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RESUMO

O cancer de colo uterino € um dos raros exemplos de neoplasia prevenivel. Desde a década
de 1920, quando o Dr. Georges Papanicolaou criou a citologia, amplos programas de
triagem populacional ¢ tratamento de lesdes precursoras levaram a uma dristica reduciio na
incidéncia dessa necoplasia. Esse avango, todavia, ndo foi suficiente para impedir que o
cncer de colo uterino represente ainda cerca de 12% dos tumores femininos. Gragas,
porém, a existéncia de agente etioldgico viral bem definido — o papilomavirus humano
(HPV) - ¢ ao grande avango recente da biologia molecular tém surgido novas possibilidades
de diagnostico precoce, baseado na pesquisa viral, por novas técnicas, como a captura
hibrida. Também bastante promissora ¢ a possibilidade de desenvolvimento de uma vacina
anti-HPV eficaz, para os préximos anos.

DESCRITORES: Céncer de colo uterino. Papilomavirus humano. Oncogénese.
Prevencdo e controle.

INTRODUCAO

O céncer de colo uterino ¢ uma neoplasia que ainda apresenta um
impacto devastador em todo o mundo (12% dos tumores femininos), com uma
incidéncia de mais de quinhentos mil casos anuais (85), situando-se como o
segundo cancer mais fatal e ainda como o mais prevalente em alguns paises em
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desenvolvimento. Em vdrios paises, inclusive no Brasil, o carcinoma de colo
uterino deixou de ser o cincer mais freqliente (posigéo ocupada pelo carcinoma
mamério) gragas a implantagio de programas de prevencio baseados na triagem
citolégica em massa da populacdo, o que permitiu o tratamento das lesées
precursoras antes de sua evolugfo para neoplasia invasora (Instituto Nacional
do Cancer - INCA 2002).

Em Goiénia o carcinoma mamadrio ultrapassou em freqiiéncia o cancer
cervical a partir de 1992 (21). De acordo com os mais recentes dados disponiveis,
o coeficiente de incidéncia bruto de cincer de colo uterino em 1997 foi de 19,47 por
100.000 habitantes, e a doenga foi responsavel por 69 mortes no mesmo ano (21).

A grande maioria dos canceres cervicais é representada por carcinomas
escamosos. Quanto aos carcinomas nio escamosos (CNE), os principais tipos
s80 os adenocarcinomas, os tumores de colisfio (adenocarcinoma associado
ao carcinoma escamoso) e os carcinomas adenoescamosos (14, 90). Os CNEs
em Goids, nos ¢ltimos quinze anos, tém mantido uma freqiiéncia constante de
12% dos carcinomas de colo operados no Hospital Aratijo Jorge (hospital de
céncer), o que representa aproximadamente um caso novo a cada vinte dias
(Moreira, comunicagéo pessoal).

O cancer cervical tem algumas caracteristicas peculiares em relagio a
outros tipos de neoplasia. A primeira delas ¢ o fato de ele ser uma doenca de
longa evolugao, podendo ser detectada em fases precoces, antes de aprcsentar
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todas as propriedades que definem o fenétipo maligno (invasdo e metéstase) (20,

85). A segunda caracteristica é a existéncia de um agente etiolégico infeccioso
conhecido, o papilomavirus humano (HPV) (58, 96). Gragas a essas peculiaridades,
o céncer cervical ¢ uma doenga que desfruta de grandes possibilidades de
prevengdo. A citologia vaginal (Papanicolaou) é um dos recursos mais importantes
Ja disponibilizados em medicina preventiva. Esse teste foi criado pelo médico
grego Georges Papanicolaou, e é considerado um dos avangos mais significativos
no controle de cincer, tendo contribuido para reduzir em mais de 70%, em alguns
paises, a mortalidade por cincer de colo uterino (37). E um método simples e de
baixo custo, capaz de diagnosticar as lesdes precursoras do cincer cervical, que
podem ser tratadas e eliminadas antes de evoluir para neoplasia invasora (95). A
existéncia de um agente etiolégico viral implica também a possibilidade de aplicacio
de outros métodos diagnésticos especificos, baseados na pesquisa de DNA
viral (86), e aponta para a perspectiva do desenvolvimento de uma vacina (46).

OHPV
O HPV possui como genoma uma molécula de DNA de fita dupla,

circular, com aproximadamente oito mil nucleotideos. E um virus pequeno, com
cerca de 55 nm de didmetro (82).
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O genoma viral apresenta de oito a dez genes e uma regifo nio
codificante (non-coding region - NRC). O capsideo é composto por duas
proteinas que sdo codificadas por genes das chamadas regides tardias,
L1(“L”do inglés late), a principal, e L2, a secunddria. A regidio E (“E”do inglés
early) apresenta os genes E1, E2, E4, E5, E6 ¢ E7, que codificam as respectivas
protefnas (Figura 1) (11).

Os papilomavirus infectam apenas os humanos. Os virus exibem
tropismo tecidual, infectando quase exclusivamente epitélios escamosos, como
a pele e as mucosas (93).

