  nucleico 

 capaz  de  detectar  mRNA  dos 

 tipos de alto risco. 

 BD ONCLARITY HPV 

 ASSAY 

 BECTON, DICKINSON AND 

 COMPANY 

 Amplificação do DNA por PCR e 

 Hibridização de ácido nucleico, 

 detecta 14 tipos de alto risco. 

 Cobas HPV  Roche Molecular Systems, Inc 

 Teste  qualitativo  in  vitro,  por  PCR, 

 para  detecção  dos  tipos  de  alto 

 risco de HPV. 

 Cervista HPV 16/18  Hologic, Inc. 

 Detecção  DNA  do  tipo  16  e  18  por 

 sequências  específicas  de  ácidos 

 nucleicos. 

 Cervista HPV HR and 

 Genfind DNA Extraction  Hologic, Inc. 

 Qualitativo  para  detecção  in  vitro 

 de  DNA  de  14  tipos  diferentes  de 

 HPV de alto risco. 

 Cobas® HPV Test  Roche Molecular Systems, Inc. 

 Detecta  DNA  de  14  tipos  de  HPV 

 de  alto  risco  por  PCR  ou 

 Hibridização de ácidos nucleicos 

 Digene Hybrid Capture 2 

 High-Risk HPV DNA Test 

 Digene Corporation  Teste de captura híbrida capaz de 

 detectar o DNA do HPV. 

 Legenda: mRNA: ácido ribonucleico mensageiro; HPV: papilomavírus humano; PCR: reação em 

 cadeia de polimerase; DNA: ácido desoxirribonucleico; Fonte: Adaptado de  Food and Drug 

 Administration  (FDA), 2023. 
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 5.4.2.1 Captura Híbrida (CH) 

 A  captura  híbrida  é  um  método  de  diagnóstico  realizado  através  da  coleta  de 

 células  cérvico-vaginais  com  o  auxílio  de  escova  específica.  A  técnica  é  baseada  na 

 hibridização  entre  o  DNA  do  vírus  e  sondas  presentes  no  reagente,  há  sondas  para 

 vírus  de  baixo  e  alto  risco.  Na  execução  do  método,  são  utilizadas  placas  com  poços 

 que  possuem  revestimento  com  anticorpos  anti-híbridos,  que  possibilita  a  formação 

 dos  híbridos  que  são  detectados  por  quimioluminescência,  após  a  adição  de 

 substâncias  que  emitem  luz,  sendo  assim,  quanto  maior  o  número  de  híbridos,  maior 

 será a emissão luminosa  (MARTINS, 2014). 

 O  teste  baseado  em  captura  híbrida  que  foi  aprovado  pela  FDA  e  é  utilizado 

 amplamente  como  padrão  ouro,  é  o  Hybrid  Capture  2  da  fabricante  Qiagen® 

 Corporation (ADORNO  et al.  , 2020). 

 Segundo  a  bula,  o  teste  é  capaz  de  detectar  de  forma  qualitativa,  18  tipos  de 

 DNA  do  HPV  de  alto  (16,  18,  31,  33,  35,  39,  45,  51,  52,  56,  58,  59,  68)  e  baixo  risco 

 em  amostras  cervicais.  O  procedimento  se  baseia  em  uma  mistura  específica  de 

 sonda  de  RNA  do  HPV,  que  hibridiza  com  amostras  que  possuem  a  presença  do 

 DNA  alvo,  formando  a  conjugação  de  híbridos  RNA:DNA.  Após,  ocorre  a  ligação  dos 

 híbridos  formados  à  um  revestimento  de  anticorpos  específicos  com  fosfatase 

 alcalina  alocados  em  uma  microplaca.  Ocorre  a  clivagem  do  substrato  pela  fosfatase 

 alcalina,  e  a  luz  emitida  é  medida  com  auxílio  de  um  luminômetro,  que  através  da 

 intensidade  de  luz,  é  capaz  de  indicar  presença  do  DNA  alvo  na  amostra.  Sendo 

 assim,  a  interpretação  do  resultado  do  teste  (tabela  5)  é  emitido  em  Unidades 

 Relativas de Luz (URL) (QIAGEN,  2017, IFTNER  et al.  ,  2003). 

