ARTIGO ORIGINAL

ISSN 1677-5090
© 2019 Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas

http://dx.doi.org/10.9771/cmbio.v18i3.34480

Evolugao da técnica de PCR: sua contribui¢dao no diagndstico da infec¢ao
por HPV

Evolution of techinique PCR : its contribution to infection diagnosis by HPV
Marta Soraia L. Menéses', Maria Betania P. Toralles?, Carlos Mauricio Cardeal Mendes*"

1 Farmacéutica, especialista em Andlises Clinicas, pela Sociedade Brasileira de Citologia Clinica (SBCC); Doutor
em Medicina e Satde, docente do Programa Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas, Universidade Federal
da Bahia. *Doutor em Satide e Epidemiologia, docente do Programa Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas,
Universidade Federal da Babhia.

Resumo

Introdugdo: a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) é a técnica de biologia molecular mais utilizada na detecgdo viral, principalmente
em situagdes onde a quantidade de DNA disponivel é pequena. O papilomavirus humano (HPV) representa um dos mais graves
problemas de satde publica e estd associado ao cancer do colo do Utero, especialmente em paises em desenvolvimento, como
o Brasil, que desde 2009 j& apresentava 40 mil novos casos por ano. Objetivo: descrever a evolugdo da PCR e sua contribui¢do
no diagndstico do HPV. Metodologia: realizou-se uma revisdo de literatura a partir de publicagdes disponiveis em base de dados
eletronicos, como Science Direct, SciELO, Pubmed, Instituto Nacional do Cancer e Ministério da Saude do Brasil, nos ultimos cinco
anos. Resultados: dentre as técnicas citadas nesta revisdo de literatura, todas tém alta relevancia na detecgdo de genotipagem do
HPV, embora a escolha quanto ao melhor desempenho fique a critério do pesquisador. A técnica de Nested PCR demonstra ser a
mais vantajosa na detecgdo do virus, pelo fato de ter uma maior sensibilidade, em comparagdo com as demais. Conclusdo: a técnica
PCR possui alta sensibilidade (90-100%) e apresenta 92,8 a 100% de especificidade, sendo padrdo ouro para a detecg¢do de DNA do
HPV, em amostras citoldgicas do cancer de colo do Utero. Assim, os dados obtidos permitem constatar que a técnica PCR, utilizada
para o rastreamento do HPV, é considerada padrdo ouro, tendo maior sensibilidade, especificidade e velocidade de analise, devendo
ser o método de escolha para o diagndstico eficiente do HPV.

Palavras-chaves: Papiloma virus humano. HPV. PCR. PCR em tempo real. Cancer uterino. Neoplasia intraepitelial cervical.

Abstract

Introduction: polymerase chain reaction (PCR) is the most widely used molecular biology technique for viral detection, especially in
situations where the amount of available DNA is small. Human papillomavirus (HPV) represents one of the most serious public health
problems and is associated with cervical cancer, especially in developing countries such as Brazil that has had 40,000 (forty thousand)
new cases a year, since 2009. Objective: to describe the evolution of PCR and its contribution to HPV diagnosis. Methodology: a
literature review was conducted from publications available in electronic databases, such as Science Direct, SciELO, Pubmed, National
Cancer Institute and Ministry of Health of Brazil, in the last five years. Results: among the techniques cited in this literature review,
all have high relevance in the detection of HPV genotyping, although the choice for the best performance is at the discretion of the
researcher. The Nested PCR technique proves to be the most advantageous in detecting the virus because it has a higher sensitivity
compared to the others. Conclusion: the PCR technique has high sensitivity (90-100%) and presents 92.8 to 100% specificity, being
the gold standard for the HPV DNA detection in cytology samples of uterus cervix cancer. Thus, the data obtained show that the PCR
technique used for HPV screening is considered the gold standard, having greater sensitivity, specificity and speed of analysis, and
should be the method of choice for the efficient diagnosis of HPV.

Keywords: Human papillomavirus (HPV). PCR. Real Time PCR. Uterine cancer. Cervical intraepithelial neoplasia.