Quando o HPV € transmitido, ele entra nas células epiteliais pela camada
basal e produz duas categorias de alteragGes epiteliais, ambas importantes para
a classificagdo diagndstica. A primeira alteracfio é o efeito citopdtico viral, ou
coilocitose, que ocorre nas células maduras, terminalmente diferenciadas e
incapazes de se dividir. Esse efeito é resultante da ocorréncia do ciclo de
replicago viral, sendo facilitado pela maturago epitelial. A segunda alteracdo
¢ uma anormalidade no crescimento e na diferenciagfo celular, que tem origem
nas células basais e parabasais, com capacidade de multiplicagio (20).

Figura 1. O genomado HPV 16 (93)

Os genomas dos HPVs podem ser encontrados como epissomas no
nicleo daquelas células infectadas que ndo apresentam alteragdes morfold gicas.
Entretanto, em algumas lesdes de baixo grau e na maioria das lesdes de alto
grau, incluindo céncer, os genomas do HPV sio integrados aos da célula
hospedeira (50). A ruptura da regido E1-E2 resulta em expressdo aumentada e
estabilizacdo dos transcritos de E6 e E7, sendo uma ruptura necessaria para a
integragdo do genoma viral (41).
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Tipos de HPV

Somente quando algumas técnicas de biologia molecular tornaram-se
disponiveis, os diferentes tipos de HPV puderam ser identificados. Estes diferem
nao apenas em suas seqiiéncias gendmicas, mas também nas manifestagdes
clinicas que produzem. Alguns tipos tém maior tendéncia parainfectar a pele, e
outros, as mucosas; apenas um limitado ntimero é considerado como de potencial
oncogénico (11). :

Em 1995, no Workshop internacional sobre HPV, foi definido o critério
atualmente aceito para caracterizacio de novos tipos desse virus. Uma diferenca
maior que 10% na regifio .1 do genoma permite a classificacdo de um tipo
diferente de HPV (5, 48).

Até hoje mais de 120 tipos de HPV j4 foram identificados (34). Apesar
da grande variedade de tipos virais, apenas um limitado ndmero (cerca de
quarenta) € considerado como de importancia, por infectar o trato anogenital e
ser encontrado em carcinomas. Os principais virus nessa categoria s30 0s tipos
16,18, 31, 33, 35, 39,45, 51,52, 58,59 ¢ 69, considerados de alto risco para cancer
cervical. Os tipos 6 ¢ 11 sdo encontrados em verrugas genitais (condiloma
acuminado), constituindo o grupo considerado de baixo risco (48).

HPYV como agente etiolégico do céncer cervical

E antiga a idéia de que o céncer cervical esteja associado a agentes
infecciosos, uma vez que, epidemiologicamente, a doenga comporta-se como
sexualmente transmissivel. Um dos primeiros agentes infecciosos implicados
foi a Trichomonas vaginalis (77), isso na década de 1960. Nos anos 70 o virus
do herpes simples também foi considerado um carcinogénico cervical (4). No
final da década de 1970, inicio dos anos 80, o HPV, por sua vez, comegou a ser
incriminado na génese do cancer de colo uterino, em parte devido ao surgimento
de técnicas de biologia molecular que permitiram sua identificagdo (53, 89).

Em 1995, a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)
reconheceu que havia evidéncias suficientes para categorizar os HPVs tipo 16
e 18 como carcinogénicos humanos, sendo as evidéncias existentes ainda
insuficientes para se concluir a respeito de outros subtipos de HPV (58). O
Estudo Biol6gico Internacional em Cancer Cervical, realizado em 1999 e que
utilizou material coletado em 22 paises, relatou uma prevaléncia mundial de 93%
de HPV nos canceres cervicais invasores. O estudo afirma ainda que a
negatividade de 7% dos casos poderia ter sido decorrente tanto da auséncia de
HPYV, quanto de resultado falso-negativo dos testes. Quando a reagio em cadeia
de polimerase (PCR) foi realizada nos casos em que havia disponivel material
congelado (e portanto mais bem preservado) do cincer cervical, a positividade
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para HPV-DNA foi de 99,7% (contra cerca de 14% na populagdo geral) (20, 96).
Com base nesses estudos, segundo o0s quais virtualmente todos os carcinomas
cervicais contém HPV-DNA, a IARC afirmou, entdo, que o HPV é um agente
necessdrio para a carcinogénese cervical (96).

A infec¢do por HPV é bastante fregiiente em mulheres com menos de
25 anos. Na grande maioria, porém, o virus é eliminado em uma média de 8§
meses. Essa eliminagdo € conseqiiéncia da resposta imunolégica, que também
leva a regressdo esponténea de mais de 80% das lesdes de baixo grau em
menos de 2 anos. Em alguns casos, entretanto, o virus persiste, sendo a
persisténcia viral o mais importante fator isolado relacionado a progressio da
infecgfio para lesdo de alto grau (69). Entretanto apenas uma fragfo das pacientes
com infecg@o persistente pelo HPV desenvolve cincer cervical, o que indica
que o virus sozinho, sem a participagdo de co-fatores, ndo € suficiente para
causar cincer do colo uterino. Entre os co-fatores incluem-se: multiparidade
(59), tabagismo (3, 54), uso de anticoncepcionais (75), deficiéncias nutricionais,
co-infeccdo por Chlamydia trachomatis (76) e outros.

