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Resumo

A infecé@o pelo HPV é uma das infecdes de transmisséo sexual mais comuns a
nivel mundial e os HPV de alto risco 16/18 s&o responsaveis por cerca de 70% dos
casos de cancro do colo do utero. Para além desta patologia, também pode causar
outros cancros anogenitais, cancro da cabeca e pescoco e verrugas genitais, em ambos
0s sexos. Esta infecdo esta associada a comportamentos sexuais de risco, logo os
casos sdo superiores em individuos jovens, o0 que aumenta a importancia de estudos
epidemioldgicos de HPV para a continua melhoria de programas eficientes de rastreio
de cancro do colo do Utero e de vacinacgdo contra o HPV.

Este estudo foca-se na andlise das prevaléncias da infecdo de HPV e os
gendtipos mais frequentes nas 9707 amostras analisadas no Centro de Medicina
Laboratorial Germano de Sousa de setembro de 2019 a fevereiro de 2020. Para atingir
0 objetivo, calcularam-se as prevaléncias de infecdo nas amostras de forma
independente para os testes moleculares usados no Centro de Medicina Laboratorial
Germano de Sousa, nomeadamente, a captura hibrida, o Teste cobas 16/18 + HR e os
testes de genotipagem, CLART® HPV e Anyplex™ I HPV28. Verificou-se que a
prevaléncia variou entre 18,4%-38,9%, dependendo do teste molecular usado. Os
gendtipos mais frequentes nas amostras foram o HPV16, 51, 53, 42 e 54.

Neste trabalho, concluiu-se que o intervalo da prevaléncia da infe¢do por HPV é
concordante com os valores obtidos nos outros estudos portugueses, 0s testes
moleculares usados detetam 0s genétipos mais frequentes e os gendtipos incluidos na
vacina apresentam prevaléncias baixas na faixa etaria jovem. No entanto, seria
relevante estudar futuramente a incluséo dos genétipos 51 e 53 na vacina contra o HPV,
uma vez que apresentam uma frequéncia elevada nas amostras analisadas neste

estudo e ndo estdo abrangidos na vacina atual.

Palavras-chave: Prevaléncia, frequéncia de gendtipos, diagndstico molecular, rastreio,

vacinacgéo
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Abstract

HPV infection is one of the most common sexually transmitted infections in the
world and high-risk HPV 16/18 account for about 70% of cervical cancer cases. In
addition to this disease, it can also cause other anogenital cancers, head and neck
cancer and genital warts, in both sexes. This infection is associated with risky sexual
behaviour, so cases are superior in young individuals, which increases the importance
of HPV epidemiological studies for the continued improvement of efficient cervical cancer
screening and HPV vaccination programs.

This study focuses on the analysis of the prevalence of HPV infection and the
most frequent genotypes in the 9707 samples analyzed at the Germano de Sousa Group
- Laboratory Medicine Centre from September 2019 to February 2020. To achieve the
objective, the prevalence of infection in the samples was calculated independently for
the molecular tests used at the Germano de Sousa Group - Laboratory Medicine Centre,
namely, hybrid capture, the Cobas test 16/18 + HR and the genotyping tests, CLART®
HPV and Anyplex™ I HPV28. It was found that the prevalence varied between 18.4%-
38.9%, depending on the molecular test used. The most frequent genotypes in the
samples were HPV16, 51, 53, 42 and 54.

In this work, it was concluded that the range of prevalence of HPV infection is
concordant with the values obtained in other Portuguese studies, the molecular tests
used detect the most frequent genotypes and the genotypes included in the vaccine have
low prevalence in the young age group. However, it would be relevant to study in the
future the inclusion of genotypes 51 and 53 in the HPV vaccine, since they present a
high frequency in the samples analyzed in this study and are not included in the current

vaccine.

