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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas abrangem multiplas areas do conhecimento que se
dedicam ao estudo da vida e dos seus processos constituintes, sejam elas relacionadas
a saude, biotecnologia, meio ambiente e a biodiversidade. Dentro deste contexto,
o E-book “As Ciéncias Biologicas e a Interface com vérios Saberes 2", apresenta
24 capitulos organizados resultantes de pesquisas, revisdes de literatura, ensaios
teoricos e vivéncias de diversos pesquisadores do Brasil.

No capitulo “ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DE COMPOSTOS
ORGANICOS PROVENIENTES DE COMPOSTAGEM DOMESTICA EM SAO LUIS
- MA” Vasconcelos e colaboradores investigaram a presenga de Samonella ssp. e de
coliformes termotolerantes em compostos organicos provenientes de compostagem
de residuos domésticos de um bairro localizado na zona urbana de Sédo Luis,
Maranhdo. Carvalho e colaboradores em “INCIDENCIA DE STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE EM CULTURA DE SWAB VAGINAL E ANORRETAL ANALISADAS
EM LABORATORIO PARTICULAR DE BELEM DO PARA” descreveram a incidéncia
de Streptococcus agalactiae em amostras coletadas em sitios anais e vaginais de
gestantes provenientes de um laboratério particular de Belém do Para.

Em“ASCARIDIASE: UM GRAVE PROBLEMADE SAUDE PUBLICANO BRASIL
E NO MUNDOQO” Soares e colaboradores apresentam uma revisao sobre a parasitose
causada por Ascaris lumbricoides discutindo seu modo de transmisséo, sintomas,
epidemiologia, tratamento e profilaxia. No capitulo “PERFIL EPIDEMIOLOGICO DE
DERMATOFITOSES EM PACIENTES ATENDIDOS EM UM LABORATORIO DA REDE
PRIVADA DE MACEIO — AL” Calumby e colaboradores avaliaram a frequéncia de
dermatofitoses em pacientes atendidos em um laboratorio da rede privada de Maceio,
Alagoas, e obtiveram dados epidemiol6gicos sobre a dimensao desta problematica,
as quais podem servir como fonte de informagdes para érgédos publicos e para a
comunidade cientifica.

Sobrinho e colaboradores no capitulo “PRINCIPAIS TECNICAS APLICADAS A
DETECCAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM TUMORES ASSOCIADOS:
BREVE REVISAO DE LITERATURA” realizaram uma breve revisdo de literatura sobre
este tema, abordando os aspectos gerais da infeccao por HPV, seus mecanismos de
oncogénese e a reposta celular a presencga do virus. Também foram discutidos no
capitulo os principais métodos utilizados na deteccao do virus, abordando as técnicas
que se baseiam na deteccéo do genoma viral como a PCR (polymerase chain reaction)
e a Captura Hibrida, e aqueles baseados na observagéo de altera¢cdes morfoldgicas
induzidas pelo virus como a deteccdo de coilocitos e a imuno-histoquimica. Em
“CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS: RELATO DE CASO E REVISAO



DE LITERATURA” Castro e colaboradores trazem um relato de um caso clinico-
cirtrgico de carcinoma de células escamosas de lingua, bem como, apresentam uma
revisdo literaria explorando a caracterizagéo clinica, sintomatologia, diagnostico e
tratamento da doenca.

Serpe e Martins no capitulo “POLIMERO POLI-E-CAPROLACTONA
ASSOCIADO A FARMACOS PARA CONTROLE DA DOR E INFECCAO: UMA
REVISAO DA LITERATURA” efetivaram uma revisdo na literatura especializada
sobre os sistemas de liberagdo controlada a base do polimero poli-e-caprolactona
(PCL), focando em seu uso associado aos anestésicos locais, antiinflamatérios nao
esteroidais (AINEs) e antibiéticos. O capitulo de autoria de Fernandes e Suldofski
“PREVALENCIA DE DOENGCA RENAL CRONICA E SUA RELACAO COM O NT-
PROBNP EM PACIENTES DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO NO PARANA” trazem
dados sobre a prevaléncia dos estagios de DRC em uma populacdo de pacientes
que realizaram dosagem de NT-ProBNP e estudaram a relacé@o entre os niveis deste
marcador e Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG) calculada por CKD-EPI.

Tuono e colaboradores em “TERMOGRAFIA INFRAVERMELHA NO FUTEBOL
FEMININO DE ELITE: ANALISE DE MEMBROS INFERIORES EM REPOUSO
DURANTE AS FASES DO CICLO MENSTRUAL” analisaram a temperatura da pele
dos membros inferiores, em repouso, de jogadoras de futebol de elite do Brasil,
durante as diferentes fases do ciclo menstrual. Alves e colaboradores no capitulo
“AVALIACAO DA QUALIDADE DE VIDA ASSOCIADA A CRONOBIOLOGIA EM
TRABALHADORES DE TURNO DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DOS CAMPOS
GERAIS” analisaram o perfil cronobiologico da equipe de enfermagem responsavel
pela clinica médica do Hospital Universitario Regional dos Campos Gerais (HURCG),
visando correlacionar o cronotipo com a qualidade de vida dos individuos estudados.

No capitulo “A EXPOSICAO AOS AGROTOXICOS NA SAUDE HUMANA”
Tenbrio e colaboradores discutem sobre as implicagcdes negativas que o contato direto
e indireto com essas substancias pode acarretar na salde humana. Em “EXTRATOS
DE DALEA COMO POTENCIAL PARA FITO-INGREDIENTES: AVALIACOES
ANTIOXIDANTES, ANTITIROSINASE, ANTIFUNGICA E CITOTOXICIDADE IN
VITRO” Gaudio e colaboradores analisaram as propriedades quimicas e biolégicas
de Dalea leporina, espécie sem estudo quimico ou biol6gico, e a comparou com
as espécies D. boliviana e D. pazensis visando verificar a existéncia de atividade
antioxidante, antitrosinase e antifungica.

No capitulo “AVALIACAO DA CAPACIDADE DE DEGRADACAO DE MATERIA
ORGANICA DE EFLUENTES LACTEOS POR LEVEDURAS” Ribeiro e colaboradores
avaliaram a capacidade de degradacdo da matéria organica presente no soro de
ricota, que &€ um dos principais efluentes das industrias de laticinios, e, analisaram

a dosagem de acuUcar redutor e proteinas totais antes e ap6s a fermentagcé@o. De



autoria de Pessoa, Mesch e Guzman, o capitulo “ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE
OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS SOBRE ISOLADOS DE ALTERNARIA SOLANI,
CAUSADOR DA PINTA PRETA NO TOMATEIRQO” avaliaram o efeito antifiungico dos
Oleos de eucalipto (Eucalyptus globulus), melaleuca (Melaleuca quinquenerviano),
citronela (Cymbopogon winterianus) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum) no
controle do fungo causador da pinta preta do tomate em condigbes in vitro.