Mecanismos de oncogénese e o HPV

~ As células cancerosas crescem de maneira desregulada, em
conseqiiéncia da aquisi¢do seqiiencial de mutagdes soméaticas em genes que
controlam o crescimento e a diferenciagio celulares ou que mantém a integridade
do genoma (19). As mutacbes podem ser provocadas por agentes ambientais
(radiagdo e produtos quimicos) ou por elementos produzidos durante o
metabolismo celular normal (radicais livres derivados do oxigénio). Embora o
mecanismo mais comum de mutagénese provavelmente esteja relacionado com
erros espontineos na replicac@o e no reparo do DNA, a maioria desses erros
nio tem conseqiiéncia importante. Por sua vez, os agentes que produzem
mutagOes em genes regulatérios sdo potencialmente carcinogenéticos. Esses
genes, que constituem os principais envolvidos na patogenia do cincer, s3o os
oncogenes, os genes supressores de tumores (antioncogenes) e os genes que
regulam a apoptose (71). _

Os oncogenes sdo derivados de protooncogenes, genes celulares que
promovem o crescimento € o desenvolvimento normais. Quando, por exemplo,
uma seqiiéncia de DNA viral € inserida préximo ao protooncogene, ele pode ser
convertido em um oncogene celular. O produto de um oncogene € a
oncoproteina. As oncoprotefnas sdo semelhantes ao produto normal dos
protooncogenes, diferindo desse produto apenas por néo terem papel regulatério
importante e pelo fato de sua produgéo ndo depender de fatores celulares ou de
outros sinais externos, ndo sendo assim controlada por mecanismos de
retroalimentacdo (9). Alguns exemplos de oncogenes s30 as ciclinas e as cinases

Vol 33 (1): 01-20. jan.-jun. 2004 5



dependentes de ciclinas, estas tltimas constituindo proteinas estimuladoras
da progressdo do ciclo celular (19).

Enquanto os protooncogenes codificam proteinas que promovem o
crescimento, os antioncogenes tém agdo antagdnica, sendo responsdveis por
interromper o crescimento celular. Exemplos dessa tilltima categoria séo o gene do
retinoblastoma e o gene p53 (o mais freqiiente alvo de alteragfio genética em
tumores humanos) (66). A perda de fungo desses genes € um evento essencial
na oncogénese humana. O gene do retinoblastoma codifica uma proteina (pRb)
que constitui uma barreira no ciclo celular, na passagem da fase G, para a fase S
(106). J4 0 p53 é responsével pelo policiamento constante da célula, aumentando
rapidamente a expressio da proteina p53 quando hd agressdo ao material genético
e estimulando a expressio de uma série de genes que medeiam tanto a paralisagio
do ciclo celular, como a indugdo da apoptose e o reparo do DNA (66).

Por ultimo, entre os reguladores da apoptose, destacam-se os genes
bel-2, c-myc e bax. O bel-2 inibe a apoptose, enquanto o bax € o c-myc a estimulam
(26, 66, 100).

A acfio oncogénica dos HPVs de alto risco é decorrente da sintese de
algumas proteinas, chamadas oncoproteinas virais, com destaque para E6 ¢ E7.
A oncoproteina E5 parece ndo ter participa¢do na oncogénese humana, uma
vez que nio € expressa nos tumores, devido a ruptura do genoma viral, quando
ele se torna integrado aos cromossomas celulares. Apesar disso, as agdes

neac o + | = A
celulares da proteina ES podem ser fundamentais na preparagic para a

transformagciio celular, quando entdo as fungdes das proteinas E6 e E7 tornam-
se mais importantes (52). Essas fung¢des incluem atividades estimuladoras de
crescimento e de transformag@o celular, em que as duas oncoproteinas interferem
com a agdo de alguns dos genes citados anteriormente. As proteinas E6 e E7
sdo consistentemente expressas em células malignas de cnceres cervicais que
carregam HPV-DNA. Elas sfo capazes de imortalizar células humanas, agindo
cooperativamente ou mesmo individualmente (57, 107).

A proteina E6 tem a capacidade de ligar-se a proteina p33, degradando-
a e assim desempenhando ac¢do antiapoptética (27). Ela também pode levar a
instabilidade cromossémica e potencializar a integragio de DNA viral e a
mutagenicidade (36, 68). J4 a proteina E7 pode ligar-se a proteina do
retinoblastoma, inativando-a e liberando a a¢io do E2F, um ativador de
promotores de genes que codificam sinais positivos de crescimento celular,
como o c-myc ¢ o0 n-myc (32). O resultado € a liberagao da ago estimuladora
dos produtos desses genes sobre a progresséo do ciclo celular. A E7 também €
capaz de ativar a transcricio do E2F sem a preseng¢a da proteina do
retinoblastoma e de ativar as ciclinas E e A (40), além de poder levar a
superexpressio das protefnas p16 (43) e p73 (10). Outra possivel agdo da proteina
E7 seria a de inibir, em camundongos, a agio de células T CD8* (91), contra
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células epiteliais infectadas. De fato, o HPV parece ter uma grande capacidade
de evitar ou subverter a resposta imune do hospedeiro (92).