Keywords: Prevalence, frequency of genotypes, molecular diagnostics, screening,

vaccination
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l. Pertinéncia do estudo

A infecdo pelo Virus do Papiloma Humano (HPV) é uma das infecdes de
transmissao sexual mais comuns a hivel mundial. Estéo identificados mais de 100 tipos
de HPV, dos quais 40 podem infetar a area genital (Graham, 2017). Estes 40 sdo
classificados em HPV’s de alto ou baixo risco consoante a sua capacidade de fazer
evoluir a infecdo para doenca cervical (Graham, 2017). Os tipos de HPV de alto risco
(HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58, 59, 68, 73, 82) sdo descritos como
oncogénicos por potenciarem o desenvolvimento de cancros anogenitais (Graham,
2017). Por outro lado, os tipos de HPV de baixo risco (HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
61, 72, 81, 89) tendencialmente originam verrugas e outras lesdes benignas.

Os tipos HPV de alto risco 16 e 18 séo responsaveis por cerca de 70% dos casos
de cancro do colo do Utero. Para além desta patologia, a infecdo por HPV de alto risco
também pode causar outros tipos de cancro anogenital (vagina, vulva, anus, pénis),
cancro da cabeca e pescoco e verrugas genitais, tanto em homens como em mulheres
(Organizacdo Mundial de Saude, 2017). A maioria das infe¢bes sdo assintomaticas,
podendo ser combatidas pelo sistema imunitario no periodo de 2 anos, no entanto, as
infecbes podem evoluir para diversas lesdes benignas (como as verrugas, 0S
condilomas e as lesbes benignas da orofaringe) ou cancro (Cuf, 2019; IARC &
Papillomaviruses, 2007).

Segundo o relatério “Human Papillomavirus and Related Diseases - World” do
HPV Information centre (Bruni et al., 2019b), sdo diagnosticados 569,847 novos casos
de cancro cervical por ano no mundo, fazendo com que, mundialmente, o cancro
cervical seja o terceiro cancro mais comum nas mulheres e o segundo mais comum na
faixa etaria entre os 15 e os 44 anos. Anualmente, o nimero de novas mortes devido ao
cancro cervical sdo cerca de 311,365 no mundo. Estima-se que entre 50 e 80% dos
individuos sexualmente ativos sdo infetados em alguma altura da sua vida, apesar de,
na maioria dos casos, a infecdo nao progredir para doenca sintomatica (Cho, So, Lee,
& Hong, 2015).

Estéo identificados diversos fatores que aumentam o risco de infegdo como por
exemplo: certos tipos de HPV (HPV16 e HPV18), a presenca de imunodeficiéncias,
inicio precoce de atividade sexual, predisposicdo genética, habitos tabagicos,
coinfeccdo com outros microrganismos de transmissdo sexual, como por exemplo, o
HIV (Cuf, 2019). Os jovens em Portugal iniciam a vida sexual por volta dos 15 anos,
muitas vezes em simultdneo com o inicio do consumo de alcool e drogas, levando a

pratica de relacdes sexuais desprotegidas. Apesar da utilizacdo do preservativo ndo



proteger a 100% a infecdo por HPV, ndo deixa de ser uma barreira que deve ser
utilizada. Em Portugal, a vacinacdo aos individuos do sexo masculino foi incluida no
PNV em 2020, o que faz com gue a grande maioria dos jovens rapazes nao estejam
vacinados e possam ser transmissores do HPV. Estas circunstancias aumentam o risco
dos comportamentos sexuais dos jovens (Reis & Matos, 2019).

Atualmente em Portugal, o Sistema cobas 4800 é o mais usado e pedido pelos
médicos no rastreio de infecdo por HPV. Apesar desta técnica detetar a infecao por 14
tipos de HPV diferentes, sdo apenas identificados os tipos HPV 16 e HPV 18, o que
origina uma grande limitacdo no diagnéstico de infecdo. Em Portugal, existem infecBes
com outros tipos HPV de alto risco, que este método de rastreio ndo identifica. Desta
forma, caso haja um resultado positivo que ndo seja HPV 16 ou HPV 18, é necesséria
a realizacdo de uma técnica complementar para identificar especificamente o tipo de
HPV. A genotipagem ou tipagem de HPV é uma técnica muito eficiente que identifica
vérios tipos de HPV de alto e baixo risco. Dependendo da marca comercial dos
reagentes de genotipagem utilizada esse namero de tipos de HPV identificados podera
variar (exemplo: o Anyplex™ || HPV28 Detection de teta 19 tipos de HPV de alto risco
e 9 tipos de HPV de baixo risco). No entanto, é uma técnica de segunda linha, solicitada
apenas quando o resultado de citologia ou outras técnicas de primeira linha é positivo.
Existe entdo um limite no diagnostico da infe¢cdo por HPV, no sentido que individuos
infetados com tipos de HPV néo identificados pelas técnicas de primeira linha irdo
receber um resultado negativo quando poderdo estar infetados.