O capitulo “DESCRIGAO ANATOMICA DA CAVIDADE ORAL DE TUBARAO-
MARTELO, SPHYRNA LEWINI” de autoria de Vargas e colaboradores apresenta um
estudo morfolégico detalhado da cavidade oral de Sphyrna lewinii e correlacionam
o tamanho, as estruturas e formatos ao tipo de alimentacéo e habito de forrageio
desde animal. Silva e colaboradores em “MARCADORES MITOCONDRIAIS
REVELAM BAIXA VARIABILIDADE GENETICA DE PROCHILODUS NO SISTEMA
HIDROLOGICO PINDARE-MEARIM” utilizaram sequéncias do genoma mitocondrial
para identificar e estimar os niveis de variabilidade genética de Prochilodus na
tentativa de esclarecer o status taxondémico de P. lacustris de ocorréncia nas bacias
hidrogréficas Pindaré e Mearim do Maranh&o.

Em “QUANTIFICACAO DO ACIDO URSOLICO PRESENTE EM EXTRATOS
HIDROETANOLICOS DE DIFERENTES PARTES DA NESPERA” Santos, Silva
e Fante realizaram um estudo quantitativo do acido ursoélico presente em extratos
de diferentes partes da néspera. Gongalves e colaboradores em “TOXICIDADE EM
NIVEL CELULAR DE PRODUTOS SANEANTES DE POLIMENTO DE UTENSILIOS
DE ALUMINIO PRODUZIDOS E COMERCIALIZADOS NO BRASIL” investigaram
por meio de meristemas de raizes de Allium cepa, em dois tempos de exposi¢ao
e trés concentrag¢des/diluicbes, os potenciais citotoxicos e genotoxicos de produtos
“prilha aluminios” produzidos e comercializados no pais. No capitulo “QUALIDADE
BIOLOGICA DO SOLO EM AREAS CULTIVADAS COM CANA-DE-ACUCAR NO
ESTADO DE GOIAS” Faquim e colaboradores estudaram a influéncia da cultura
da cana-de-agUcar nos atributos bioldgicos do solo, em duas regides do estado de
Goiéas (Quirinopolis e Goianésia), em talhdes de cana-de-aclUcar com diferentes anos
de implantagcéo, de modo a identificar se ha equilibrio, sustentabilidade e possiveis
modificagcdes no solo em decorréncia do cultivo da cana-de-acgUcar.

Pinheiro e Silva em “ELABORACAO DE MATERIAL DIDATICO PARA ACOES
DE EDUCACAO E SAUDE SOBRE CANCER DE PELE NA EJA NA COMUNIDADE
PESQUEIRA DE PIACABUCU/AL” descrevem o processo de construcdo e aplicagéo
de um material didatico desenvolvido para auxiliar na execucdo de acgbes de
educacao e saude em uma escola da rede publica ha modalidade EJA no municipio
de Piagabugu, Alagoas. Pinto e colaboradores no capitulo “ANALISE DE CONCEITOS
GEOCIENTIFICOS ABORDADOS EM UM LIVRO DIDATICO DO 6° ANO UTILIZADO
EM UMA ESCOLA MUNICIPAL NA CIDADE DO RIO DE JANEIRO” analisaram a



eficiéncia do contetdo de geociéncias em um livro didatico em comparagédo com a
Base Nacional Comum Curricular.

O capitulo de autoria de Pozzebon e Lima “MANDALA SENSORIAL COMO
RECURSO PEDAGOGICO PARA INCLUSAO DE ALUNOS COM NECESSIDADES
ESPECIAIS NO ENSINO DE BOTANICA E EDUCACAO AMBIENTAL” utilizaram-
se de uma Mandala Sensorial, construida na Universidade Tecnol6gica Federal do
Parana, para possibilitar a construgdo do conhecimento de Educagcdo Ambiental e
Botanica, além de promover a inclusédo de alunos atendidos pela sala de recursos
multifuncionais de um Colégio do municipio de Dois Vizinhos em Parana. Em
“ANALISE E AVALIACAO DOCUMENTAL DAS ORIENTACOES CURRICULARES
PARA O ENSINO DE CIENCIAS NA EDUCACAO INDIGENA: UM OLHAR PARA
A BOTANICA” Marques e colaboradores realizaram uma anéalise documental e
bibliografica sobre o ensino indigena com foco no conteudo de botanica, presentes
nas orientacdes Curriculares nacionais e estaduais vigentes para o ensino de Ciéncias
e Biologia. Pozzobon e Merli no capitulo “SUSTENTABILIDADE AMBIENTAL E
BIOCOMBUSTIVEIS NO CONTEXTO EDUCACIONAL” investigaram na literatura
especializada elementos que buscam sistematizar as discussdes a tematica ambiental
e a producdo de energia limpa dentro da area da educacao, visto que estes devem
ser trabalhados para o processo de socializagdo dos conhecimentos cientificos e uma
mudanca de perfil socioambiental das geracdes futuras.

Em todos esses trabalhos, percebe-se a linha condutora entre as Ciéncias
Bioldgicas e suas interfaces com diversas areas do saber, como a Microbiologia,
Parasitologia, Anatomia, Biologia Celular e Molecular, Botanica, Zoologia, Ecologia,
bem como, estudos envolvendo os aspectos das Ciéncias da Saude, Ciéncias
Ambientais, Educagdo em Ciéncias e Biologia. Espero que os estudos compartilhados
nesta obra contribuam para o enriquecimento de novas praticas académicas e
profissionais, bem como possibilite uma visdo holistica e transdisciplinar para as
Ciéncias Bioldgicas em sua total complexidade. Por fim, desejo a todos uma 6tima
leitura.

Clécio Danilo Dias da Silva
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RESUMO: O papel do papilomavirus humano (HPV) no surgimento de alguns tipos
de tumores malignos tem sido cada vez mais demonstrado na literatura cientifica. Em
cancer de colo do Utero, essa associacao foi constatada desde a década de 70, quando
0 médico aleméo Harald Zur Hausen detectou a presenca do virus em bidpsias de
tumores. A medida que o conhecimento acerca da biologia viral e seus mecanismos
de oncogénese sao elucidados, diversas abordagens metodolégicas surgem como
ferramenta para deteccdo do virus nos mais diversos tipos de amostras biolégicas.
Diante disso, no presente estudo realizamos uma breve reviséo de literatura sobre
o tema, abordando os aspectos gerais da infeccdo por HPV, seus mecanismos de
oncogénese e a reposta celular a presencga do virus. Ademais, listamos os principais
métodos utilizados na detecgao do virus, abordando técnicas que se baseiam na
deteccéo do genoma viral (métodos moleculares), como a PCR (polymerase chain
reaction) e a Captura Hibrida, e aqueles baseados na observacdo de alteracoes
morfolégicas induzidas pelo virus (métodos histologicos), como a deteccéo de coilécitos
e a imuno-histoquimica. Com base nesse levantamento, discutimos a importancia da
correta definicdo do método de detecgéo para cada tipo de amostra, bem como impacto
desses fatores e do pré-analitico na sensibilidade, especificidade e positividade global
dos métodos. Os topicos abordados sdo importantes para compreensao do papel do
HPV no surgimento de tumores, bem como dos principais métodos de detecgéo viral.
A escolha metodologica adequada garante maior celeridade aos resultados, os quais
possuem grande impacto na elucidacao etioldgica do tumor, estratificacdo de risco e
definicao terapéutica.