Apesar de todos os avangos no conhecimento, a patogénese molecular
do cincer causado pelos HPVs de alto risco ainda nio é completamente
conhecida. Muitas lacunas devem ser preenchidas até a completa elucidagdo
dos mecanismos de oncogénese do HPV.

Diagnéstico laboratorial da infecgio por HPV e do cincer cervical

A grande importéncia de se diagnosticar a infecgdo por HPV decorre de
seu papel, hoje reconhecido, como agente etiolégico do cancer cervical. Dessa
forma, o diagnéstico da infecgfio ndo pode ser separado do diagnéstico da
neoplasia. Esse diagnéstico pode ser feito clinicamente, naqueles poucos casos
emque ainfecgdo produz lesdes macroscépicas, como o condiloma em um extremo
e o carcinoma invasor no outro. Os principais métodos laboratoriais disponiveis
sdo a citologia, a histopatologia e 0s métodos de biologia molecular. A imuno-
histoquimica e a sorologia t&ém pouca aplicagdo na pratica clinica atualmente (12).

Quando o Dr. Georges Papanicolaou criou a citologia, no final da década
de 1920, seu objetivo era apenas avaliar as alteragdes endécrinas no trato
genital feminino (84). O primeiro diagnéstico citolégico de cancer foi feito, por
acaso, em 1925, em uma funciondria do New York Women’s Hospital (63).
Naquela época, o mentor da citologia ndo podia imaginar o enorme potencial do
método que acabara de criar. Esse método permite, além do diagnéstico de
cincer, a identificagdo do efeito citopético do HPV (coilocitose) e, ainda, o que
€ mais importante, das transformagdes celulares pré-neopldsicas causadas pelos
HPVs oncogénicos. Como 0 HPV € encontrado em praticamente todos os casos
de carcinoma ou de lesdes pré-neopldsicas, um diagnéstico citolégico de
carcinoma ou de lesdio intra-epitelial significa, também, um diagnéstico de
infec¢do por HPV (105).

No que tange & histopatologia, ¢ um método que permite um diagndstico
preciso das lesdes pré-neopldsicas. Existem, entretanto, lesdes de dificil
interpretagéo, principalmente aquelas que exibem alteracdes discretas, ou que
se apresentam associadas a atrofia ou a regeneragio epitelial (42, 67).

Além desses métodos convencionais, hd vérios métodos disponiveis
de biologia molecular, como southern blotting, dot blot, hibridizacéo in situ
com filtro (FISH), hibridizag&o in situ, PCR e captura hibrida. Os dois dltimos
mostram alta sensibilidade e especificidade, embora a PCR apresente ainda
problemas em relagdo a padronizagfo da técnica e 2 automagio (Quadro I). Por
permitirem a tipagem viral, essas duas tiltimas técnicas tém contribuido muito
na identificagdo dos tipos virais considerados de alto risco, ou seja, aqueles
encontrados em carcinomas (87). A captura hibrida é capaz ainda de determinar
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a carga viral, que, quando elevada, € associada a. um maior risco de
desenvolvimento de lesdo intra-epitelial e de cancer (87).

Quadro 1. Caracteristicas das principais técnicas de biologia molecular para
diagndstico de infeccdo por HPV :

Baixa sensibilidade e/ou especificidade

Hibridizagdo in situ

Hibridizagao in situ com filtro (FISH)

Dot blot

Captura hibrida 1

Execuciio complexa e/ou balxo potencial para execucio automatlzada
Hibridizagéo in situ

Hibridizagdo in situ com filtro (FISH)

Southern blot

Captura hibrida I

Alta sensibilidade e especificidade

PCR

Captura hibrida 11

Adequada para aplicacio automatizada e em larga escala
PCR (primers de consenso)

Captura hibrida Il

Diagnéstico precoce e estratégias de prevengdo do céncer cervical

Nio existem diividas de que programas de prevengdo bem organizados,
baseados em citologia, tém sido efetivos em reduzir a incidéncia de céncer
cervical e a mortalidade dele advinda. H4 um potencial de redugdo de incidéncia
de 60 a 90%, em trés anos apés o inicio da triagem e do tratamento das lesdes
pré-neopldsicas (1, 22, 72). Todavia, o grande sucesso ¢ a drastica redugdo da
incidéncia do céncer cervical trouxeram consigo uma conseqiiéncia paradoxal.
Passaram a merecer a atencfo ndo apenas do meio médico, mas também da
imprensaleiga, os casos falso-negativos da citologia (45). Ha relatos de 47% de
canceres invasores em mulheres com triagem citologica aparentemente adequada
(72). Uma redugdo ainda maior na incidéncia da doenga provavelmente requeira
a adog@o de um conjunto de medidas que possibilitem uma identificagio mais
acurada das lesdes precursoras,