Segundo o relatdrio “Human Papillomavirus and Related Diseases - Portugal” do
HPV Information centre (Bruni et al., 2019b), as estimativas acerca do cancro cervical
mostram que 750 mulheres sdo diagnosticadas com esta patologia por ano em Portugal,
com a consequéncia de 340 mortes por ano devido a esta doenca. O cancro cervical é
0 nono cancro mais frequente nas mulheres em Portugal e o terceiro mais frequente em
idades entre os 15 e 44 anos. Em Portugal, os tipos de HPV de alto risco mais
prevalentes nos casos de cancro cervical sédo, por ordem decrescente, o HPV-16, HPV-
18, HPV-33 e, por ultimo, com uma prevaléncia de 3,7%, o HPV-45. Todos 0s outros
tipos de HPV encontrados em casos de cancro cervical apresentam uma prevaléncia
abaixo deste valor.

A OMS recomenda a inclusédo da vacina contra o HPV nos programas nacionais
de vacinacao desde 2009, em paises onde o cancro do colo do Utero representa uma
prioridade de saude publica. Portugal, comparativamente com outros paises europeus,
apresenta uma taxa de cobertura vacinal elevada, com a vacina tetravalente incluida no
Plano Nacional de Vacinagéo (PNV) desde 2008.



II. Infecao pelo HPV

1. Carateristicas do HPV

O HPV é um virus pertencente a familia dos Papilomaviridae, que séao por
definicdo virus pequenos, com capside icosaédrica sem envelope, com genoma DNA
de cadeia dupla que infetam mucosas e epitélios cutaneos de uma grande variedade de
vertebrados de espécies especificas, entre elas a espécie humana, conseguindo induzir
a proliferacao celular devido a composicao do seu genoma. Podem categorizar-se em
tipos cutdneos quando infetam a pele das maos e dos pés, e em tipos mucosos quando
a zona infetada é a boca, garganta, trato respiratério ou anogenital (Burd, 2003). A
infecdo das estruturas pode ser assintomatica ou resultar na presenca de lesdes
clinicamente evidentes como condilomas cutdneos ou mucosos, papilomatose
respiratoria e papilomas orais e nasais (Pytynia et al., 2014). Quando n&o ha evidéncia
de sintomas, a infecdo s6 pode ser diagnosticada através de exames citolégicos,
histologicos e/ou moleculares.

O seu genoma de DNA circular de cadeia dupla codifica oito open reading frames
(ORFs). Como se observa na figura 1, as ORFs séo divididas em trés partes funcionais,
gue consistem na regido inicial (E), a regido tardia (L) e a regido de controlo longo (LCR),
nao codificante, que contém elementos reguladores cis (regides de DNA néao codificante,
onde se liga uma ou mais proteinas reguladoras e estdo presentes na mesma molécula de
DNA que o gene que eles regulam) necessarios para controlar a replicagédo e transcricao
do DNA viral.

A regido inicial (E) codifica proteinas necessarias para a replicacao viral. Existem
as proteinas E1-E7 que desempenham um papel em regular, promover e apoiar a
transcricdo e replicacdo do DNA viral (funcdes reguladoras na célula epitelial infetada)
(Graham, 2017). A E1 e E2 formam um complexo que se liga a origem de replicacéo. A
proteina E1 tem como funcdo desenrolar o DNA viral, tornando-o acessivel aos
mecanismos celulares (Vonsky, 2019). A proteina E2, por sua vez, é um fator de
transcricdo, essencial para a segregacao do genoma e para o empacotamento do DNA
viral na capside do virus (Graham, 2017; M. Vonsky et al., 2019). Tem a funcdo de
regular a transcricdo do gene viral, e o complexo formado com a E1 permite manter os
niveis de expressao das proteinas virais iniciais a um nivel baixo, para o virus ndo ser