INTRODUCAO

O cancer do colo do utero é o terceiro tipo de cancer
mais comum sendo responsavel pelo ébito de 265 mil
mulheres por ano, com uma incidéncia de aproxima-
damente 530 mil casos novos no mundo, anualmente
(INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2015), e estd asso-
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ciado ao papilomavirus humano (HPV). No Brasil, ja em
20009, apresentava cerca de 40 mil novos casos por ano
(RODRIGUES et al., 2009).

O papilomavirus humano (HPV) é um virus pertencen-
te a familia Papillomaviridae, ndo envelopado, de forma
icosaédrica, com acido nucleico constituido de DNA de
fita dupla circular com 7.900 pares de base, capsideo
com diametro de 55 nm e seu peso molecular é de 5,2x
106 daltons (FEDERACAO BRASILEIRA DAS SOCIEDADES
DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2002).
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O HPV infecta células epiteliais e causa lesGes na pele
ou nas mucosas. As lesGes se manifestam como verruga
comum e verruga genital ou condiloma, conhecida como
“crista de galo”. Possuem crescimento limitado e frequen-
temente regridem de forma espontanea (BROWN; FIFE,
1990).

Existem 14 tipos identificados como de alto risco
(HPV tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66
e 68) que tém probabilidade maior de persistir e estarem
associados a lesdes pré-cancerigenas. O HPV de tipos 16 e
18 causam a maioria dos casos de cancer de colo do Utero
em todo mundo (cerca de 70%) (INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2018).

O diagndstico da infecgdo pelo HPV é feito através do
exame de Papanicoloau, inspe¢do com 4acido acético a 5%
e colposcopia, que ndo detecta o virus, mas as alteracdes
causadas por ele nas células; a bidpsia, que fornece o
diagnéstico histologico;

o diagndstico por testes de hibridizagdes, tais como:
teste de hibridizagdo molecular, que é a técnica mais sen-
sivel (95-100%) de detecgdo da infecgdo; a hibridizagdo in
situ (ISH), que detecta a presenca do material genético do
agente (DNA ou RNA) diretamente em cortes histoldgicos
de tecidos; a técnica da captura hibrida, que utiliza sondas
de RNA e tem a capacidade de detectar 18 dos aproxi-
madamente 30 tipos de HPV que normalmente infectam
o trato anogenital (JORDAO et al., 2003); o microarray
(microarranjos), técnica de hibridizagdo que permite a
investigacdo da expressao génica, analisando varios genes
ao mesmo tempo (NOVAES, L. C. G.; NOVAES, M. R.C. G,;
SIMOES-BARBOSA, 2006). A Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (PCR-RFLP) usa enzimas de restricdo para
a genotipagem viral. Na PCR-RFLP, o DNA é amplificado
por uma PCR convencional, seguida de um processo de
acdo enzimatica, capaz de reconhecer sitios de restrigao
especificos e clivados (cada individuo possui altera¢es ao
longo do seu material genético) (RODRIGUES et al., 2009).
A técnica da PCR permite a detecgdo, por amplificagdo,
de qualquer fragmento de DNA (ou indiretamente RNA),
cuja sequéncia seja conhecida (LIMA JUNIOR et al., 2011).
Tem sido utilizada principalmente em pesquisas como um
padrdo ouro para comprovar ou ndo a existéncia do DNA
do HPV (NONNENMACHER et al., 2002).

OBIJETIVO

Descrever a evolu¢do da PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) e sua contribui¢cdo no diagndstico do papilo-
mavirus humano (HPV).