 O  teste  pode  ser  realizado  de  forma  manual  ou  utilizando  o  equipamento 

 chamado  Rapid  Capture  ®  System  (RCS),  que  processa  cerca  de  352  amostras  em 

 um período de oito horas  (QIAGEN, 2017). 
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 Tabela 5 - Interpretação dos Resultados de testes Digene® HC2 HPV DNA pela 

 fabricante Qiagen® 

 Valor de URL  Resultado 

 ≥ 1,0 APENAS com sonda de HPV de 

 baixo risco 

 ‘’Positivas’’ para 1 ou mais tipos de HPV 6, 

 11, 42, 43 ou 44. 

 ≥ 1,0 APENAS com sonda de HPV de 

 alto risco 

 “Positivas” para 1 ou mais dos tipos de 

 HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 

 58, 59 ou 68. 

 ≥ 1,0 com a sonda de HPV de baixo 

 risco e a sonda de HPV de alto risco 

 “Positivas” para 1 ou mais tipos de HPV de 

 cada grupo de sondas 

 ≥ 1,0 com a mistura de sondas 

 combinadas 

 “Positivas” para 1 ou mais dos tipos de 

 HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 42, 43, 

 44, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. 

 Fonte: Adaptado pela bula do teste Digene® HC2 HPV DNA pela fabricante Qiagen® (2017) 

 5.4.2.2 Hibridização in situ (ISH) 

 A  hibridização  in  situ  é  uma  técnica  que  pode  ser  aplicada  em  células 

 individuais,  seções  de  tecido  ou  tecidos  inteiros,  é  utilizada  para  identificar  e  localizar 

 sequências  específicas  de  nucleotídeos,  baseando-se  na  ligação  complementar 

 entre  uma  sonda  de  nucleotídeo  (como  cDNA,  cRNA  ou  oligonucleotídeo  sintético)  e 

 uma  sequência  alvo  de  RNA  ou  DNA.  Os  híbridos  formados  entre  a  sonda  marcada 

 e  as  sequências  alvo  específicas  podem  ser  visualizados  e  detectados  por  meio  de 

 vários métodos, como: 

 1.  Microscopia  de  fluorescência:  os  híbridos  podem  ser  visualizados  através  de 

 um  microscópio  de  fluorescência,  onde  a  sonda  é  marcada  com  um  fluoróforo 

 que  emite  luz  quando  excitado  por  uma  determinada  faixa  de  comprimento  de 

 onda; 

 2.  Autorradiografia:  a  sonda  é  marcada  com  um  isótopo  radioativo,  como  o  trítio 

 (3H)  ou  o  fósforo-32  (32P)  que  emite  uma  radiação  capaz  de  ser  capturada 

 em  uma  placa  fotográfica  ou  um  filme  radiográfico,  gerando  uma  imagem  que 

 revela a localização dos híbridos. 
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 3.  Detecção  enzimática:  O  produto  formado  a  partir  da  sonda  marcada  com  uma 

 enzima,  como  a  fosfatase  alcalina  ou  a  peroxidase,  é  visualizado  por 

 coloração  ou  reação  química  específica,  produzindo  um  sinal  que  indica  a 

 presença dos híbridos. 

 4.  Detecção  por  amplificação:  Algumas  técnicas  de  hibridização  in  situ  utilizam 

 métodos  de  amplificação  para  aumentar  a  sensibilidade  da  detecção.  Por 

 exemplo,  a  reação  em  cadeia  da  polimerase  (PCR)  pode  ser  combinada  com 

 a  hibridização  in  situ  para  amplificar  os  sinais  de  detecção  (JENSEN  et  al.  , 

 2014). 