detetado pelo sistema imunitario (Mirabello et al., 2018).
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Pensa-se que a proteina E4 esteja envolvida nas fases tardias do ciclo do virus,
onde parece ter uma funcao na libertacao e/ou transmissao do virus e na otimizacdo da
amplificacdo do genoma viral (Egawa, N.; Egawa, K.; Griffin, H.; Doorbar, 2015). A
proteina E4 € sintetizada em grandes quantidades nas camadas suprabasais e
granulares epiteliais e forma filamentos amiléides que, ao se ligarem a proteinas do
citoesqueleto, fragilizam as células, levando a uma facilidade na libertacao dos viribes
de HPV (Mcintosh et al., 2008; 2010; Vonsky et al., 2019). Desta forma, esta proteina
contribui para a infecciosidade e transmissédo do HPV.

As Ultimas trés oncoproteinas da regido inicial, E5, E6 e E7 s&o acessorias e sao
as responsaveis pela imortalizacéo e transformacgéo das células infetadas por HPV. A
E5 pode funcionar tanto nas fases iniciais como tardias do ciclo viral e tem um papel na
fuga a resposta imunitaria e a apoptose (Egawa, N.; Egawa, K.; Griffin, H.; Doorbar,
2015). A oncoproteina E5 assegura a penetracdo do genoma viral na célula, aumenta a
atividade das proteinas E6 e E7, através da regulagdo de fatores de crescimento e
inibicdo da apoptose, e pode alterar a expressdo de genes envolvidos na adeséo e
motilidade celular (Vonsky et al., 2019). Para evitar uma resposta imunitaria contra o
virus, a E5 interfere com fungfes essenciais do sistema imunitario, inibindo a resposta
do interferdo antiviral e reduzindo a expressao das moléculas MHC da classe | e Il
(Vonsky et al., 2019). Todas estas funcdes da proteina E5 levam a uma perturbacéo da
apresentacdo dos antigénios virais, a supressao da inflamacdo e enfraquecem a
resposta imunitaria, contribuindo para a sobrevivéncia das células infetadas (Vonsky et
al., 2019). Por outro lado, as oncoproteinas E6 e E7 séo as principais responsaveis pelo
potencial oncogénico do virus e a sua principal atividade é a inativacdo de proteinas

supressoras de tumores p53 e pRb, respetivamente (M. Vonsky et al., 2019). Estas duas
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oncoproteinas virais desempenham um papel fundamental na conducao da oncogénese
celular, uma vez que podem induzir as “marcas distintivas” de uma célula cancerigena:
proliferacdo celular descontrolada; ativacdo da invasdo dos tecidos e metastase;
inducdo da
2017; Pal &

Kundu, 2020). Portanto, o papel essencial da E6 e da E7 no ciclo de infecdo viral é

inibicdo da apoptose; evasdo dos supressores de crescimento;

angiogénese; detém um potencial replicativo ilimitado (Hoppe-seyler et al.,

modificar o ambiente celular para permitir a amplificacdo do genoma viral e impedir a
ativacdo de mecanismos que tentam eliminar a infecdo (Egawa, N.; Egawa, K.; Griffin,
H.; Doorbar, 2015).

A regido tardia (L) codifica proteinas estruturais, L1 e L2, que formam as
capsides virais, necessarias para a montagem de viribes. O arranjo estrutural destas
duas proteinas forma a cépside do virus, sendo a proteina L1, o elemento estrutural
primario, e a proteina L2, um componente em menor quantidade no virido. Ambas as

proteinas tém um papel na eficacia da infecciosidade do virus.

2. Ciclo de infecdo do virus

A infecdo por HPV de alto risco pode ser transeunte, sendo eliminada pelo
sistema imunitério, ou tornar-se persistente. Estas duas formas de infecdo designam-se
infecdo produtiva e ndo produtiva, respetivamente. Os HPV infetam geralmente células
epiteliais, possuindo um ciclo de vida estruturado de acordo com os diferentes estados
de diferenciacdo das células que vao ser infetadas (Graham, 2017; Mirabello et al.,
2018; Moody, 2017).

