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Resumo

Atualmente, considera-se que a infeccao pelo
papiloma virus humano é uma condic@o necessaria
para que maioria das lesées pré-invasoras e invaso-
ras ocorra no colo uterino. Varias técnicas para iden-
tificacao do DNA-HPV tém permitido desvendar a
patogénese desta infeccao e suas repercussoes clini-
cas. No entanto, apesar do papel importante das no-
vas técnicas, em geral seu emprego clinico ainda é
controvertido. Para o emprego correto destes exames
diagnosticos é necessario compreender melhor o sig-
nificado dos resultados e definir condutas em fun-
cao dos resultados positivos.

PALAVRAS-CHAVE: Papiloma virus humano (HPV).
Cérvice uterina. Teste para HPV. Captura hibrida. Re-
acao em cadeia da polymerase (PCR).

Na ultima década, varios estudos demons-
traram que a infeccao por tipos carcinogénicos de
HPV (freqiientemente citados como papiloma vi-
rus humano (HPV) de alto risco) é necessaria para
o desenvolvimento subseqtiente de quase todos os
canceres cervicais (Bosch et al., 2002). A infeccao
causada pelo HPV € comum em mulheres sexual-
mente ativas, porém a grande maioria nao desen-
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volve lesodes epiteliais, resolvendo espontanea-
mente. Atualmente, o teste de DNA para HPV (HPV-
DNA) faz parte das diretrizes para rastreamento
do cancer cervical, como auxiliar no rastreamento
citologico (Saslow et al., 2002; Wright et al., 2004).

Neste trabalho apresentamos uma revisao
sobre as técnicas de tipagem do virus HPV, suas
indicacoes e limitacoes.

Epidemiologia e Patogénese

E possivel encontrar a infeccao pelo HPV em
quase todos os casos de neoplasia pré-invasora e
invasora de colo de tutero (Franco, 2003). Mais de
100 tipos de HPV ja foram seqiienciados e prova-
velmente ha mais de 200 (Bosch & Munoz, 2002).
Atualmente, cerca de 20 tipos de HPV sao classifi-
cados como de alto risco, devido a sua associacao
com o cancer cervical. Entre eles, destaca-se o
HPV-16 que € responsavel por 50 a 60 % dos casos
de cancer cervical, seguido pelo HPV-18 (10% a
12%) e pelos HPV 31 e 45 (4% a 5% cada) (Bosch &
de Sanjose, 2003; Bosch & Munoz, 2002). Os tipos
HPV-6 e HPV-11 estao associados com verrugas e
sao denominados de baixo risco por serem rara-
mente associados com doenca maligna.

A infeccao do epitélio cervical pelo HPV de
alto risco tem um papel-chave na patogénese das
lesoes pré-invasoras e do cancer cervical. Embora
a infeccao por HPV seja frequiente, na maioria das
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mulheres ela € transitoria e sua persisténcia €
um pré-requisito para desenvolvimento de
neoplasia intra-epitelial cervical de alto grau (NIC
II e III) e cancer invasor. As razoes biolégicas que
determinam a persisténcia do HPV em certas
mulheres sao pouco conhecidas e até hoje nao fo-
ram esclarecidas. Co-fatores que aumentam o ris-
co de cancer em mulheres com HPV-DNA inclu-
em idade, uso de contraceptivo oral (cinco ou mais
anos), paridade (cinco ou mais gestacoes a termo),
fumo e infeccao por HIV (Anhang et al., 2004; Bosch
& de Sanjose, 2003). Além disso, outros fatores,
inicialmente associados ao cancer cervical (p.ex.,
numero de parceiros sexuais) sao indicadores de
exposicao ao HPV.