 A  hibridização  in  situ  cromogênica  (CISH)  é  uma  variante  da  hibridização  in 

 situ  que  utiliza  uma  reação  enzimática  de  peroxidase  para  permitir  a  visualização  do 

 HPV.  As  sondas  são  marcadas  com  digoxigenina  e  são  utilizadas  para  se  ligarem  ao 

 DNA  do  vírus  nas  células  hospedeiras,  em  seguida  a  enzima  peroxidase  é 

 adicionada  e  a  partir  de  substratos  apropriados,  como  a  3,3'-diaminobenzidina 

 (DAB),  ocorre  a  reação  resultando  na  formação  de  um  produto  insolúvel  de 

 coloração  amarronzada  (Figura  10),  com  auxílio  de  um  microscópio,  pode  ser 

 observada  no  núcleo  das  células  que  contêm  o  DNA  do  HPV,  permitindo  a 

 visualização e a identificação das células infectadas (  ARAÚJO  et al.  , 2019). 

 Figura 10 -  Foto da reação de hibridização in situ  em amostra de colo uterino, com 

 marcação positiva para HPV. 

 Fonte:  Araújo  et al.  (2019) 
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 5.4.2.3 Método de Southern Blot 

 O  método  de  Southern  Blot  é  uma  técnica  molecular  que  foi  amplamente 

 utilizada  para  detectar  e  analisar  a  presença  de  sequências  específicas  de  DNA  em 

 uma  amostra.  A  metodologia  do  método  envolve  uma  série  de  passos  que  acaba 

 levando  bastante  tempo  para  realização  do  mesmo  (MENDONÇA,  L.  M.;  NETO,  J. 

 C. A., 2005). 

 Primeiro  ocorre  a  extração  do  DNA  a  partir  de  células  cervicais  de  pacientes, 

 por  exemplo.  Esse  DNA  é  digerido  com  auxílio  de  enzimas  de  restrição,  também 

 conhecidas  como  endonucleases  de  restrição  que  são  enzimas  que  cortam  o  DNA 

 em  locais  específicos,  reconhecendo  sequências  de  nucleotídeos  específicas. 

 Existem  muitas  enzimas  de  restrição  diferentes,  e  cada  uma  reconhece  uma 

 sequência  de  DNA-alvo  específica.  Os  fragmentos  de  DNA  gerados  são  separados 

 por  tamanho,  através  de  eletroforese  em  gel  de  agarose  ou  poliacrilamida,  conforme 

 seu  tamanho  e  velocidade.  Em  seguida,  os  fragmentos  são  transferidos,  através  da 

 técnica  de  transferência  (blotting),  para  uma  membrana  de  nitrocelulose  ou  nylon, 

 que  é  incubada  com  uma  sonda  específica  para  o  HPV,  para  ocorrer  a  hibridização. 

 Uma  lavagem  ocorre  após  a  hibridização  para  remover  sondas  não  ligadas  e  então  é 

 feita  a  revelação,  por  meio  de  uma  reação  química  usando  autorradiografia, 

 quimioluminescência  ou  fluorescência  (WOLSCHICK  et  al.,  2007;  WANG  et  al.  , 

 2013; TANG, 2002). 

 Essa  metodologia  permite  identificar  a  presença  do  DNA  do  HPV  na  amostra 

 e  analisar  sua  presença  ou  quantidade  por  meio  da  análise  dos  fragmentos  de  DNA 

 visualizados  na  membrana  após  a  detecção.  No  entanto,  é  importante  ressaltar  que 

 o  método  de  Southern  Blot  não  é  mais  amplamente  utilizado  para  diagnóstico  clínico 

 do  HPV,  sendo  substituído  por  técnicas  mais  sensíveis  e  específicas,  como  a  reação 

 em cadeia da polimerase (PCR) e a Captura Híbrida (CH)  (CORRÊA  et al.  , 2009). 

 5.4.2.4 Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) 

 O  método  de  reação  em  cadeia  de  polimerase  (PCR),  é  um  exame  altamente 

 sensível,  empregado  principalmente  em  investigações  para  confirmar  a  presença  ou 

 ausência do material genético do HPV (NONNENMACHER  et al.  , 2002). 