Como se pode observar na figura 2, o virus entra na camada basal do epitélio
estratificado através de micro-lesdes, onde se pode ligar a recetores de membrana

através da proteina L1 e infetar as células. No caso do epitélio cervical, o virus pode
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infetar através da juncao colunar escamosa, conhecida como zona de transformacao,
entre o endo- e ectocervix (Moody, 2017; Chinita, 2018; Mirabello et al., 2018; Graham,
2017). O HPV depende do mecanismo de replicacdo de DNA das células do hospedeiro
para sintetizar o seu DNA, por isso nas células basais indiferenciadas existe uma grande
guantidade de maquinaria celular para a replicacdo na infecdo inicial, onde ocorre
manutencdo do genoma viral com a amplificagcdo de um namero estavel de copias por
célula infetada (Moody, 2017; Egawa, N.; Egawa, K.; Griffin, H.; Doorbar, 2015).

Concluida esta parte do ciclo de vida, a fase produtiva é ativada na diferenciacdo
dos queratindcitos, continuando através da replicacdo produtiva, a expressao genética
tardia e a producéo de virides, que sao libertados pelas células que saem do ciclo celular
(Graham, 2017). Nestas etapas da fase produtiva, muitas das proteinas do virus tém
um papel importante, como mecanismos do HPV para modificar as vias reguladoras da
replicacao celular normal (Mirabello et al., 2018). A expressdo de E6 e E7 permite que
as células entrem de novo em replicacdo, apés a diferenciacao, tendo a ajuda das
proteinas E4 e E5 para a eficiéncia desta replicagdo. Na fase tardia do ciclo viral, onde
o DNA viral se replica e se formam os virides, existe uma maior expressao das proteinas
virais E1 e E2 para a fase ser bem-sucedida e a expresséo de L1 e L2 promove a
encapsulacao dos genomas replicados.

A diferenciacdo das células epiteliais € necessaria para a ativacdo da fase
produtiva, mas o virus necessita dos elementos celulares para se replicar, o que faz com
que esta forma de ciclo de infe¢do seja crucial para a viabilidade do virus. Desta forma,
existe um equilibrio entre a atividade das proteinas virais no ciclo celular e apoptose
para permitir a amplificacdo do DNA viral sem a consequéncia de integracdo do mesmo
nas ceélulas hospedeiras, levando a finalizagdo do ciclo de vida infecioso (Graham,
2017). A estratégica usada pelo virus para se replicar tem como objetivo fugir a resposta
imunolégica do individuo infetado, baseando-se no transporte do virus pelas células
infetadas desde a camada basal, através do avanco das células para a superficie do
epitélio, onde ocorrem os niveis elevados de expresséo genética viral e producdo de
virides (Moody, 2017; Mirabello et al., 2018; Graham, 2017).

No momento em que a infecdo por HPV se torna ndo produtiva, ja se verifica a
persisténcia do virus nas células do individuo e consequentemente, o que, com 0 passar
do tempo, pode levar ao desenvolvimento de uma patologia relacionada com a infecao
prolongada. A persisténcia de infegdo por um mesmo tipo de HPV é um fator necessario
ao desenvolvimento de cancro, mas nao é suficiente. A integracdo do DNA do virus é o
processo crucial para a origem das lesdes e a infecdo ndo produtiva (Gillison et al.,
2000; Pytynia et al., 2014). Quando o virus infeta o epitélio e replica o seu DNA nas

células infetadas, causa uma perturbacédo no controlo normal do ciclo celular, o que pode
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promover a divisdo celular descontrolada e consequentemente, conduzir & acumulagao
de danos genéticos (Okunade, 2019). A desregulacdo da replicacdo produtiva do
genoma do HPV pode levar a uma infecéo persistente e se esta néo for eliminada, pode
progredir para cancro, 0 que constitui um evento ndo produtivo para o virus,
prejudicando a sua replicacdo (Egawa et al., 2015).