A eficiéncia e a conveniéncia dos métodos de biologia molecular levaram
muitos a considerar seriamente sua utilizag@o (principalmente a da captura hibrida)
em programas de prevengdo do céncer cervical, até mesmo com potencial para
substituir a triagem citoldgica (47). A favor dessa opinido h4 os relatos de que a
deteccdo de HPV-DNA, e principalmente de infecg@o persistente por HPV do
grupo de alto risco, em pacientes com citologia normal, estaria associada a um
risco relativo aumentado de cincer cervical, em decorréncia de controles com
citologia e HPV-DNA negativos (97,103).
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Estudos epidemiol6gicos demonstram que um teste positivo para HPV-
DNA de alto risco € o fator de risco independente mais poderoso para o
desenvolvimento de lesdes intra-epiteliais e de cincer invasor (49). Os dados
indicam que um teste de HPV negativo, com sensibilidade adequada, colocaria
a paciente em um risco tdo baixo que a triagem citolégica ndo seria Justificdvel
(31). A captura hibrida teria a capacidade de fornecer essa seguranga, uma vez
que tem sensibilidade e valor preditivo negativo préximos de 100% e valor
preditivo positivo de 66,7% (49).

E certo que os métodos de biologia molecular sdo iteis no diagnéstico
precoce e na prevengdo do cancer cervical. Seu papel, entretanto, ainda esta por
ser definido. Vdrias consideracdes a esse respeito devem ser feitas. Uma delas &
a de que, sendo o HPV encontrado em todos os carcinomas e lesdes precursoras,
a prevaléncia geral do virus na populagio é bastante alta (cerca de 20% nos
Estados Unidos) (85). Vale lembrar que HPVs do grupo de alto risco sio detectados
em até 14% de mulheres normais, ou seja, naquelas que nfo possuem carcinoma ‘
nem lesdo pré- neopldsica; portanto, se nosso objetivo final é o diagndstico de
lesSes pré-neopldsicas (lesdes de alto grau), e ndo o de infecgdo viral, ndo se
pode perder de vista que a aplicagdo em massa de testes como a captura hibrida
implica a obtengio de uma taxa bastante alta de falso-positivos, na medida em que
detecta até 14% de pacientes com virus, mas sem lesdo (13, 47). Essas pacientes,
além de sofrerem com o estigma de um diagndstico de doenca sexualmente
transmissivel, com risco para céncer, poderiam ser levadas a procedimentos
diagndsticos e terapéuticos desnecessarios, como a colposcopia (31).

Emum estudo realizado na cidade de Sio Paulo em 1998, incluindo 1.430
mutheres, a prevaléncia de HPV foi de 13,8%, pela técnica de PCR (28). A prevaléncia
do virus varia muito de acordo com a idade. Em mulheres Jovens e sexualmente
ativas, HPV-DNA pode ser encontrado em até 70% das pacientes (39). Nessas, a
maioria das infecgdes € transitéria, nem sempre levando ao desenvolvimento de
lesGes intra-epiteliais e raramente levando 2 infecgio persistente (88, 99). A partir
dos 35 anos, a prevaléncia de lesdes de alto grau se reduz, e apds os 50 anos a
freqiiéncia de infecgdo por HPV é baixa. Nessa tiltima faixa etdria, todavia, ha alguns
fatores que contribuern para aumentar a taxa de falso-negativos da citologia (37, 49).

As propostas de utilizagfo racional da pesquisa viral na prevencdo do
cincer cervical devem levar em consideragio esses fatores e, talvez, eleger
populagdes e situages especificas em que a citologia e a pesquisa viral possam
ser usadas em conjunto. Dentre as vdrias propostas estdo desde aquelas mais
radicais, que propdem a adogo da pesquisa viral como o método dnico de
triagem (13, 47), até aquelas que sugerem o seu uso como método auxiliar nos
casos de diivida na interpretagio do exame citolégico (6, 18) ou no caso de
mulheres com lesdes de baixo grau, direcionando a colposcopia apenas aquelas
com virus do grupo de alto risco (2, 74).
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Considerando que pacientes com um diagnéstico citolégico de atipias
escamosas de significado indeterminado (ASCUS) sdo freqiientemente
direcionadas & colposcopia, a pesquisa viral poderia ser usada eficientemente
para encaminhar a esse exame apenas aquelas que tivessem teste positivo (HPV
do grupo de alto risco) (78, 94). Segundo o atual consenso, a conduta preconizada
para as pacientes com ASCUS na citologia depende de como o teste for
subcategorizado, ou seja, células escamosas atipicas de significado indeterminado
(ASC-US), ou células escamosas atipicas em que ndo seja possivel afastar lesdo
de alto grau (ASC-H). Mulheres com ASC-US poderiam ser avaliadas mediante
um programa que consistisse na coleta de duas citologias repetidas, colposcopia
imediata ou teste de DNA, sendo esse o preferido em caso de triagem anterior
pela citologia liquida. As pacientes com ASC-H, lesfio de baixo ou alto grau,
deveriam ser imediatamente encaminhadas A colposcopia (101). Existem ainda
alteracGes citolégicas menores, como a paraqueratose, que néo sdo suficientes
para um diagndstico de lesdo de baixo grau, nem se enquadram nos critérios de
ASCUS, mas tém sido relacionadas a um maior indice de lesdes de baixo grau na
bidpsia (104). A pesquisa viral poderia ser aplicada, auxiliando na elucidagéio
desses casos, que sdo fregiientes na prética didria.