METODOLOGIA

O estudo se caracteriza por uma revisdo de literatura,
realizada pela recuperagao de artigos publicados em revis-
tas cientificas e elaborados com metodologia de referéncia,
nos ultimos cinco anos, disponiveis nas seguintes bases de
dados: Science Direct; Scientific Eletronic Library Online
(SciELO); Pubmed; Instituto Nacional do Cancer (INCA)

e Ministério da Saude (MS) do Brasil. Para identificar as
publica¢des, foram utilizados os descritores: Papilomavirus
humano; HPV; PCR; captura hibrida; CH. Foram seleciona-
dos artigos nos idiomas portugués e inglés.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao longo do século XX, a Biologia Molecular desen-
volveu-se gracas ao descobrimento da estrutura do DNA
(1953), das técnicas de RNA recombinante (1970) e de
novas técnicas e equipamentos (1995) que automatizaram
o processo de sequenciamento do genoma de organismos
vivos (OSADA; COSTA, 2006). Nos anos de 1980, a técnica
de PCR foi descrita por Kary Mullis, rendendo-lhe o prémio
Nobel de Quimica em 1993 (ROSELINO, 2008). Esse prémio
foi recebido em conjunto com o canadense Michael Smith
(1932). Mullis recebeu o prémio por sua invenc¢do da reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) e Smith desenvolveu um
procedimento conhecido como mutagénese sitio dirigida
e aplicou-o ao estudo de proteinas. O avango nessa técnica
de Smith seria A PCR-RFLP (restriction fragment lenght
polymorphism), ou seja, a identificacdo de polimorfismos
de nucleotideos (modificacdo genética), que inclusive pode
ser feita por analise da curva de dissociagdo ou curva de
melting (high resolution melting (HRM), cuja andlise é
obtida do produto amplificado amplicon, que é realizada
automaticamente apds a termociclagem por PCR, em
tempo real, para detec¢do de mutagGes na sequéncia
alvo (RODRIGUES et al., 2009). A partir dai foram desen-
volvidas variagdes da técnica que tém permitido avangos
considerdveis na Biologia Molecular e particularmente na
detec¢do do HPV. E também uma ferramenta importante
no sequenciamento de genes. Nos experimentos iniciais de
PCR, utilizou-se a enzima de DNA polimerase de E. Coli, cuja
temperatura de polimerizacdo é de 37°C, sendo necessaria
ser adicionada manualmente a cada ciclo de amplificagdo;
porém, ela era destruida toda vez que a temperatura se
elevava para 95°C para promover a desnaturagdao do DNA
molde. Mullis descreveu sua técnica pela primeira vez na
edicdo de 20 de dezembro de 1985 da revista Science e
recebeu uma patente em 1987(SHAMPO; KYLE, 2002).

A grande difusdo da PCR somente foi possivel apds a
identificacdo de uma enzima polimerase de DNA resistente
ao calor (Tag — Thermophilis aquatics), em 1986, o que
possibilitou a simplificacdo da técnica, que dispensava a
adigcdo de mais DNA polimerase a cada ciclo (cerca de 30
ciclos cada um, com duracdo de apenas alguns minutos,
produzia mais de 1 bilhdo de cdpias da sequéncia original
de DNA), pois a Taq suporta temperaturas acima de 100°C
(CARMO; FIORINI, 2007).

Segundo Rodrigues et al. (2009), um avango im-
portante na técnica de PCR foi o desenvolvimento de
metodologias que possibilitaram o acompanhamento da
amplificagdo do DNA em todos os ciclos ( inclusive com
aumento na quantidade de 30 ciclos iniciais para 40 ciclos)
e ndo somente em seu final (PCR convencional). PCR é a
técnica mais sensivel que existe atualmente e permite a

Rev. Ciénc. Méd. Biol., Salvador, v. 18, n. 3, p. 361-366, set./dez. 2019



Evolugdo da técnica de PCR
sua contribui¢do no diagnodstico da infecgdo por HPV

deteccdo de 10 a 100 moléculas de DNA viral por amostra,
para definir os gendtipos associados em casos de infecgdes
multiplas, devido a producdo de padr&es de restrigao con-
fusos (AEDO et al., 2007).