No caso desta infecdo ndo produtiva, onde ocorre a integracdo do DNA viral no
genoma da célula hospedeira (Graham, 2017), a expresséao tardia do gene é retardada,
diminuindo a producédo de virides e aumentando a expressdo de E6/E7 (Egawa et al.,
2015). Este aumento de expressao das oncoproteinas E6/E7 nas células infetadas é a
principal alteracdo que leva a neoplasias malignas, independentemente do local
infetado, através da inibicao da diferenciacao, da estimulagéo do crescimento celular e
de instabilidade cromossomica (Graham, 2017).

3. Formas de transmissao do HPV

A infecdo por HPV pode ser transmitida e manifestada por ambos os sexos
(Duarte et al.,, 2014) e ocorre principalmente pelo contacto epitelial direto (pele ou
mucosa), sendo o contato sexual penetrativo (vaginal ou anal) a forma mais comum de
transmissao do virus (M. Vonsky et al., 2019). No entanto, a transmissdo também pode
acontecer através de outras atividades sexuais, nomeadamente o sexo oral (Burd, 2003;
Dunne & Park, 2013). Consequentemente, o0 comportamento sexual é de extrema
importancia para o risco de infecéo por HPV (ACOG, 2017).

Para além destas vias de transmissao, o0 virus pode-se transmitir através de
verrugas na pele, no momento do parto, durante a passagem do bebe pelo canal vaginal
da mée infetada ou por autoinoculacao. Diversos estudos mencionam a transmissao por
via vertical ou através de fomites, mas estas vias ainda estdo pouco estudadas
(Sabeena et al., 2017; Syrjanen, 2018; M. Vonsky et al., 2019).

Alguns estudos indicam que através de transmissao vertical, o virus pode ser
transmitido pela mée ao feto ou bebe durante a gravidez ou no parto. Durante a gravidez
de uma mulher infetada por HPV, o feto pode ser infetado através de micro-lesdes na
membrana fetal ou através da placenta. No entanto, dados apontam que a maior parte
das infe¢Bes por HPV em recém-nascidos ocorrem no momento do parto, uma vez que
os estudos mostram concordancia entre o(s) tipo(s) de HPV materno(s) e o(s) do recém-
nascido, sugerindo transmisséo perinatal (Sabeena et al., 2017). Esta transmisséo pode
ocorrer pelo contacto direto com o canal vaginal infetado da mée ou por rutura prematura
de membranas em contacto com o bebé (Sabeena et al., 2017). Desta forma, o risco de

transmisséo vertical € baixo, mas ha uma maior probabilidade de o recém-nascido estar
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infetado por HPV se a placenta ou corddo umbilical testarem positivo para DNA de HPV
(Sabeena et al., 2017; M. Vonsky et al., 2019).

Diversos estudos epidemioldgicos jA demonstraram que o risco de contrair uma
infecdo por tipos de HPV de alto risco e o desenvolvimento de cancro cervical esta
relacionado com as atividades sexuais dos individuos (Okunade, 2019; Reis & Matos,
2019; Syrjanen, 2018; M. Vonsky et al., 2019). A maioria das infe¢cdes por HPV ocorrem
guando se inicia a atividade sexual, maioritariamente na adolescéncia e o risco é
aumentado quando os individuos possuem multiplos parceiros sexuais ou um parceiro
gue ja teve contacto com multiplos parceiros (Braaten et al., 2008; Okunade, 2019). O
inicio precoce da vida sexual também aumenta o risco, circunstancia que atualmente se
tem observado a nivel mundial. Fatores adicionais sdo um historico anterior de outras
DST, verrugas vaginais ou cancro cervical ou do pénis no individuo ou no parceiro
sexual (Okunade, 2019).

A utilizacdo de preservativo nas relagbes sexuais € uma medida de prevencao,
mas nao elimina o risco de infecdo a 100%, uma vez que o virus pode ser transmitido
atraveés do contacto da pele com os tecidos labiais, escrotais ou anais infetados (Braaten
et al., 2008; Burd, 2003). No entanto, o preservativo consiste numa forma importante de
prevencédo. Outros comportamentos que podem diminuir o risco de infecdo por HPV séo,
por exemplo, ter apenas um/uma parceiro/a sexual.