PALAVRAS-CHAVE: Papilomavirus humano (HPV); histopatologico; PCR; imuno-
histoquimica; coilocitos.

MAIN TECHNIQUES APPLIED TO THE DETECTION OF HUMAN
PAPILLOMAVIRUS (HPV) IN ASSOCIATED TUMORS: BRIEF LITERATURE
REVIEW

ABSTRACT: The role of human papillomavirus (HPV) in the appearance of some types
of malignant tumors has been increasingly demonstrated in the literature. In cervical
cancer, this association has been observed since the 1970s, when doctor Harald
Zur Hausen detected the presence of the virus in tumor biopsies. As the knowledge
about viral biology and its mechanisms of oncogenesis are elucidated, several
methodological approaches emerge as a tool for detecting the virus in the most diverse
types of biological samples. Therefore, in the present study, we conducted a brief
review on the field, highlighting the general aspects of HPV infection, its mechanisms
of oncogenesis and the cellular response to the presence of the virus. We list the
main methods used in the detection of the virus, addressing techniques that are based
on the viral genome detection (molecular methods), such as PCR (polymerase chain
reaction) and Hybrid Capture, and those based on the observation of morphological
changes induced by the viruses (histological methods), such as koilocytes detection
and immunohistochemistry. Based on this survey, we discussed the importance of
the correct definition of the detection method for each type of sample, as well as the
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impact of these factors and the pre-analytical on the sensitivity, specificity and overall
positivity of the methods. The topics discussed are important for understanding the role
of HPV in the appearance of tumors, as well as the main methods of viral detection.
The appropriate methodological choice guarantees greater speed to the results, which
have a great impact on the etiological elucidation of the tumor, risk stratification and
therapeutic definition.

KEYWORDS: Human  papillomavirus  (HPV);  histopathological;  PCR;
immunohistochemistry; koilocytosis.

11 INTRODUGAO

1.1 Papilomavirus humano (HPV): Aspectos gerais

Durante anos os estudiosos procuravam determinar o agente causador do
cancer de colo do Utero, uma doenca que estava associada normalmente a praticas
sexuais. A elucidagao etiol6gica desse tipo de neoplasia maligna s6 foi possivel
no final da década de 70, com os resultados da pesquisa de Harald Zur Hausen,
que constatou a relacdo do Papilomavirus Humano (HPV) com a génese desses
tumores, sendo agraciado com o prémio Nobel de medicina em 2008 (PYTYNIA et
al., 2014).

O HPV pertence a familia Papillomaviridae (VAN REGENMORTEL et al., 2000)
e sdo classificados, segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Avaliagédo do
Cancer (IARC), em trés principais grupos: HPV de baixo risco (HPV-6, 11, 26, 42,
43, 58, 54, 61, 70, 81), HPV de risco intermediario (HPV-32, 34, 53, 62, 64, 71,
72,73, 82, 83, 84, 85, 89, 97, 102, 106) e HPV de alto risco oncogénico (HPV-16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 82). Os subtipos de baixo risco
oncogénico estdo normalmente envolvidos no aparecimento de verrugas na pele,
em regides orais (boca, labios, cordas vocais e etc) e genitais. Ao ponto que, os de
risco intermediario e de alto risco oncogénico séo frequentemente encontrados em
lesdes pré-malignas e tumores invasivos (DE SANJOSE et al., 2018).

O genoma do HPV é composto por uma molécula de DNA circular, e seus
genes sdo divididos em dois grupos: aqueles se expressam precocemente (do
inglés, early), séo eles E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7. Esses genes estdo normalmente
envolvidos no controle do ciclo celular hospedeiro e na regulagdo da transcricéo e
replicacao viral (DOORBAR et al., 2012). O segundo grupo é o de expressao tardia
(do inglés, late), representado pelos genes L1 e L2, responsaveis pela codificagao
das proteinas estruturais constituintes do capsideo viral. Aléem dessas, ha a regido
LCR (do inglés, long control region), que contém sequéncias estimuladoras e
repressoras da transcricéo viral, aléem da origem da replicagdo (BOOY et al., 1998).
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Figura 1. Representacéo esquematica do genoma do HPV 18 (alto risco). As regides
E3 e E8 nao foram representadas devido & auséncia de fun¢éo bioldgica definida.

Fonte. Adaptado de Chakravorty e Sugden (2018).

O HPV é um virus mucoepiteliotrdpico, ou seja, possui tropismo pelo epitélio
escamoso da mucosa e da pele (PYTYNIA et al., 2014). O ciclo de vida do virus
se inicia quando o virus infecta as células da camada profunda (basal), tendo seu
acesso facilitado através de fissuras no epitélio. Sua internalizagéo ocorre a partir da
interacdo entre as proteinas do capsideo e os receptores especificos da superficie
da célula, alguns estudos apontam a integrina alfa-6 como principal receptor viral
(EVANDER et al., 1997; ABBAN et al., 2012). No interior da célula, o capsideo &
perdido e o seu DNA é exposto a agdo de enzimas nucleares, facilitando a expressao
dos genes virais.

Ao penetrar na célula, o genoma viral € mantido com um episédio de baixo
nuamero de codpias (DOORBAR et al., 2005), e se replica somente junto a célula
hospedeira, sem causar nenhuma alteracdo citologica, sob a forma epissomal
(PYTYNIA et al., 2014). Nesta fase, ha um baixo nivel de dos genes E6, E7, E1 e E2,
suficiente para a manutencéo gendmica do virus (DOORBAR et al., 2005). Para a
producao de particulas virais, ocorre a amplificacdo do genoma do HPV, dependente
da expressao dos genes E1, E2, E4 e E5 (DOORBAR et al., 2005). A montagem das
particulas infecciosas ocorre nas camadas médias e superiores do epitélio. Na fase
mais tardia, o virus se replica para um numero alto de copias e expressa 0s genes
do capsideo, L1 e L2, resultando na formacao de novos virions da progénie que séo
liberados na superficie epitelial, caracterizando sua forma integrada (DE SANJOSE
et al., 2018). Em sintese, ap06s a infecgédo, as oncoproteinas virais integram com
proteinas celulares do hospedeiro, repercutindo no perfil de expressao dessas
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proteinas.