Com a patente da PCR adquirida por parte da Perkin,
desenvolve-se a automacgao para controle e flexibilizagdo
da temperatura, o que permite alternar o aquecimento e o
resfriamento da proteina: é quando surge o Termociclador.
O primeiro teste diagndstico desenvolvido para HIV foi cria-
doem 1992, eliminando o problema da janela imunoldgica
estabelecida pelo virus. Com o aprimoramento da técnica,
apo6s uma década, em 2003, surge a técnica PCR em Tempo
Real ou QPCR, na qual se utiliza, além dos primers (inicia-
dores de amplificacdo), as sondas marcadas, possibilitando
a quantificagdo do alvo em estudo.

O desenvolvimento da técnica de amplificacdo de
segmentos de DNA, utilizando a PCR, ampliou perspectivas
em vdrias areas do conhecimento.

Atualmente, existem as seguintes técnicas de genoti-
pagem para HPV: Teste de Hibridizagdo Molecular; Hibri-
dizagdo In Situ (ISH); Captura Hibrida; PCR Convencional;
PCR — RFLP; Nested PCR; PCR em Tempo Real; Multiplex
PCR, Microarranjos, dentre outras, cada uma delas apre-
sentando suas vantagens e desvantagens (RODRIGUES et
al., 2009).

A sensibilidade e a especificidade das diversas técnicas
de detecgdo do HPV disponiveis variam amplamente. A hi-
bridizacdo in situ (ISH) é considerada de baixa sensibilidade,
devido a apenas detectar o virus quando estd presente em
mais de 10 copias do DNA viral por célula; os considerados
de moderada sensibilidade (Southern blot, dot blot e hibri-
dizagdo dot reversa), por s6 detectarem o virus quando de
1210 copias do DNA viral estiverem presentes e os de alta
sensibilidade (PCR), por detectarem o virus quando menos
de uma copia do DNA viral estiver presente (WOLSCHICK
et. al., 2007).

A hibridizagdo molecular é considerada como padrao
de analise do genoma do HPV e requer fragmentos de
DNA de comprimento total, além de informag&es adicio-
nais importantes, como integracdo viral e subtipagem,
porém, sdo procedimentos que consomem muito tempo
e dinheiro. Quando se aumenta muito essa sensibilidade,
principalmente na analise de lesGes de baixo grau, pode
haver reagdo cruzada, diminuindo a acuracia do método,
devido a grande reagdo cruzada entre as sondas (WOLS-
CHICK et al., 2007).

A captura hibrida é uma reagdo de amplificagdo de sinal
e associa métodos de hibridizagdo molecular e antigenos
monoclonais. Detecta com grande sensibilidade e especi-
ficidade o DNA/HPV em amostra de escovado ou bidpsia
do trato genital inferior (alto e baixo riscos oncogénicos)
(SOLOMON et al., 2001).

A PCR convencional apresenta a vantagem do grande
potencial para a detecgao de niveis muito baixos de carga
viral em células e tecidos e identificagdo de um grande
numero de tipos de HPV. Como desvantagem, pode
ocorrer falha de amplificagdo por ineficiéncia de primers
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ou decorrente de um erro de extracdo de DNA (TAVARES
et al., 2007).

A utilizacdo da PCR convencional junto a polimorfismos
de comprimentos dos fragmentos de restrigao (RFLP) pos-
sibilita a deteccdo de cerca de 40 tipos de HPV; tal técnica
faz uso de enzimas de restri¢cdo para genotipagem viral. A
PCR RLFP apresenta menor sensibilidade quando a amostra
estd infectada por multiplos tipos de HPV; e ndo identifica
todos os tipos de HPV de alto risco. A distingdo total de
mais de 40 tipos de HPV também pode ser detectada por
hibridizacdo dot blot, aplicando multiplas sondas tipo es-
pecificas (KANESHIMA et al., 2001).

O microarray (microarranjos), também conhecido
como biochip, é frequentemente utilizado na andlise de
expressdo génica e analise de genoma funcional. Nessa
técnica, as sequéncias de sondas ficam fixas em uma lamina
(in vitro) de forma organizada e tém a capacidade de se
hibridizar com a amostra, devido ao principio da comple-
mentaridade ou pela semelhanc¢a na sequéncia (CHOI et
al., 2005). Na detecgdo do HPV, o biochip tem a capacidade
de determinar a presenca de 24 tipos de HPV; destes, 9 sdo
considerados de baixo risco oncogénico e 15, de alto risco
(GUINDALNI; TUFIK, 2007).