Uso Clinico do Teste de HPV-DNA

O teste do HPV-DNA se justifica pela baixa
sensibilidade no exame citopatolégico isolado e
pela disponibilidade de testes para detectar os ti-
pos carcinogénicos de HPV (Franco, 2003). A lite-
ratura recente mostra que a melhor indicacao
para o uso do teste do HPV-DNA € a triagem do
exame citopatologico com células escamosas
atipicas de significado indeterminado (atypical

squamous cells of undeterminated significance
[ASCUS] e células glandulares atipicas de signifi-
cado indeterminado (atypical glandular cells of
undeterminated significance [AGCUS]) (Solomon,
2003). Para rastreamento primario de mulheres
acima de 30 anos, o teste de HPV-DNA tem sensi-
bilidade maior (10 a 20 %), mas especificidade
menor que a citologia convencional isolada, nao
sendo, portanto, justificada (Belinson et al., 2001;
Clavel et al., 2001; Petry et al., 2003; Schiffman et
al., 2000a; Schiffman et al., 2000b).

Devido ao alto valor preditivo negativo da
combinacao de citologia e teste para HPV-DNA,
mulheres com ambos testes negativos podem re-
alizar o rastreamento em intervalos maiores (p.ex.,
a cada 2 ou 3 anos) (Franco, 2003). Assim, recen-
temente diferentes organizacoes médicas suge-
riram diferentes diretrizes para o rastreamento
do cancer cervical (Tabela 1) (Anhang et al., 2004).
Esta disparidade entre diretrizes reflete falta de
consenso sobre o rastreamento primario e geral-
mente o médico individualiza os tratamento usan-
do o bom senso. E possivel que no futuro o teste
para HPV-DNA tenha sua relevancia clinica me-
lhor definida. Atualmente, o teste deve ser utili-
zado s6 por aqueles que conhecem suas limita-
coes (Rivoire et al., 2001).

Tabela 1 - Diretrizes para o uso da testagem para HPV (adaptado de Anhang et al., 2004)

Interim Guidelines

USPSTF*Guidelines

ACOGt Guidelines| ACSt Guidelines**

Sim Nao realizado
Teste de HPV-DNA Teste de HPV-DNA Evidéncia
para rastreamento de pode ser adicionado insuficiente para

ASCUS no ao rastreamento com
citopatologico citologia cervical em
Teste de HPV-DNA mulheres acima de
junto com citologia para 30 anos§

rastreamento priméario

recomendar ou nao
0 uso de rotina de
rastreamento para
infeccao por HPV

Sim Nao realizado

A partir da idade de 30 anos, é Seria razodvel considerar

apropriado para mulher que em mulheres com mais

realizar teste para HPV-DNA de 30 anos fosse realizado a

ao mesmo tempo que exame cada trés anos utilizando

citopatoldgico citologia combinada com
teste para tipos de HPV de
alto risco

*USPSTF: United States Preventive Services Task Force.
tACOG: American College of Obstetricians and Gynecologists.
$ACS: American Cancer Society.

§Mulheres com citologia e HPV-DNA negativos nao deveriam repetir os testes antes de trés anos; aquelas com citologia negativa mas HPV-DNA de alto risco positivo
devem repetir ambos em 6 a 12 meses e se anormal realizar colposcopia.

YACOG: rastreamento anual com citopatolégico deve iniciar trés anos apds o inicio das relagdes sexuais ou aos 21 anos. Até os 30 anos o citopatologico deve ser
realizado anualmente. Mulheres HPV-negativo e citopatoldgico normal ndo necessitam repetir os exames por trés anos. Em contraste, mulheres com mais de 30 anos
que realizam apenas citopatoldgico deve repetir o exame anualmente até que tenham trés resultados negativos. Entao o intervalo entre o exame pode ser realizado
a cada 2-3 anos. S@o excegdes mulheres com histéria de doenca cervical grave, infectada com HIV, imunossuprimidas e com exposicao intra-Utero a dietilstilbestrol.
**ACS: rastreamento com citopatoldgico deve iniciar 3 anos apds o inicio das relagdes sexuais ou até idade de 21 anos. Até a idade de 30 anos, mulheres devem
realizar citopatolégico anualmente. Se for utilizado citopatolégico “liquid-based”, o rastreamento pode ser realizado a cada dois anos. Apds os 30 anos, deve ser
realizado teste para HPV ao mesmo tempo que citopatoldgico, com repeticao nao mais que a cada trés anos se os resultados forem normais.