1.2 HPV e o ciclo celular hospedeiro

Como descrito anteriormente, o ciclo de vida do HPV é vinculado a
diferenciacao das células epiteliais do hospedeiro, que estdo em processo de divisdo
em direcéo a camada superficial do epitélio (PYEON et al., 2009). Entéo, para melhor
entender o ciclo de vida do HPV no organismo, é necessario compreender, também,
0s mecanismos envolvidos no controle celular em sua normalidade. As células do
epitélio dividem-se por mitose, logo, seguem as seguintes fases no processo de
divisdo: fases G1, S, G2 (interface) e M (mitose) (figura 2).

Figura 2. Esquema do ciclo celular.

A fase G1 representa a fase mais longa do ciclo, ocorrendo crescimento
celular devido a intensa sintese de enzimas e RNA. A progressao da fase G1 para
a fase S é regulada por dois pontos de controle: o ponto de restricdo e o ponto
de checagem de danos de DNA. Esses pontos s@o pausas no processo para
verificag@o das etapas que deveriam ser cumpridas naquela fase, caso haja algum
dano a célula para o ciclo e as corrige (MATHEWS et al., 2014). Curiosamente,
esses pontos de verificagdo sdo frequentemente perdidos em células cancerosas,
nao havendo checagem de dados e consequentemente progresséo do ciclo mesmo
na presenca de DNA danificado, o que o contribui para o acumulo de mutag¢des ao
longo das divisdes (MATHEWS et al., 2014; COOPER et al., 2000).
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A fase S é responsavel por estimular a divisdo celular, e garantir que
as células-filhas recebam as informagdes genéticos que determinardo suas
caracteristicas. Nesta fase as células duplicam seus cromossomos, responsaveis
por toda a informagéo genética, e fazem uma coépia exata de si mesmos (COOPER
et al., 2000), seguindo para a proxima fase. E a fase G2, onde ha a sintese de
proteinas necessarias para manipulacdo cromossémica. Nesta fase ha mais um
ponto de checagem, a fim de verificar se ha algum “erro” (COOPER et al., 2000).

Diversos genes, moléculas e proteinas desempenham papéis importantes
durante a divisdo do ciclo celular, sejam como reguladores positivos ou negativos
(ALVES et al., 2016). Dentre estes fatores, as ciclinas constituem uma importante
familia de proteinas que desempenham um papel essencial no controle do ciclo.
Cada ciclina esta associada a uma determinada fase, ajudando a conduzir os
eventos desta fase ou periodo. Ha, também, as quinases dependentes de ciclina
(CDK'’s) que como o nome sugere, sb se tornard uma enzima funcional e modificara
proteinas alvo dentro da célula se estiver associada a uma ciclina. As ciclinas e as
CDK’s formam complexos, que podem atuar fosforilando as proteinas, no intuito
de suprimir ou ativar sua funcdo em uma determina via bioquimica. Normalmente
esse controle € positivo, ou seja, estimulando a acao de proteinas que atuam na
progresséao do ciclo celular (DURONIO et al., 2013).

Uma importante ciclina envolvida nesse processo, € a ciclina-D1, que se
liga a CDK4/6, formando um complexo que é responsavel por fosforilar a proteina
do retinoblastoma (pRB), uma importante proteina que regula a passagem das
células de G1 para a fase S. A proteina pRB em seu estado hiperfosforilado, libera
o fator de transcricdo E2F, o qual entrara no nucleo ativando a expresséo de genes
responsaveis pela progressao do ciclo celular para a fase S (ZHAO et al., 2016).
Além de pRB, o ciclo celular conta também com a atuacdo de outras proteinas
supressoras tumorais, como a p53 e a p16.

1.3 Proteina p16

Como citado anteriormente, os complexos Ciclina-CDK desempenham
importante funcdo na regulagdo do ciclo celular. No entanto, quando ndo ha
necessidade de estimulo da progresséo do ciclo celular, precisam ser desativadas.
Nesse contexto, a proteina p16 surge como um importante regulador dos complexos
ciclina-D e CDK4/6, responsaveis por fosforilar a proteina Rb. A proteina p16 forma
um complexo com a CDK4/6, impedindo a formagéo do complexo ciclina-CDK, e,
consequentemente, a permanéncia de pRB em seu estado hipofosforilado. Dessa
forma, o fator de transcricdo E2F néo ¢é liberado, e a progressao do ciclo celular é
inativada (WEINBERG et al., 1995).

Por desempenhar importante fungdo no correto funcionamento do ciclo
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celular, alteracbes no funcionamento de p16 ocasionam desregulagdo dos
mecanismos normais de divisdo celular. As alteracdes em p16 podem ser ocasionadas
por mutagdes em seu gene codificante (CDKN2A), a exemplo de dele¢des ou perda
de heterozigosidade, pela perda de funcédo efetiva em consequéncia da infeccéo
por HPV (LARQUE et al., 2015), e até mesmo por eventos epigenéticos (metilacéo)
(ZHOU et al., 2017). A perda de fungédo de p16 tem sido frequentemente relatada em
diversos tipos de neoplasias malignas (RUIZ et al., 2016).

Em tumores HPV-associados, quando o epitélio é infectado pelo
papilomavirus humano (HPV), as oncoproteinas virais interagem com as proteinas
da célula hospedeira, geralmente induzindo sua degradag¢édo ou perda de funcéo
(SOUTO et al., 2005). As proteinas do HPV mais bem estudadas no processo
de desregulagdo do ciclo celular sdo as oncoproteinas E6 e E7 (DA ROSA et
al.,, 2009). A oncoproteina E6 atua na via do p53, sequestrando essa proteina e
direcionando-a para degradacgéo proteossémica (REUSCHENBACH et al., 2008).
Enquanto a proteina E7 se liga a proteina pRB, que perdera sua funcéo de regular
negativamente o ciclo celular, consequentemente, o fator de transcricdo E2F ficara
livre e possibilitara a progressao da fase G1 para afase S no ciclo (REUSCHENBACH
et al., 2008).