Um trabalho com metodologia de simulagdo em computador, com base
em dados da histéria natural do cincer cervical, concluiu que 0 maximo em
ganho de anos de vida com o menor custo seria conseguido mediante a
combinagdo da triagem por pesquisa viral e da citologia a cada dois anos, sem
limite superior de idade. Esse mesmo trabalho afirma ainda que, se o preco da
captura hibrida fosse reduzido a U$ 5, ela passaria a ser o método de elei¢do
(51). Um problema em rela¢io ao mesmo trabalho foi o fato de ter considerado
o diagnéstico de ASCUS como negativo, o que reduz bastante a sensibilidade
da citologia, favorecendo ao mesmo tempo a pesquisa viral.

Diagnéstico clinico baseado em técnicas de visualizagio

Ha vérios métodos propostos para auxiliar na triagem do céncer cervical,
com a finalidade de diminuir o nimero de falso-negativos pela citologia. Entre
esses estdo desde os mais simples, como a inspegéo visual direta (IVD), até
métodos complexos capazes de melhorar a visualizagio direta do colo, como a
cervicografia, ou métodos biofisicos, como a sonda polar (polarprobe) (68).

A IVD consiste em lavar o colo uterino com uma solugio de 4cido
acético (vinagre) e entdo inspeciond-lo a olho nu, ou com uma lente de aumento,
na tentativa de identificar dreas acetobrancas, que freqiientemente
correspondem a lesdes intra-epiteliais. Esse método est4 sendo avaliado como
uma alternativa a citologia em regiées com baixos recursos financeiros. Al guns
trabalhos t&ém mostrado que a IVD possui uma sensibilidade semelhante & da
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citologia, mas com baixa especificidade (102). Outro método de visualizagio
direta € a especuloscopia. Essa ¢ uma variagio da colposcopia que combina a
aplicagéo de 4cido acético de uma luz quimioluminescente azul-branca, para
exame do colo. H4 relatos de que, associada a citologia, a especuloscopia
aumenta a deteccdo de lesdes cervicais (8).

A cervicografia é uma fotografia padronizada do colo uterino, a qual
fornece duas imagens que serdo analisadas em centros de referéncia por
colposcopistas especializados. Os estudos que a avaliaram atribuem a ela
sensibilidade maior que a da citologia (17, 62).

A sonda polar (polarprobe) é um dispositivo portdtil optoeletronico
que diferencia tecidos com base em suas caracteristicas elétricas e 6pticas. O
dispositivo € aplicado diretamente ao colo, e a leitura é feita com o auxilio de um
computador portatil (68). H4 poucos trabalhos disponiveis, mas estes apontam
razodvel concordancia com a colpo-histologia (16, 79).

O diagnéstico histolégico e suas limitages

A histologia € considerada a base para o tratamento e seguimento de
alteragdes identificadas pela citologia, além de representar o padrao-ouro nos
estudos de patologia cervical. Entretanto, vérios fatores contribuem para a
ocorréncia de variagOes diagndsticas entre observadores, principalmente nos
casos com altera¢des mais discretas (65). Em um estudo de 124 espécimes de
bidpsia, avaliados por 5 patologistas, o diagnéstico variou de benigno a displasia
em 52% dos casos (33). Dentre os fatores que colaboram para essa variagdo
encontram-se a aplicac@o inconsistente de critérios diagndsticos e a existéncia
de alteragOes que simulam lesdes pré-neopldsicas glandulares e escamosas
(24, 25,70).

Tem sido proposta a utilizagdo de marcadores bioldgicos, Ki-67, ciclina
E e pl6™ (65, 73) para auxiliar na classificaco das lesdes cervicais pré-
neoplésicas e em sua distingdo das altera¢des epiteliais ndo neopldsicas. Esses
marcadores tém como vantagem sobre a detecgfo viral o fato de apontarem
transformag@o celular e ndo apenas infecgdo viral. O antigeno de proliferagio
celular Ki-67, identificado pelo anticorpo MIB-1, é capaz de realgar células em
atividade de replicagfo. Ele € normalmente expresso em células das camadas
basal e parabasal do epitélio escamoso. Em epitélios displédsicos, entretanto,
pode haver células positivas em camadas mais superficiais (65). Por sua vez, a
superexpressdo do p16™** (um inibidor de cinase dependente da ciclina) parece
ser um bom marcador de ativacdo desregulada induzida pelos oncogenes E6 e
E7 do HPV (43). A oncoproteina E7 inativa o pRb, que é inibidor da transcriggo
do gene p16™, levando assim a sua superexpressio (44).
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A utilizag@o dos marcadores biolGgicos pode ser de grande utilidade
nos casos de divida diagnéstica, mostrando vantagens sobre a detec¢io viral
por métodos como a CH, que, se usada nesses casos, terd de ser colhida ap6s
arealizagfo da biépsia. A obediéncia a esse critério, ao avaliar a concor-dancia
entre os resultados da CH e de bidpsias (segunda parte desta dissertagdo),
constituiu o principal fator associado 3 CH negativa, em pacientes com
diagnéstico histolégico de LIE. A detecgio viral por PCR nio apresentaria essa
limitagdo, por poder ser aplicada ao material do bloco de parafina. Seu custo,
todavia, € bastante superior ao dos marcadores imuno-histoquimicos.