+1HPV-DNA para triagem foi considerado fora do objetivo das diretrizes de rastreamento. Recomendagdes para o manejo de mulheres com citologia anormal foram
desenvolvidas através de um processo patrocinado pela ASCCP, Abril 2002. Estas diretrizes recomendam que HPV-DNA seja considerado uma opgao aceitavel para
mulheres com citologia duvidosa.
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Testes para HPV-DNA

O teste de HPV-DNA pode ser feito:

. Por amplificacao de alvo: utilizando a reacao em
cadeia da polimerase (PCR), reacao em cadeia
de ligase (LCR), amplificacao com base na se-
quiéncia do acido nucléico (NASBA), amplifica-
cao do deslocamento da cadeia (SDA).

. Por amplificacao do sinal: captura hibrida (HC
II, Digene Inc.), DNA ramificado (bDNA). Sao tes-
tes de hibridizacao feitos em solucao, que po-
dem ser adaptados para detectar DNA ou RNA,
sendo adequados para quantificacao precisa.

. Sem amplificacao: southern blot (SB), dot blot (DB),
hibridizacao com filtro in situ (FISH), southern
blot reverso (RSB), northern blot (NB), hibridizacao
in situ (ISH; requer cortes do tecido).

Embora estes testes possam identificar HPV-
DNA, sua utilidade € apenas clinico-epidemiologi-

ca:

- PCR para HPV-DNA, empregado em pesquisa epi-
demiologica. Tem como desvantagens o risco de
contaminac¢ao e a associacao com falsos-positi-
vos. Esta técnica utiliza sondas especificas e
identifica cada tipo de HPV. Exige cuidados es-
peciais de coleta, especialmente para evitar con-
taminacao. Amplificacao de alvo é a mais flexi-
vel e sensivel das técnicas para analise de DNA.
Esta tecnologia pode ser utilizada para deteccao,
quantificacao da carga viral, sequienciamento de
DNA e analise de mutacao. Estes testes podem
ser realizados em “multiplex”, em que as seqién-
cias-alvo sao analisadas simultaneamente. A
maioria dos métodos de PCR esta disponivel ape-
nas para pesquisa; freqiientemente envolve se-
quéncias patenteadas de HPV, o que limita sua
aplicabilidade (devido a restricoes legais ou de
propriedade) (Hubbard, 2003).

- Captura hibrida é o método aprovado pelo Minis-
tério da Saude para identificar HPV de alto ris-
co. Tem sido o método mais empregado na prati-
ca clinica, com menor ocorréncia de falsos-posi-
tivos. A captura hibrida identifica os grupos
virais. O teste possui dois grupos de sondas: uma
para os virus de baixo risco (nao oncogénicos),
que pesquisa os tipos virais 6, 11, 42, 43 e 44 e
outra para os virus de alto risco (oncogénicos),
que pesquisa os tipos virais 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68. Uma solucao uti-
liza anticorpos para captura dos hibridos RNA/
DNA e o sinal amplificado é detectado por
quimiluminescéncia. A luz emitida é expressa
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em unidades de luz relativa (RLU) e sua inten-
sidade corresponde a quantidade do HPV-DNA.
Para a coleta € necessaria abstinéncia sexual
de trés dias, a paciente nao deve estar mens-
truada e nao ter usado creme ou ducha vagi-
nais. Nao efetuar exame digital (toque),
colposcopia ou assepsia prévia. A presenca de
sangue (nao menstrual) ou de conteuido vaginal
anomalo nao altera o resultado do teste. Remo-
ver, com algodao ou gaze, o excesso de muco ao
redor do orificio externo e da ectocérvice. Intro-
duzir a escova no canal cervical, (cerca de 1 a
1,5 cm) girando-a suavemente (cinco vezes) no
sentido horario. A seguir, escovar a ectocérvice.
Logo apos a coleta, inserir a escova no tubo con-
tendo o meio para captura hibrida, quebrar a
haste da escova, fechar o tubo e agitar (por apro-
ximadamente 30 segundos) para homogeneizar
a amostra. O material colhido deve ser enviado
ao laboratério o mais rapidamente possivel. A
temperatura ambiente a viabilidade € de 15 dias.
Quando o tempo decorrido entre a coleta e a che-
gada ao laboratorio for superior a esse periodo, a
amostra deve ser resfriada para 2 a 8 °C (nessa
temperatura a amostra ainda € viavel até seis
meses) (Digene). O custo deste exame, pela ta-
bela da Associacao Médica Brasileira (1° de agos-
to de 2003), € de RS 228,13.