No entanto, diante de eventos adversos, como a infeccdo pelo virus, a
célula possui mecanismos préprios para identificar esses eventos, e ao detectar
erros no processo de divisdo, lanca méao de mecanismos especificos para frear
o processo de divisdo celular (CUBILLA et al., 2011). Um desses mecanismos
consiste no bloquei de formacao dos complexos ciclina D- CDK4/6, como citado
anteriormente. Em células infectadas pelo HPV, a inativa¢cdo de pRB via E7-HPV
gera um feedback negativo, aumentando a expressédo da proteina p16 (Figura 3).
O aumento da expressado de p16 é uma tentativa de inibir a formagéo do complexo
ciclina D e CDK4/6, e consequentemente, a fosforilacao da pRb e liberacéo do fator
de transcricdo E2F. Dessa forma, ha superexpressdo de p16 e acimulo da proteina
no citoplasma celular (ZHOU et al., 2017).
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Figura 3. Esquema do funcionamento de uma célula normal e uma célula infectada pelo
HPV.

Fonte: adaptado de Wai KC et al. (2020).

1.4 Deteccédo molecular do papilomavirus humano (HPV)

Tumores associados ao HPV podem ser identificados de diferentes maneiras
na pratica médica, partindo dos aspectos clinicos (macroscopicos), histopatolégico
(microscopicos), aos métodos de deteccao especifica do virus (LETO et al., 2011).
Como citado anteriormente, a imuno-histoquimica para p16 € um método bastante
utilizado na rotina da patologia, no entanto, ndo é totalmente segura e néo nos
permite saber qual subtipo viral envolvido no processo. As técnicas moleculares,
no entanto, geralmente nos permitem ndo somente a deteccdo, mas também a
genotipagem viral (SOUTO et al., 2005). A definicdo de qual subtipo de HPV esta
presente na amostra é essencial para o entendimento da biologia do tumor, visto
que ha diferentes subtipos de HPV distribuidos em diferentes grupos de risco
oncoldgicos. A PCR (do inglés, polymerase chain reaction) é considerada o método
molecular padrdao outro na deteccdo do HPV (LETO et al.,, 2011), mas outras
metodologias também s&o utilizadas, como a captura hibrida e a hibridizacéo in situ.

Todas baseiam-se na detecgcéo do genoma viral em amostras biolégicas.

1.4.1 Captura Hibrida (CH)

A captura hibrida € um método de hibridizagdo molecular bastante utilizado
na detec¢do HPV devido sua boa sensibilidade (91,7%) e especificidade de (95,4%)
quando comparada a técnica de PCR (CASTLE et al., 2002). Diversos estudos tem
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mostrado que os resultados de CH possuem estreita associagdo com a evolugéo
clinica dos casos, principalmente em amostras de rotina (assintomaticos), além de
ser aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pela Food and
Drugs Adminstration (FDA) (TULIO etal., 2017). O método usa quimiluminescéncia para
detectar hibridos de DNA/RNA e assim avaliar quantitativamente e qualitativamente a
presenga do HPV (CARVALHO et al., 2003; YLITALO et al., 2000). Apés a coleta do
material, as amostras passam pelas seguintes etapas:

Desnaturacao: Ocorre a lise celular DNA das células e a desnaturagéo dos
acidos nucleicos) (WANG, 2006);

Hibridizacédo: Sondas de RNA diluidas no tamp&o s&o adicionadas. As sondas
de RNA ligam-se ao DNA-alvo do virus, criando os hibridos DNA-RNA (WANG, 2006);

Captura dos Hibridos: Depois de hibridizados, sdo transferidos para uma
microplaca com as paredes recobertas por anticorpos monoclonais universais e
especificos de DNA-RNA, que reconhecem e vinculam-se ao hibrido DNA-RNA
(WANG, 2006);

Reacdo com conjugado: E adicionado uma solugdo contendo o anticorpo
monoclonal anti-DNA-RNA conjugado a fosfatase alcalina, uma enzima que, na
presenca de substrato quimioluminescente produz luz e atua como amplificacdo de
sinal. Elas se ligam em diferentes sitios dos hibridos que foram capturados, obtendo
uma amplificacao de até 3000 vezes (WANG, 2006);

Deteccao dos hibridos: Por Gltimo, a detecgao do sinal de quimiluminescéncia.
A fosfatase alcalina cliva o substrato, expondo uma luz, e a sua intensidade depende
da quantidade de enzimas que estédo ligadas ao complexo. A luz é medida pelos
quimioluminescentes.

Em seguida, a leitura é feita no quimioluminémetro e transmitida no computador,
que analisa os dados recebidos e faz a quantificacdo dos controles positivos e
negativos (WANG, 2006). Os controles positivos e negativos servem como parametro
para diagnostico das amostras em andlise. Além da deteccao HPV, a CH é também
utilizada para deteccéo de outros agentes infecciosos, como a Chlamydia trachomatis
e Neisseria gonorrhoeae (WANG, 2006).

1.4.2 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

A PCR é considerada padréo outro para deteccdo de HPV e diversos
outros microrganismos em amostras biolégicas devido sua elevada sensibilidade
e especificada. A técnica permite a amplificacdo do material genético in vitro,
potencialmente gerando bilhbes de cépias especificas a partir de uma Unica
sequéncia alvo. Atécnica utiliza mecanismos que simulam o que acontece no interior
da célula durante a replicagdo do DNA (LETO et al., 2011). Os componentes para a
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realizacdo da técnica séo:

A amostra de DNA que se deseja amplificar contendo a sequéncia que se
deseja detectar por amplificagéo;

DNA polimerase, mais especificamente a Taq polimerase, inicialmente
descoberta na bactéria extremofila Thermus aquaticus. Essa enzima é naturalmente
estavel em altas temperaturas, por isso se mantém ativa em todos os ciclos da PCR,
mesmo com 0 aquecimento necessario para a desnaturagéo, que gira em torno dos
94°C (SIENA et al., 2018).

Um tampé&o que serve para evitar a variacéo do pH, ou seja, mesmo com a
adicdo de substancias de carater acido e basico, o pH se mantém estavel (SIENA
et al., 2018);

O cloreto de magnésio que funciona como um cofator da enzima DNA
polimerase, essa interagdo tem a capacidade de aumentar a eficiéncia enzimatica
(SIENA et al., 2018);

Os primers ou iniciadores, s@o sequencias curtas de nucleotideos que se
ligam a regido alvo e possibilitam o inicio da sintese de DNA, sinalizando onde a Taq
polimerase deve comecar a adicionar nucleotideos (SIENA et al., 2018).;

Os dNTP’s, que séao os desoxirribonucleotideos trifosfatados contendo cada
uma das quatro bases nitrogenadas presentes na molécula de DNA (A, T,C e G), em
igual concentracao (SIENA et al., 2018);

Agua ultrapura, que devido ao seu carater fisico-quimico, permite que
substancias polares ou ibnicas formem solugcbes aquosas (SIENA et al., 2018). E
como a PCR é um processo de grande sensibilidade, é necessario que a agua esteja
livre de nucleasse e outros contaminantes.