 A  técnica  envolve  a  multiplicação  do  material  genético  viral,  por  meio  da 

 utilização  de  iniciadores  (primers)  que  correspondem  a  sequências  conservadas  da 

 região  L  do  HPV,  e  com  auxílio  de  enzima  termoestável  chamada  de  Taq  polimerase. 
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 Além  disso,  quando  o  DNA  é  detectado  nas  amostras,  possibilita  a  determinação  do 

 tipo  genético  do  HPV  através  da  amplificação  de  áreas  particulares  para  cada  um 

 dos  subtipos  de  alto  ou  baixo  risco,  frequentemente  relacionadas  às  sequências  dos 

 genes E6 e E7 do HPV  (BRINGHENTI  et al.  , 2010). 

 Para  o  HPV  são  utilizados  iniciadores  genéricos  que  têm  a  capacidade  de 

 amplificar  uma  região  que  é  comum  em  43  variedades  de  HPV,  está  localizada 

 dentro  do  gene  L1  do  HPV.  Os  quatro  iniciadores  mais  utilizados  são  MY09/11  e 

 PGMY09/11  que  promovem  a  amplificação  de  fragmentos  de  450  pares  de  base 

 (pb),  MWP  170  pb,  GP5+/GP6+  110  pb  e  SPF/2  65  pb.  A  detecção  desse  método 

 geralmente  é  realizada  por  meio  de  gel  de  eletroforese.  Além  disso,  há  outros  tipos 

 de  kits  disponíveis  comercialmente  que  podem  diferenciar  os  tipos  de  HPV  por  meio 

 de  genotipagem,  utilizando  iniciadores  com  alvos  específicos  para  cada  tipo  de 

 vírus. (PRAZERES B. 2011; DEL PINO et al., 2017). 

 O  mecanismo  do  PCR  (Figura  8)  normalmente  compreende  três  principais 

 etapas: 

 1.  Desnaturação:  através  do  aquecimento  a  temperatura  elevada  (90  a  95ºC, 

 geralmente)  da  amostra  contendo  a  sequência  alvo  de  DNA,  ocorre  o 

 rompimento  das  ligações  e  consequentemente  a  desnaturação,  ou  seja, 

 abertura da fita de DNA em fita simples. 

 2.  Anelamento:  com  as  fitas  de  DNA  separadas,  à  temperatura  reduzida  (60ºC) 

 um  par  de  primers  se  liga  às  sequências  complementares  do  DNA  alvo.  Os 

 primers  complementam  a  fita  oposta  da  sequência  de  DNA  a  ser  amplificada, 

 ou  seja,  um  é  complementar  à  sequência  de  uma  das  fitas  e  o  outro 

 complementar à outra fita. 

 3.  Extensão:  geralmente  entre  72º  a  75ºC,  a  partir  de  um  molde  preparado,  a 

 enzima  DNA  polimerase  é  inserida  na  reação  e  acrescenta  os  nucleotídeos 

 complementares  que  são  essenciais  para  a  síntese  do  DNA  como  dATP, 

 dCTP, dGTP e dTTP (ALBERTS  et al.  , 2017). 
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 Figura 11 - Principais Etapas do mecanismo do PCR. 

 Fonte: Alberts  et al.  (2017) 

 Ao  longo  de  várias  rodadas,  ocorre  a  repetição  dessas  três  etapas  em  um 

 ciclo  de  amplificação,  fazendo  uso  de  um  termociclador  que  regula  automaticamente 

 a  temperatura.  A  cada  ciclo,  a  quantidade  de  DNA-alvo  presente  é  duplicada, 

 resultando  em  uma  amplificação  exponencial,  que  posteriormente  pode  ser 

 analisada  de  várias  maneiras  como  sequenciamento  de  DNA,  eletroforese  em  gel  ou 

 detecção fluorescente em tempo real (ALBERTS  et al.  ,  2017). 

 A  PCR  é  uma  técnica  poderosa  e  versátil  que  tem  sido  amplamente  utilizada 

 em  uma  variedade  de  aplicações,  incluindo  diagnóstico  de  doenças,  pesquisa 

 genética, análise forense e biologia molecular em geral (ALBERTS  et al.  , 2017). 