Vacina

Uma vacina anti-HPV eficaz eliminaria virtualmente a necessidade de um
programa de triagem citolégica ou por outros métodos, o que constituiria uma das
maiores vitdrias jd conseguidas na luta contra o céncer. Um dos fatores limitantes
para o desenvolvimento de tal vacina era a falta de uma fonte abundante de antigenos
virais, uma vez que nfo hd um sistema apropriado para o cultivo do HPV. Hoje,
entretanto, alguns avangos e o grande esforgo que vem sendo empreendido indicam
que o desenvolvimento de uma vacina anti-HPV pode ser uma perspectiva real em
um futuro préximo. Através de métodos recombinantes, por exemplo, sio produzidas
as protefnas L1 e L2 do capsideo viral (15, 29, 30, 38, 56). Embora todas as proteinas
virais tenham potencial para ser usadas em uma vacina, essas duas seriam suficientes
para evocar a produgio de anticorpos neutralizantes. Uma vacina composta pela
proteina principal L.1 do capsideo viral est4 atualmente em teste (fases I e IT) (15).

Recentemente foi encontrada, em doadores saudaveis de san gue, alta
freqiiéncia de células T-helper de meméria especificas para a proteina E2 do
HPYV, o que sugere a possibilidade de um boosting dessa imunidade para fins
terapéuticos ou preventivos (23).

Vacinas baseadas nas oncoproteinas E6 e E7 provaram ser
imunogénicas, mas a sua eficdcia ndo pode ainda ser demonstrada em ensaios
clinicos (81). Essas vacinas tém a finalidade de induzir aresposta imune citotéxica
CD8, que lisa células infectadas ou suprime expressdo de RNA viral. Em um
estudo pré-clinico, modelos de tumores expressando HPV 16 foram eliminados
com uma vacina baseada em peptidios longos derivados da protefna E7 (108).

Uma vacina contra o HPV 16 foi testada em um grupo de 2.392 mulheres
Jovens nos Estados Unidos. Metade das pacientes recebeu a vacina, e a outra
metade, placebo. Entre as inulheres que receberam apenas placebo, a incidéncia
de infecgdo persistente pelo HPV 16 foi de 3,8 por 100 mulheres/ano, enquanto
no grupo que recebeu a vacina nio houve incidéncia (efic4cia de 100%) (46).

Caso esses avangos se concretizem, poder-se-4 considerar seriamente
a possibilidade de que um dia o cancer de colo uterino seja erradicado.
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O novo Papanicolaou

O exame de Papanicolaou permanece praticamente sem inovacoes
técnicas desde sua introduclo, apesar de tentativas de melhora da técnica
citologica, como o uso de produtos que causam despolimerizagio quimica do
muco cervical (83) e um método de sedimentagio por velocidade (61) ou outro
por lavagem em pulso (60). Ha cerca de dez anos, surgiu a técnica da citologia
baseada em meio liquido, em que o material colhido com uma escova é colocado
em um liquido preservativo. Uma monocamada de células € entfio depositada na
ladmina sobre uma suspensao. O esfregaco preparado por essa técnica teria melthor
representatividade com menos material de fundo na lamina, o que facilitaria a
avaliac@o e tornaria a andlise mais confidvel e mais rapida (35). Entre os produtos
atualmente disponiveis no mercado para a utilizago na citologia liquida estio:
AutoCytePrep, CYTOSCREEN, LABONORD, ThinPrep e Dna Citoliq.

A citologia liquida tem ganhado cada vez mais espago, sendo utilizada
em larga escala em alguns centros. Sua avaliagdo, entretanto, em comparagio
com a citologia convencional, ainda é motivo de discussdo, havendo os
defensores fervorosos e os céticos (55).

Sabendo-se que a citologia € um método de triagem de céncer cervical,
¢ indispensavel lembrar que o melhor parimetro para avaliar uma nova técnica
de triagem da doenca seria averiguar se ela é capaz de reduzir a incidéncia,
morbidade e/ou mortalidade pela neoplasia. Se essas informagdes ainda ndo
estdo disponiveis, entdo outras podem ser utilizadas, como aquelas que dizem
respeito & melhora na sensibilidade, com detec¢do de mais lesdes precursoras.
Isso, entretanto, s6 levard & melhora das avaliagdes de resultado anteriormente
citadas, se a detec¢io adicional resultar em tratamento precoce, em um intervalo
que réduza a incidéncia, a morbidade e/ou a mortalidade. Nfo pode ser
automaticamente inferido que a deteccdo mais precoce resultard em melhora
nas medidas de resultado (64). Outros fatores a serem considerados sdo a
melhora na especificidade, que diminuiria a necessidade de repeti¢ao dos testes,
e areducgdo no tempo de exame das laminas. Quanto ao indice de cincer invasor
ou de mortalidade, ndo ha ainda na literatura estudos randomizados que o
incluam como parametro de avaliagio (64).