O ensaio divide-se, em trés etapas: (a) desnaturagao, (b) termociclagem e (c)
extensdo. A primeira etapa da PCR é a desnaturacao inicial, onde as duas cadeias
do DNA-alvo séo separadas pela temperatura de 95°C durante 5 minutos. O objetivo
€ garantir que toda a dupla fita seja aberta, um processo que in vivo é executado
pelas helicases (SIENAet al., 2018; JOSHI et al., 2011). Logo apés, a termociclagem
se inicia. Essa etapa envolve a repeticdo de todas as etapas gerais do processo. A
desnaturac@o na temperatura de 95°C, mas, em uma duracao de 30 segundos. O
anelamento, em uma temperatura em torno de 57°C. Essa diminuigdo de temperatura
possibilita que os dois primers venham a se parear nas suas respectivas cadeias de
DNA-alvo. Isso fornece a extremidade 3’ OH livres, necessarias para a extensao da
cadeia, mediada pela DNA polimerase, que vai adicionando nucleotideos na direcédo
5’-3’. Esse ciclo é repetido em média de 30 a 35 vezes (SIENA et al., 2018; JOSHI
et al., 2011). Por dltimo, a extenséo, que é a adicao final dos nucleotideos pela taq
polimerase.

Na PCR convencional, apés a ciclagem, os fragmentos amplificados (bilhées
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de copias) devem ser analisados em gel de agarose. Com base no tamanho dos
fragmentos observados é possivel realizar o diagnoéstico positivo ou negativo da
amostra (SIENA et al., 2018; JOSHI et al., 2011).

Devido a sua complexidade e necessidade de andlise em gel p6s-PCR,
a técnica tem sido constantemente aprimorada, surgindo diversas variacdes, a
exemplo da PCR em tempo real (SIENA et al., 2018). Na PCR em tempo real, a
utilizacdo de primers conjugados com corantes fluorescentes gera uma combinacao
de cores que é utilizada para diagnostico. Se torna um processo mais rapido que a
convencional pelo fato de nédo precisar de eletroforese. Além de gerar um resultado
quantitativo, ou seja, se a sequéncia alvo esta presente ou ndo na amostra, &
possivel quantificar (quantitativo) a cada ciclo a quantidade de produtos gerados
pela PCR em tempo real (JOSHI et al., 2011).

Diante do exposto, a PCR é considerada padrdo ouro na detec¢do de HPV,
pois se baseia ndo somente na detecgdo do genoma do virus (Captura hibrida),
mas na amplificagdo de regides especificas do genoma viral, 0 que aumenta as
chances de deteccgéo principalmente em amostras com baixa carga viral. E possivel
a utilizacéo de iniciadores especificos para regides intrinsecas de cada subtipo viral
e assim realizar a detecgdo de genotipagem do virus (DONG et al., 2017).

1.5 Deteccéo histoldgica do papilomavirus humano (HPV)

A andlise histologica de tumores e tecidos normais fornecem importantes
informacdes acerca dos aspectos histopatolégicos em humanos, plantas e
animais. A analise por microscopia Optica permite descrever visualmente diversas
caracteristicas da morfologica celular e elucidar alteragdes histologicas que diferem
da organizagao normal do tecido/6rgéo em andlise. No ambito da detecgéo do HPV,
a histologia pode nos fornece importantes informagdes devido a capacidade do virus
de induzir alteracoes morfolégicas nas células epiteliais que podem ser facilmente
identificadas por microscopia 6ptica (JORDAO et al., 2003).

1.5.1 Observacdo de alteragbes cito arquiteturais (coilocitos)

Dentre as possibilidades da deteccao histolégica do virus, a coilocitose
constitui-se como um importante aspecto da morfologia tecidual indicativa da
presenca do virus. Os coilocitos sdo células epiteliais infectadas pelo HPV e que
possuem uma citomorfolégica diferente de outras células do epitélio que ndo foram
infectadas pelo virus (JORDAO et al., 2003). Através da identificagdo dessas células,
o patologista que avalia uma amostra suspeita ou um tumor com diagnéstico clinico,
pode descrever as caracteristicas gerais da amostra e se ha ou néo a presenca de
coilécitos, e, consequentemente, a presenca do HPV.

Os coilocitos sdo geralmente identificados levando em consideragéo trés
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critérios majoritarios quando analisadas laminas de hematoxilina e eosina (HE), séo
eles: a presenca de halo perinuclear (espago entre o nicleo e o citoplasma); atipia
nuclear (aparéncia anormal do nucleo, geralmente lembrando uma ameixa murcha);
bi nucleagdes (célula com dois nicleos em um mesmo citoplasma) (ABADI et al.,
1998; KRAWCZYK et al., 2008) (Figura 4).

Figura 4. Amostra com presenga de coilocitose.
Fonte: Teixeira, Junior A. A. L. (2018)

A principal vantagem da utilizacdo desse método é sua incluséo nos laudos
histopatolégicos, que é rotina na andlise de qualquer tipo de neoplasia para
descrigao dos aspectos microscopicos do tumor. Dessa forma, pode-se acrescentar
ao laudo se na amostra em analise ha presente ou nédo de coil6citos (KRAWCZYK
et al., 2008). A observacéao de coilocitos € uma das principais ferramentas utilizadas
por citopatologistas na analise classificagéo de altera¢des celulares do colo do Gtero
em exames de rotina (Papanicolau) (KRAWCZYK et al., 2008).

Apesar disso, a principal desvantagem do método é que os coil6citos s6
sé@o evidentes quando o virus esta se replicando intensamente, geralmente em seu
estado epissomal. Quando o genoma do virus se encontra integrado ao genoma da
célula hospedeira, ele perde a capacidade de se replicar, e consequentemente a
observagéo de coilocitos pode néo ser possivel andlise tecidual, mesmo que o virus
esteja presente na amostra (KRAWCZYK et al., 2008).
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1.5.2 Ensaios de imuno-histoquimica (IHQ)

A imuno-histoquimica € uma ferramenta amplamente utilizada no diagnostico
e classificagao de tumores. Atécnica se baseia na deteccao de antigenos especificos
em sec¢des teciduais, podendo diferenciar subpopulagdes celulares em um mesmo
tecido, ou até mesmo detectar a presenca de proteinas exégenas provenientes de
agentes infecciosos, como o HPV (NANGUZGAMBO et al., 2011). Existem diversas
variagcdes da técnica de imuno-histoquimica, no entanto, de modo geral o método se
baseia no principio de ligagdo entre um antigeno e um anticorpo (NANGUZGAMBO
et al., 2011).