A Nested PCR possui alta sensibilidade e maior es-
pecificidade do que as outras técnicas, sendo 38% mais
especifica que a PCR convencional. Esta técnica tem como
principio a amplificagdo de uma sequéncia presente em
um fragmento previamente amplificado, diferentemente
da PCR convencional, sendo utilizados dois conjuntos de
primers diferentes. Constitui-se de duas fases de amplifica-
¢do: inicialmente, faz uso do par de primers MY09/MY11,
que se anela na regido L1, produzindo um fragmento de
450pb, ocorrendo uma reamplificagdo na regido alvo, pois
é considerada a mais conservada do virus HPV.

Sdo realizados 40 ciclos, nos quais, ocorrem as etapas:
desnaturacdo, anelamento e extensdo que identificam o
DNA viral em amostras com infec¢des multiplas (CARVALHO
etal.,2010). Apds a primeira amplificagdo, o produto obtido
dessa etapa é submetida a uma nova PCR, entretanto, esta
se utiliza do par de primers GP5+/GP6+ que gera um frag-
mento de 150 pb, a partir do produto do primeira corrida
, aumentando, assim, o grau de especificidade da técnica
(SRIAUNKGUL et al., 2008). O produto final é finalizado com
uma técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida. Pela
necessidade da técnica Nested ocorrer em duas etapas de
amplificagdo, torna-se demorada e em desvantagem em
relagdo ao PCR TR (CARVALHO et al., 2010).

A Multiplex PCR é uma técnica que permite a amplifi-
cagao de vérios loci em uma Unica reagao (uso de mais um
par de primers), além de promover a busca de varia¢des
no mesmo virus ou no diagndstico de doengas que podem
ser causados por diferentes patégenos (CARMO; FIORINI,
2007).

A PCR RT (reverse transcriptase) tem como objetivo
a conversdo da fita simples de m RNA em DNA com-
plementar (c DNA), utilizando a enzima transcriptase
reversa. Através da transcricdo reversa, realizada pela
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acdo da enzima transcriptase reversa, uma copia de DNA
complementar (c DNA) é sintetizada a partir da RNA viral
(genoma ou produto intermediario do processo de repli-
cacdo). Essa nova molécula sintetizada sera usada como
molde para a rea¢do de PCR convencional (BROCCOLO;
COCUZZA, 2007).

A PCR-RT (real time) é uma técnica inovadora, capaz de
promover a quantificacdo acurada e 0 monitoramento em
tempo real do produto amplificado; possui as mesmas trés
etapas da PCR convencional, diferenciando-se pela quanti-
ficacdo de expressdo viral em tempo real. Essa técnica tem
a capacidade de detectar e quantificar a amplificagdo do
produto a medida que vai sendo sintetizado. Utiliza, além
dos primers, uma sonda marcada com um fluorocromo.
A sonda é complementar a uma regido interna do pro-
duto e é marcada com uma substancia fluorogénica. Essa
multiplicagdo ocorre a partir da separagdo das fitas de
DNA (desnaturagdo) com posterior ligagdo dos primers a
molécula de DNA (anelamento) e agdo da enzima DNA po-
limerase (extensdo), que alonga a molécula em formagdo,
utilizando-se os desoxinucleotideos livres na reacdo (XA-
VIER; OLIVEIRA; SEVERO, 2009). A PCR — (Real Time) possui
avantagem em relagdo as outras técnicas moleculares, por
detectar diversos tipos virais de alto risco, determinar o
tipo viral especifico, revelar a presencga do virus no inicio da
infeccdo, menor indice de contaminagdo da amostra, po-
rém é necessario alto custo em equipamento para andlise
da amostra (software). A PCR-TR tem a vantagem sobre a
PCRc em termos de velocidade: 20 a 30 min. Devido a alta
sensibilidade e a rapidez (sendo 10% mais sensivel), os
métodos de PCR poderiam ser usados para a triagem de
HPV em amostras ectocervicais (RODRIGUES et al., 2009).