A maioria dos estudos compara a sensibilidade da citologia em meio
liquido com a da citologia convencional, usando a avaliac¢io histoldgica como
padrao-ouro. Existem, entretanto, algumas evidéncias de que a citologia liquida
possa reduzir a proporg¢ao de espécimes inadequados, melhorar a sensibilidade
do teste e reduzir o seu tempo de interpretagdo (80). Os estudos que utilizam
modelos em computador sugerem que a citologia liquida, por essas vantagens
apresentadas, possa contribuir para o diagndstico precoce do cancer invasor e
assim reduzir sua incidéncia (64). Esse método oferece ainda a possibilidade de
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utilizag@o de marcadores como o p16™ no material citol6gico nos casos de
dificuldade diagnéstica (7).

CONCLUSAO

O conhecimento a respeito do cancer de colo uterino e de seu agente
etiolégico, o HPV, avangou de maneira impressionante nos dltimos anos,
principalmente em decorréncia da utilizagdo de técnicas de biologia molecular,
Entretanto, um exame simples, barato e existente h4 mais de cingiienta anos — a
citologia — permanece como o principal avango até hoje, no combate a essa
doenga, tendo reduzido drasticamente sua incidéncia e a conseqiiente mortalidade.
Infelizmente, porém, esse exame, nio foi suficiente para eliminar o cancer de colo
uterino. Entretanto, nos Estados Unidos, a maior parte das mulheres que realizam
citologias periddicas, como parte de um programa de prevencao regular, esté livre
do céncer cervical. Ainda assim, mesmo naquele pafs, a utilizagdo de métodos de
triagem mais sensivets ou a melhora da sensibilidade da citologia teriam efeito
limitado, além de restrito a essa parcela menor da populagdo (85).

Em paises como o Brasil, uma fragdo ainda menor da populagio é
adequadamente triada. Dessa maneira, 0s recursos escassos reservados aos
programas de prevengdo talvez fossem mais bem aproveitados se destinados a
triagem da populacg@o pela citologia convencional, que é ainda o método mais
barato e de comprovada efic4cia na redugfio da mortalidade advinda do céncer
cervical (por permitir o tratamento das lesdes pré-neopldsicas). J4 o emprego
em massa de testes de biologia molecular, em uma populagio como a do Brasil,
provavelmente retornaria um nimero tdo grande de resultados positivos, que a
sua investigagdo diagndstica consumiria boa parte dos recursos disponiveis a
satde piiblica. Cumpre ressaltar ainda que, em uma grande parcela das pacientes
com teste de detecgdio viral positivo € , conseqiientemente, submetidas a todo
o processo de investigagdo diagndstica (citologia, colposcopia e bidpsia, por
exemplo), nenhuma lesdo seria encontrada. Quanto a citologia em meio liquido
poderd ser uma alternativa excelente, caso seus custos sejam reduzidos. Uma
das vantagens desse método € unir o melhor das duas técnicas, permitindo a
realizagio da CH e de marcadores imuno-histoquimicos (como o p16™*) nos
casos de divida na interpretacgdo citolégica, sem a necessidade de nova coleta.

O diagnéstico histopatolégico das lesdes pré-neopldsicas, que € a
principal referéncia para a orientag@o da conduta terapéutica, além de representar
o padrio-ouro em estudos que avaliam outros métodos diagnésticos, apresenta,
na interpretagdo, dificuldades para as quais nem sempre os patologistas e outros
especialistas estfio alertas. Nessas situagdes de dificuldade, o emprego de
marcadores imuno-histoquimicos, como o pl6™“e o Ki-67 (MIB-1), poderia
aumentar a acuricia diagnéstica do exame histopatolégico.
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A alternativa para a superagio desses métodos seria o desenvolvimento
de uma vacina contra o HPV, uma perspectiva real para os préximos anos. Ela
constituiria um marco na histéria do combate ao céncer, estando as populagdes
mais pobres certamente entre as mais beneficiadas.

ABSTRACT
HPV and cervical cancer

Cervical cancer is a good example in oncology, of a preventable neoplasm.
Since 1920, when Dr. Georges Papanicolaou created cytology, large screening
programs largely reduced its incidence. Even though, cervical cancer still
represents 12% of all female tumors. The well established viral etiology (HPV -
human papillomavirus) and the great advances in molecular biology, provide
new possibilities of better and earlier diagnosis through viral detection, by
techniques such as hybrid capture. The anti-HPV vaccine is very promising as
a new weapon expected for the next coming years.

KEYWORDS: Cervix cancer. Human papillomavirus. Oncogenesis. Prevention
and control.
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