Inicialmente séo feitas sec¢des de tecidos previamente fixados, processados
e incluidos em parafina a fim de se gerar um corte histoldgico, os quais sé@o dispostos
em laminas apropriadas para o ensaio (NANGUZGAMBO et al., 2011). De forma
geral, a lamina contendo o corte tecidual € submetida a recuperacao antigénica
(etapa onde os epitopos do antigeno alvo serdo expostos, pois 0 processamento
histol6gico para preparagcdo do bloco de parafina modifica a estrutura do alvo);
aplicagdo de anticorpo primario que se ligara ao alvo que se deseja detectar no
tecido, caso ele esteja presente (preferencialmente anticorpos monoclonais).
A revelagdo da ligacdo anticorpo-antigeno pode ser feita de varias maneiras, na
principal o anticorpo é conjugado com uma enzima, como a peroxidase, que na
presenca de um substrato especifico pode catalisar uma reagédo produtora de cor
(vermelha, marrom, etc.) (NANGUZGAMBO et al., 2011).

No ambito da detecgcdo do HPV, pode-se utilizar anticorpos especificos para
as proteinas virais, como anticorpos que se ligam as oncoproteinas E6 e E7, ou a
proteinas celulares especificas que sugiram a presencga do virus no tecido, como
a proteina p16. A superexpressdo de p16 € amplamente utilizada como marcador
indireto de infec¢do por HPV de alto risco em diversos tipos de tumores associados
ao virus devido ao feedback negativo gerado pelo virus nas células, como descrito
anteriormente (ROMAGOSA et al., 2011; GEIBLER et al., 2013). A praticidade do
método quando comparado aos métodos moleculares, que geralmente necessitam
de maior aparato técnico e de infraestrutura é a principal vantagem. A Figura 4
evidencia a superexpressao de p16 em secc¢ao histoldégica de um caso de tumor de
pénis (tumor HPV-asscoiado).
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Figura 5. Epitélio escamoso evidenciado superexpressao de p16 em amostra de cancer
de pénis.

Fonte. Cubilla et al., (2011).

No entanto, apesar de sua ampla utilizagdo no diagnostico de lesbes
associadas ao HPV, a analise imuno-histoquimica de p16 per se nédo constitui
um meétodo direto de detecg¢do do virus, podendo estar superexpressa em outras
situagcdes celulares que nédo infecgdo por HPV, da mesma forma que a auséncia
de expressao néo significa auséncia de infecgéo por HPV (CUBILLA et al., 2011).
Além disso, a técnica de imuno-histoquimica, néo diferente das outras metodologias
moleculares, sofre direto impacto da etapa pré-analitica. Dessa forma, se o tecido
nao for fixado, processado e incluido em parafina da forma correta, o ensaio pode
ser comprometido e gerar resultado duvidosos.

21 QUAL METODO ESCOLHER?

Todo método de diagnostico possui duas principais vertentes a serem
levadas em consideracédo, a especificidade e sensibilidade. A sensibilidade de um
teste refere-se a capacidade de identificar corretamente as amostras positivas
para o agente/doenca que se deseja detectar. J& a especificidade diz respeito a
capacidade do teste para identificar corretamente os casos negativos (LALKHEN et
al., 2008).
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Em suma, a escolha do teste depende de muitas variaveis, como o tipo de
amostra a ser utilizado e o objetivo a ser alcancado. Por exemplo, de forma genérica,
havendo disponibilidade apenas de material fixado e embebido em parafina, da-
se preferéncia aos métodos que melhor se adequam as condicbes desse tipo
de amostra, que dentre os exemplos discutidos até aqui, seriam a deteccdo de
coilécitos e a imuno-histoquimica. Quando ha disponibilidade de tecido fresco,
conhecidamente de melhor qualidade para obtengcédo de material genético integro e
favoravel para aplicacdo em ensaios moleculares, pode-se adotar a captura hibrida
ou a PCR. A correta conducgao das etapas pré-analitica é de suma importancia para
confiabilidade dos dados obtidos a partir do teste escolhido.

Certamente um teste que detenha simultaneamente alta sensibilidade e
especificidade seria a melhor escolha, entretanto, o que se observa é que os métodos
variam em relagé@o a essas duas vertentes. Testes que possuem alta especificidade
geralmente possuem sensibilidade reduzida, e vice-versa. Dessa forma, uma
alternativa frequentemente adotada é a aplicacdo de mudltiplas metodologias
para uma mesma finalidade, de forma a complementar os resultados e dar mais
confiabilidade ao diagnostico. Por exemplo, a utilizagdo simultanea de PCR (alta
sensibilidade) e da que Captura Hibrida (alta especificidade) na detecgéo de HPV.

Em um breve levantamento bibliografico, selecionamos artigos que
descreveram a sensibilidade e especificidade dos testes de captura hibrida e
PCR aplicados a detecgdo de HPV (Tabela 1). Descrevemos também estudos que
utilizaram métodos histolégicos (Imuno-histoquimica) e moleculares como PCF,
captura hibrida e hibridizacao in situ (ndo abordada nesse trabalho) (Tabela 2).

PCR Captura hibrida
Fonte Amostra N
Positividade Sensibilidade Especificidade | Positividade Sensibilidade Especificidade
KO et al. (2017) Colo do utero | 900 27,4% 85,4% 91,9% 12,8% 83,5% 95,9%
CHUNG et al. (2014) Colo do utero | 619 39,7% 95,5% 61,6% 19,7% 100% 83,3%
PARK et al. (2012) Colo do utero | 356 27% 78,3% 99,2% 39.7% 96,6% 89,1%
LEE et al. (2011) Colo do utero | 173 51,4% 95,2% 73.0% 48,0% 93,5% 77.5%
POLJAK et al. (2011) Colo do utero | 4432 11,6% 98,2% 89,5% 13,3% 94,7% 87,7%
TSIODRAS et al. (2010) Colo do utero | 1270 31,2% 100% 69,6% 20,4% 733% 80,2%
GUSTAVSSON et al. (2009) | Colo do utero | 391 45% 85% 73% 34% 91% 60%
HONG et al. (2009) Colo do atero | 199 48,7% 63,9% 65,7% 52,3% 74,2% 68,6%
SAINI et al. (2007) Colo do utero | 40 52,5% 81,8% 58,6% 12,5% 36,4% 96,6%
NOMELINI et al. (2007) Colo do utero | 80 87,5% 83,3% 13,3% 47,5% 66,7% 56,7%
CARESTIATO et al (2006) Colo do utero | 137 75% 97,1% 85,2% 713% 99,2% 86%
SCHIFFMAN et al. (2005) Colo do utero | 5026 40,8% 89,3% 48,5% 457% 93,6% 41,2%
CARVALHO et al. (2004) Colo do utero | 40 75% 96,5% 100% 70% 86,2% 100%
CLAVEL et al. (1998) Colo do utero | 42 81% 96,4% 66,7% 76,2% 92,8% 66,7%