Os valores de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo nega-
tivo (VPN) encontrados em alguns trabalhos sao
apresentados na Tabela 2 (Lorincz & Richart, 2003).

Consideracdes Finais

O conhecimento dos mecanismos envolvi-
dos na oncogénese cervical avancaram muito de-
vido a utilizacao de técnicas avancadas de biolo-
gia molecular. A captura hibrida e a PCR permi-
tem identificar grupos de HPV (de alto ou baixo ris-
co) ou identificar tipos virais especificos, respec-
tivamente. Estas técnicas, associadas aos meéto-
dos diagnosticos classicos, poderao levar a melhor
avaliacao das neoplasias cervicais e auxiliar no
desenvolvimento de estratégias para rastreamento
e acompanhamento clinico.

Até o momento, a unica técnica para iden-
tificacao de HPV (de alto ou baixo risco) aceita na
pratica clinica € a captura hibrida. Contudo, suas
indicacoes ainda sao restritas e devem ser utili-
zadas por profissionais que conhecem suas limi-
tacoes e sabem interpretar o resultado.

A educacao para saude do publico (através
de campanhas para esclarecimento e adesao a
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programas de acompanhamento e prevencao) e a
eficacia desses métodos diagnosticos sao as cha-
ves para o sucesso de novas estratégias para com-
bater o cancer cervical.

A prevencao oportunistica realizada em pai-
ses emergentes (p. ex., Brasil) nao deve substi-
tuir os programas de rastreamento populacional.
Diferentemente do que é realizado no Cone Sul
(principalmente Brasil e Argentina), em paises de-
senvolvidos a colposcopia associada a citologia nao

€ utilizada para o rastreio oportunistico. A presen-
ca de virus oncogénicos nao € indicativa de lesao.
O cancer de colo uterino tornou-se um problema,
sobretudo socio-economico e a solucao depende de
meios economicos e de vontade politica. O teste
para DNA-HPV podera futuramente se tornar im-
portante no rastreio primario das lesoes cervicais,
porém, sua relevancia no manejo dessas lesoes
ainda precisa ser melhor estabelecida.

Tabela 2 - Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN) de PCR e captura hibrida (HC Il) para neoplasia intraepitelial

cervical Il e |l (adaptado de Lorincz e Richart, 2003)

n Sensibilidade Especificidade VPP VPN
% % % %

PCR
Jena 114 89 94 36 99,6
Seattle 87 88 70 ND 99,5
Copenhagen 165 93 ND ND ND
Captura hibrida
Reims 71 100 89 10 100
Capetown 47 66 83 13 98,2
Shanxi 86 95 85 23 99,8

ND = néo disponivel

Abstract

It is now considered that infection with human
papilloma virus is a necessary condition in order that
most pre-invasive and invasive lesions occur in the
uterine cervix. A number of tchniques for
identification of HPV-DNA have allowed to elucidate
both the pathogenesis of this infection and its clinical
consequences. However, although the new techniques
have an important role, their clinical use remains
controversial in most cases. For a correct use of these
diagnostic tests, both a better understanding on the
meaning of the results and a definition for
management of patients with a positive result are
needed.

KEYWORDS: Human papilloma virus (HPV). Uterine

cervix. HPV testing. Hybrid capture. Polymerase chain
reaction (PCR).
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