 Existe  também,  uma  variação  do  método,  que  é  o  PCR-RT  (do  inglês,  real 

 time  ),  que  também  segue  a  mesma  metodologia  do  PCR  convencional 

 (desnaturação,  anelamento  e  extensão)  destacando-se  pela  habilidade  de  medir  a 

 expressão  viral  em  tempo  real,  ou  seja,  consegue  detectar  e  quantificar  ao  decorrer 

 da  sintetização.  Sua  vantagem  em  comparação  com  as  outras  técnicas  moleculares 

 é  que  além  de  detectar  diversos  tipos  virais  de  alto  risco  determina  também  o  tipo 

 viral  específico,  consegue  revelar  a  presença  do  vírus  no  início  da  infecção  e  possui 

 um  menor  índice  de  contaminação  da  amostra  (RODRIGUES,  A.  et.  al  .2009; 

 MENÊSES  et al.  , 2019;  SILVA  et al.  , 2015). 

 Embora  a  técnica  de  PCR  seja  mais  complexa  e  cara,  em  comparação  com  o 

 método  de  captura  híbrida  2  (CH2),  a  PCR  tem  a  capacidade  de  identificar  diversos 

 tipos  de  HPV,  indo  além  da  simples  classificação  em  grupos  oncogênicos  e  não 

 oncogênicos.  Além  disso,  permitem  uma  quantificação  mais  precisa  e  reprodutível 
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 da  carga  viral,  oferecendo  maior  exatidão  nos  resultados  (RODRIGUES,  A.  et.  al  . 

 2009  ; SILVA  et al.  , 2015) 

 O  teste  BD  Onclarity  HPV  Assay™  foi  desenvolvido  pela  BD  (Becton, 

 Dickinson  and  Company)  para  detectar  o  HPV  em  amostras  cervicais  coletadas  por 

 citologia  em  meio  líquido.  É  um  teste  baseado  em  PCR-RT,  tem  como  alvo  E6/E7, 

 amplifica  e  detecta  simultaneamente  o  DNA  alvo  com  auxílio  de  primers  e  sondas  de 

 detecção  marcadas  com  fluorescência,  sendo  possível  a  detecção  de  14  genótipos 

 de HPV de alto risco (EJEGOD  et al.  , 2021). 

 5.4.2.5 Testes Baseados em Microarray 

 Os  testes  baseados  em  microarranjo  ou  microarray,  são  utilizados  para 

 analisar  a  expressão  gênica  e  identificar  diferenças  nos  níveis  de  expressão  entre 

 amostras  biológicas.  Consiste  em  uma  matriz  de  sondas  de  DNA  ou  RNA 

 imobilizadas  em  um  suporte  sólido,  como  uma  lâmina  de  vidro  ou  chip.  Cada  sonda 

 representa  um  gene  ou  uma  sequência  específica  de  ácido  nucleico  (OH  et  al.  , 

 2004). 

 Geralmente,  é  realizado  a  partir  de  uma  amostra  coletada  por  meio  de  um 

 esfregaço  ou  raspado  do  colo  do  útero.  O  princípio  fundamental  desse  teste  é  a 

 hibridização  entre  as  sondas  marcadas  e  o  material  genético  do  HPV  na  amostra.  A 

 formação  do  pareamento  entre  as  sequências  complementares  permite  a  detecção 

 específica  dos  tipos  de  HPV  presentes,  proporcionando  informações  sobre  a 

 presença  e  a  identificação  dos  vírus  na  amostra  clínica  (GROVER  et  al.  ,  2023; 

 BALDWIN  et al.  , 2014). 