No que diz respeito ao HPV, estudo realizado por Non-
nenmacher et al. em 2002, utilizando PCR, encontrou uma
frequéncia de 16% de DNA do HPV em mulheres.

Lonky et al. em 2003, demonstraram que a captura
hibrida foi negativa em 25% dos casos com PCR positivo
para HPV de alto risco, em pacientes com ASCUS, limitando
sua escolha para o diagnostico precoce.

Segundo Wolschick et al. (2007), a PCR é considerada
a técnica padrdo ouro com maior sensibilidade, especifi-
cidade e velocidade de analise, devendo ser o método de
escolha para o diagndstico do HPV.

Ainda em 2007, Nomelini et al. desenvolveram uma
pesquisa, na qual pacientes selecionados que apresenta-
ram anormalidades na colposcopia foram testados pelas
técnicas de PCR e captura hibrida. A sensibilidade do PCR e
da captura hibrida na detec¢do de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), no estudo referido, foi de 83,33% e 66,67%,
respectivamente. O valor preditivo negativo no diagndstico
de NICllellldo PCR e captura hibrida foi de 100% e 94,74%,
respectivamente.

No que se refere ao risco de desenvolvimento de can-
cer de colo uterino em mulheres com infecgdo por HPV,
estudo de Van Dergraaf et al. (2002) demonstrou ser 19
vezes maior do que em mulheres sem infec¢do pelo HPV e
que mulheres com os tipos oncogénicos 18, 31 ou 33 tém

um risco maior do que 50 vezes, comparado ao daquelas
nao infectadas por esses genes e, se considerado o HPV 16,
esse risco teve aumento de mais de 100 vezes.

Evanderetal. (1992), ao compararem a PCR utilizando
os pares de oligonucleotideos MY0O9/MY11 e GP5/GP6 e a
nPCR com MY/GP, com a utilizagdo dos oligonucleotideos
MY09/MY11 na PCR o DNA do HPV, detectaram 26,3% dos
casos de citologia exfoliativa com alteragGes patoldgicas.
Empregando-se a n PCR esta capacidade de detecg¢do au-
mentou para 84,2% nestes espécimes.

Husnjak et al. (2000), ao utilizarem amostras de cito-
logia cervical e compararem os métodos da PCR com os
oligonucleotideos MY09/MY11 e Nested com MY09/MY11,
seguidos por GP5/GP6, encontraram um aumento de 38,8%
na taxa de positividade para o DNA do HPV; quando com-
param com PCR e n PCR, encontraram valores inferiores
aos dos experimentos realizados por Evander et al. (1992).

Ja Demathe et al. (2010), ao compararem a utilizagdo
de PCR simples e Nested-PCR na deteccao de HPV em car-
cinoma epidermoide de |abio, observaram um aumento de
mais de seis vezes no numero de casos de HPV, ao utilizar
o0 método de nPCR.

Michelli et al. (2011), em pesquisa cujo objetivo era
comparar trés métodos de detecgdo do DNA do HPV (PCR,
utilizando primers da regido L1; PCR utilizando primers da
regido E6/E7; e captura hibrida), em 100 amostras cervicais
de mulheres sexualmente ativas, observaram que 40%
das mulheres foram positivas em, pelo menos, umas das
técnicas diagndsticas testadas.

Verificou-se que 12% das mulheres apresentaram
resultados positivos na captura hibrida, 26% na PCR L1
e 26% na PCR E6/E7. Com relacdo a técnica de PCR, 16%
das mulheres obtiveram resultados positivos em ambos
os métodos. Apenas 4% das mulheres tiveram resultados
positivos nos trés métodos.