Tabela 1. Estudos comparativos das técnicas moleculares PCR e Captura hibrida.
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Fonte Amostra N Positividade p16 (%) Positividade PCR (%)
LINGE et al. (2018) Cabeca e pescogo 175 36% 29,1%
RAZMPOOSH et al. (2014) Colo do Utero | 64 46,9% 93,8%
MELKANE et al. (2014) Cabega e pescogo | 46 61% 63%
Orofaringe 3304
WALLINE et al. (2013) 60%a 58%a
184o
Colo do dtero | 895,
MESHER et al. (2013) 54,4%a 72,9%b
1173
Orofaringe | 231
JORDAN et al. (2012) 70,2%a 78,3%b
233s
Amigdalas 26a
EVANS et al. (2011) 84,6%a 83%b
30p
Cérvix uterino 1434
BENEVOLO et al. (2010) 8 58%a 46,4%b
b
Orofaringe | 239
LEWIS et al. (2010) 78%a 39,6%b
48p
LICITRA et al. (2008) Orofaringe 90 35,6% 19%
YOSHIDA et al. (2004) Colo do utero 98 61% 61%

Tabela 2. Estudos comparativos da Imuno-histoquimica para p16 e PCR.

* As letras A e B indicam o resultado de cada N amostral

Utilizando o recurso de pesquisa avangada de dois bancos de dados (PubMed
e Google Académico), com as seguintes palavras-chaves: (PCR); (HPV); (Hybrid
Capture); (P16), foram selecionados 43 artigos, dos quais 26 foram submetidos a
analise, seguindo os seguintes critérios de inclusdo: (1) descricdo de positividade
global para cada método; (2) descricdo de sensibilidade e especificidade de cada
método, ou os valores de falsos-positivos e falsos-negativos para calculo; (3) artigos
que apresentassem a positividade global para no minimo dois testes. E os critérios
de néo inclusdo foram: (1) estudos que que apresentavam apenas sensibilidade e
especificidade, e ndo a positividade global; (2) artigos que apresentavam positividade
total apenas para um dos métodos.

Na Tabela 1 foram avaliados 14 artigos que adotaram simultaneamente a PCR
e captura hibrida como métodos de detec¢do. Na maioria dos estudos, a positividade
global foi maior através da técnica de PCR (71,4%), assim como a sensibilidade
(57,1%). Ja a especificidade foi maior na técnica de captura hibrida (66,7%). Dentre
os estudos selecionados, quando comparadas as técnicas de PCR e captura hibrida,
a sensibilidade analitica da PC é geralmente alta, no entanto, ha alto risco de
contaminacao durante a realizacdo do teste, aumentando as chances de obteng¢éo de
resultados falso-positivos. Na captura hibrida, ha reducdo da sensibilidade em fungéao
da restricao de subtipos virais detectaveis pelo método, que geralmente é direcionado
para o grupo de HPV de alto risco, no entanto, ha aumento na especificidade. Dessa
forma, a realizagdo de ambos os testes, se disponiveis, ocasionaria um aumento
simultaneo na especificidade e sensibilidade na deteccado do virus. Essa possibilidade
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tem sido discutida em alguns estudos, a exemplo de Carvalho e colaboradores (2003),
que demonstraram que a positividade para HPV utilizando apenas um teste foi de 68%,
e quando combinados, aumentou para 89%. Embora haja varia¢cdes nos protocolos de
PCR para detecgao do HPV, a concordancia entre os testes de Captura hibrida e PCR
em varios estudos é geralmente alta, superior a 80%.

Os casos falsos negativos podem ocorrer devido a presenga de novos tipos
virais (n&o incluidos nos painéis dos testes), principalmente na PCR. Enquanto que,
na captura hibrida, as lesbes podem apresentar poucas cdpias virais, ainda nao
detectaveis por esse método.

Na Tabela 2 elencamos alguns estudos que comparam a positividade por um
método direto-molecular (PCR) e um método indireto-histolégico (imuno-histoquimica).
Na Tabela 1, apesar da PCR ser considerada o padrao ouro e ter apresentado maior
positividade global quando comparada a captura hibrida, ainda sim em alguns casos
a captura hibrida obteve melhores resultados. Com base nessas observagdes, é
possivel sugerir que ha influéncia das etapas pré-analiticas nos resultados obtidos.
Da mesma forma, que na tabela 2, foi observado que em alguns estudos ha maior
positividade por imuno-histoquimica que por PCR, diferente do esperado ja que a
PCR em tese detectaria todos os casos que de fato apresentassem infecgéo por HPV,
e a imuno-histoquimica somente aqueles em que o feedback negativo tivesse ocorrido
(discutido anteriormente). Quando avaliamos somente os estudos em que isso
ocorreu, notamos que todos utilizaram amostras de fixadas em formol e embebidas
em parafina para extragcdo de DNA e realizagdo da PCR, o que possivelmente pode
ter reduzido de sensibilidade do método em comparacéo a imuno-histoquimica, que
melhor se adequa a esse tipo de amostra.

Dessa forma, é importante reforcar que para cada tipo de método é preciso
ter cautela nas etapas pré-analiticas para que se obtenha resultados satisfatorios
e confiaveis. Além do tipo de amostras, a PCR pode ser influenciada também por
fatores como: a metodologia de extragéo escolhida para determinado tipo de amostra,
a concentracdo e a integridade de DNA, contaminacdo com outras amostras, etc.
Da mesma maneira, os métodos histolégicos, como a imuno-histoquimica, sofrem
influéncia direta de processos fixagdo tecidual inadequados, variacdo no tipo e
clonalidade de anticorpos, etc.

Diante disso, a escolha do teste apropriado para cada tipo de amostra, bem
como os cuidados pré-analiticos da coleta ao processamento sao fatores decisivos na
elucidacao diagnéstica. Em muitos tumores, como cancer de orofaringea, os casos
HPV positivos possuem sobrevida aumentada em comparag¢do aos casos negativos,
bem como os protocolos terapéuticos, o que torna correta detecgéo de HPV crucial
para elucidacao etioldgica da leséo e estratificacdo dos grupos.
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31 CONCLUSAO

Tumores associados a infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) constituem
um importante grupo de neoplasias malignas com caracteristicas distintas. A
compreens@o dos mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese induzia
pelo virus é essencial para definicdo dos métodos adequados para deteccéo viral
nesses tumores. A escolha metodolégica adequada garante maior celeridade aos
resultados, os quais possuem grande impacto na elucidacéo etiolégica do tumor,
estratificacdo de risco e definicdo terapéutica. Dessa forma, no presente estudo foi
possivel revisar os principais mecanismos virais associados a carcinogénese, bem
como seus principais métodos de deteccao.
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