 Alguns passos são essenciais para a realização do teste: 

 1.  Extração  do  DNA/RNA  da  amostra  coletada,  que  pode  ser  realizado  de 

 diversos  modos,  como  procedimentos  laboratoriais  ou  com  auxílio  de 

 kits comerciais específicos; 

 2.  A  partir  do  material  genético  extraído  é  realizada  a  amplificação  do 

 mesmo.  Caso  seja  DNA  pode  ser  amplificado  através  de  PCR,  com 

 intuito  de  aumentar  a  quantidade  de  DNA  disponível  para  análise.  Se 

 for  RNA,  é  realizado  através  da  PCR  por  transcrição  reversa  (RT-PCR) 

 para gerar DNA complementar (cDNA); 
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 3.  Com  a  formação  das  sondas  específicas  para  os  diferentes  tipos  de 

 HPV,  elas  são  marcadas  com  corantes  ou  fluorescência  para  permitir 

 sua detecção posteriormente; 

 4.  Essas  sondas  são  adicionadas  à  amostra  e  incubadas,  para  que  se 

 liguem  seletivamente  a  sequências  complementares  de  DNA  ou  RNA 

 do HPV presente na amostra; 

 5.  Com  auxílio  de  um  scanner  de  microarray  ou  sistema  de  identificação 

 de  marcações  fluorescentes  ou  corante,  é  realizada  a  leitura  para 

 visualizar  a  intensidade  dos  sinais  fluorescentes  em  cada  sonda,  que 

 correspondem aos níveis de expressão gênica do vírus; 

 6.  Os  sinais  detectados  são  analisados  e  comparados  com  um  painel  de 

 sondas  que  representa  os  diferentes  tipos  de  HPV  conhecidos,  com 

 base  no  padrão  de  ligação  das  sondas  é  possível  identificar  quais  os 

 tipos  de  HPV  estão  presentes  na  amostra  (SETLOW,  2011;  BALDWIN 

 et al.  , 2014). 

 5.6  PREVENÇÃO 

 De  acordo  com  a  Centers  for  Disease  Control  and  Prevention  (CDC),  a  forma 

 mais  segura  de  prevenção  de  infecção  pelo  HPV  é  a  vacinação,  ela  protege  contra 

 os mais frequentes vírus associados ao câncer (CDC, 2022). 

 A  partir  de  2014,  o  Calendário  Nacional  de  Vacinação  foi  ampliado  pelo 

 Ministério  da  Saúde,  com  a  adição  da  vacina  quadrivalente  contra  os  tipos  de  HPV  6 

 e  11  (aqueles  que  são  de  baixo  risco  oncogênico,  mas  são  os  maiores  responsáveis 

 pelas  lesões  mucosas)  e  16  e  18  (que  são  os  de  alto  risco  oncogênico) 

 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2022). 

 A  vacina  apresenta  maior  eficácia  em  adolescentes  antes  do  primeiro  contato 

 sexual  (MINISTÉRIO  DA  SAÚDE,  2022).  Portanto,  a  recomendação  é  que  a 

 vacinação  seja  aplicada  em  meninas  de  idade  entre  9  a  14  anos  e  meninos  de  11  a 

 14  anos,  com  reforço  de  dose  após  6  meses  da  1ª  dose  (MINISTÉRIO  DA  SAÚDE, 

 2022). 

 Em  estudos  de  Holman  et  al.  (2014)  e  Cates  et  al.  (2018),  trazem  evidências 

 sobre  as  dificuldades  e  hesitações  dos  pais  e  responsáveis  dos  indivíduos  com 

 idade  indicada  para  a  vacinação,  uma  vez  que  é  necessário  dialogar  sobre  como  é 

 transmitido o vírus. 
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 O  rastreamento  consiste  na  utilização  de  exames  em  indivíduos  sem 

 sintomas,  dentro  de  uma  população-alvo  estabelecida,  com  o  intuito  de  diminuir  a 

 ocorrência  de  doenças  específicas  e  seus  efeitos  negativos  na  saúde  (WORLD 

 HEALTH ORGANIZATION, 2020) 

 Sendo  assim,  o  rastreamento  do  câncer  cervical  tem  como  objetivo  detectar 

 precocemente  alterações  no  colo  do  útero  que  possam  progredir  para  o  câncer 

 cervical.  Através  de  testes  de  triagem  como  exame  de  Papanicolaou  (citologia 

 cérvico-vaginal) ou outros testes diagnósticos (CDC, 2022). 