Figura 1 — Representagdo esquemdtica do genoma do HPV- 16
L (Late) — genes que se expressam tardiamente no ciclo vital
do virus. E (Early) — genes que se expressam precocemente no
ciclo vital do virus. LCR (Long Controll Region) — gene que fica
entre o final da L1 e o inicio de E6.
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6000 HPV-16 2000
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Fonte: Adaptado de Bringhenti et al. (2010).
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A PCR especifica tem como objetivo a genotipagem
do virus em analise; os primers usados sdo complemen-
tares a regiGes com variagao de nucleotideos que deter-
minam o gendtipo do virus; esses primers sao chamados
de especificos e, no HPV, os alvos sdo os genes E6 e E7. O
HPV esta arranjado estruturalmente em: genes precoces
(E1 — E7), caracterizados pela formagdo de proteinas
ndo estruturais, necessarias para a replicagdo viral;
genes tardios (L1 — L2), caracterizados pela formagao
de proteinas estruturais do capsidio, para montagem do
virion; e a regido reguladora de controle longo (LCR), que
estd relacionada com os fatores de replicagdo e trans-
crigao viral. Esse método permite selecionar iniciadores
especificos de regides Unicas, presentes nos genes E6
e E7 de cada subtipo do HPV, ou podem ser utilizados
iniciadores para regiGes conservadas ou comuns do
genoma do virus, como a L1 (WOLSCHICK et al., 2007).
Esses genes, com potencial oncogénico, complexam-se
respectivamente com a proteinas celulares denominadas
p53 e pRb, levando a inativagdo e consequentemente ao
descontrole do ciclo celular (WENTZENSEN; VON KNEBEL
DOEBERITZ, 2007).

Os métodos moleculares que evidenciam a molécula
do DNA (PCR) na amostra do paciente vém ganhando
espaco no escopo do diagndstico laboratorial e, apesar
da desvantagem do alto custo, da necessidade de equi-
pe técnica especializada e de infraestrutura adequada,
disponibilizam um melhor desempenho diagndstico em
relagdo os métodos imunoldgicos, nos quais se identifica
a doenga por meio da quantificagdo dos anticorpos con-
tra os patdégenos. Das técnicas abordadas nesta revisao,
a metodologia Nested PCR se sobressai no diagndstico
precoce dos genes oncogénicos de alto grau, no caso
de infecgdo persistente do HPV, aumentando a chance
de cura através do tratamento das lesGes precursoras, o
que reduz a progressao do cancer do colo do Utero. Esses
exames de biologia molecular identificam principalmente
os casos de infecgdo latente por HPV, presente em 30%
das mulheres sexualmente ativas (LUU et al., 2013). Todas
essas lesdes sdo passiveis de cura em até 100% dos casos,
guando tratadas precocemente. Se o rastreamento for re-
alizado de forma correta, ele apresenta uma cobertura de
80% para o cancer e, se as lesdes iniciais forem tratadas,
reduze-se o aparecimento de cancer cervical em até 90%
(WOLSCHICK et al., 2007).

CONCLUSAO

O diagndstico precoce do HPV é fundamental para
o controle do cancer de colo de Utero. Nesta revisao de
literatura, visando oferecer um método que auxilie o
diagnéstico diferencial ou mesmo indicador da transfor-
macao neoplasica, os dados obtidos permitem constatar
gue a técnica PCR, utilizada para o rastreamento do HPV,
tem alta sensibilidade (90-100%) e apresenta 92,8 a 100%
de especificidade, sendo o método mais utilizado para a
deteccdo de DNA do HPV. Concordancia dos resultados
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prévios da citologia oncdtica (Papanicolau), método de
screening (triagem) com os resultados dos testes mo-
leculares para HPV, que ostentam uma maior acuracia,
propiciardo uma rapida intervengao diagndstica, mini-
mizando os indices de morbidade e mortalidade, além
de identificar e priorizar mulheres com elevado risco de
desenvolvimento de cancer de colo do Utero, sendo uma
indispensavel ferramenta como medida de prevencgao e
controle da doenga.
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