 As  Diretrizes  para  o  Rastreamento  do  câncer  do  colo  do  útero  recomenda  o 

 exame  citopatológico  em  mulheres  ou  qualquer  pessoa  que  possui  útero,  a  partir  dos 

 25  até  os  64  anos,  que  já  tiveram  ou  têm  atividade  sexual.  O  recomendado  é  realizar 

 o  exame  Papanicolaou  repetidamente  a  cada  três  anos,  após  dois  exames  normais 

 consecutivos  com  um  intervalo  de  um  ano.  Essa  abordagem  tem  como  objetivo 

 minimizar  a  chance  de  resultado  falso-negativo  na  primeira  etapa  do  rastreamento 

 (INCA, 2016). 

 Também  é  recomendado,  embora  não  ofereça  uma  proteção  completa  contra 

 o  HPV,  o  uso  de  preservativo  durante  relações  sexuais  pode  ajudar  a  redução  do 

 risco  de  infecção,  além  de  possuir  um  número  reduzido  de  parceiros  (  FUNDAÇÃO 

 OSWALDO CRUZ  , 2018). 
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 6 CONCLUSÃO 
 Os  exames  moleculares  para  diagnóstico  do  HPV  têm  se  mostrado 

 ferramentas  valiosas  na  detecção  e  monitoramento  dessa  infecção  viral.  Esses 

 exames  oferecem  diversas  vantagens  em  comparação  com  os  métodos  tradicionais, 

 como a colposcopia e a citologia cérvico-vaginal (Papanicolaou). 

 Os  exames  moleculares,  como  a  Reação  em  Cadeia  da  Polimerase  (PCR)  e  o 

 teste  de  Captura  Híbrida  (CH),  permitem  a  identificação  do  DNA  do  HPV  com  alta 

 sensibilidade  e  especificidade.  Eles  são  capazes  de  detectar  a  presença  do  vírus 

 mesmo  em  casos  de  infecção  subclínica  ou  quando  a  carga  viral  é  baixa,  o  que  pode 

 passar despercebido em outros métodos. 

 Esses  testes  também  fornecem  informações  sobre  o  tipo  de  HPV  presente, 

 sendo  alguns  tipos  considerados  de  alto  risco  para  o  desenvolvimento  de  lesões 

 pré-cancerígenas  e  câncer  do  colo  do  útero.  Essa  informação  é  essencial  para 

 orientar  o  acompanhamento  e  o  tratamento  adequado,  permitindo  a  intervenção 

 precoce e reduzindo os riscos de complicações. 

 Outra  vantagem  dos  exames  moleculares  é  a  possibilidade  de  avaliar  a  carga 

 viral,  ou  seja,  a  quantidade  de  DNA  do  HPV  presente.  Esse  dado  pode  ser  útil  na 

 monitorização  da  resposta  ao  tratamento,  auxiliando  os  profissionais  de  saúde  na 

 avaliação da eficácia terapêutica e na tomada de decisões clínicas. 

 No  entanto,  é  importante  ressaltar  que  os  exames  moleculares  para  o 

 diagnóstico  de  HPV  têm  custos  mais  elevados  em  comparação  com  os  métodos 

 tradicionais.  Portanto,  é  necessário  considerar  os  aspectos  econômicos  e  a 

 disponibilidade desses testes em diferentes contextos de saúde. 

 Em  suma,  os  exames  moleculares  têm  se  mostrado  valiosos  na  detecção  e 

 monitoramento  do  HPV,  fornecendo  informações  precisas  sobre  a  presença  do  vírus, 

 o  tipo  de  HPV  e  a  carga  viral.  Essas  informações  são  fundamentais  para  o 

 planejamento  do  tratamento  e  a  prevenção  de  complicações  relacionadas  ao  HPV, 

 contribuindo  para  uma  abordagem  mais  eficaz  e  personalizada  no  cuidado  da  saúde 

 das pessoas afetadas por essa infecção viral. 
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