Para além de fatores que possam aumentar o risco de infe¢do, também existem
fatores que influenciam a eliminacdo da mesma. Os individuos infetados por HPV
podem ndo conseguir eliminar a infegdo devido a predisposicdo genética (alteragbes
genéticas importantes para o funcionamento correto do sistema imunitario), variacao
genética de diferentes tipos de HPV, coinfeccdo com mais de um tipo de HPV,
frequéncia de reinfecao, niveis hormonais e a resposta imunitaria (Okunade, 2019). Em
relagdo ao cancro cervical, também existem fatores que podem contribuir juntamente
com infe¢cdo por HPV de alto risco para o seu desenvolvimento, tais como resposta
imunitaria primaria suprimida, o uso prolongado de contracetivos orais, habitos
tabagicos e um numero elevado de gravidezes (Fu et al., 2016; Lin et al., 2018;
Okunade, 2019).

Para além dos comportamentos sexuais, a idade também é um fator que
influencia o risco de um individuo ser infetado por HPV. As infec6es sao mais comuns
em mulheres sexualmente ativas entre os 18 e os 30 anos, diminuindo o risco a partir
desta idade. E importante notar que 0s cancros cervicais s&o mais comuns em mulheres
com idades superiores a 35 anos, 0 que suporta que as infecées se originam na idade
jovem e progridem lentamente para cancro cervical quando sdo persistentes, em idades
mais avancadas (Burd, 2003; Graham, 2017).
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4. LesOes e patologias resultantes de infe¢cdo por HPV

A grande maioria das infe¢cbes por HPV séo transientes, sendo eliminadas pelo
sistema imunitario num periodo até 2 anos. No entanto, quando as infe¢Bes se tornam
persistentes, originam-se lesbes pré-cancerigenas e cancerigenas (Graham, 2017).

Na progressao de infecado para cancro, o cérvix é infetado pelo HPV e da-se a
progressao para um estadio de pré-cancro inicialmente. Deste estadio, a infe¢cdo pode-
se desenvolver para uma invasdo do cérvix, levando ao cancro cervical, ou, por outro
lado, pode haver uma regressao deste estadio pré-cancro, levando a eliminagdo do HPV
pelo organismo (clearance) (figura 2.3) (ICO/IARC Information Centre on HPV, 2020).

O teste de rastreio para HPV consegue detetar o HPV antes da alteragdo celular ocorrer|

A citologia cervical deteta alteragdes celulares depois de ocorrerem
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Figura 2.3 - Progresséo de infecdo HPV para cancro cervical
Retirado e adaptado da web em https://www.cancer.nsw.gov.au/cervical-screening-nsw/cervical-
cancer/about-cervical-cancer. Visitado em 22/11/2019.

O cancro cervical e outras patologias mais severas sao precedidas pelas lesdes
cervicais, que podem ser classificadas num sistema de 3 estadios (neoplasia
intraepitelial cervical (CIN)) ou num sistema de 2 estadios (leséo intraepitelial escamosa
- squamous intraepithelial lesion (SIL)). Este ultimo sistema categoriza-se em estadio de
Low (LSIL) e High (HSIL) (Braaten et al., 2008; Chaturvedi et al., 2011). Enquanto as
lesBes classificadas como LSIL apresentam uma probabilidade reduzida de progredir
para algum tipo de cancro devido a uma percentagem de regressao elevada, as lesbes
HSIL sdo, geralmente, devidas a infecdes persistentes, o que leva a uma elevada
probabilidade de desenvolvimento das mesmas para lesdes cancerigenas (Doorbar,
2006; Graham, 2017).


https://www.cancer.nsw.gov.au/cervical-screening-nsw/cervical-cancer/about-cervical-cancer
https://www.cancer.nsw.gov.au/cervical-screening-nsw/cervical-cancer/about-cervical-cancer

O sistema de classificacdo de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) apresenta 3
estadios de lesdo: CIN1 representa geralmente uma infecdo transiente por HPV, com
pequena probabilidade de progressdo para cancro cervical, sendo eliminada pelo
sistema imunitario na maior parte dos casos. Este estadio corresponde ao LSIL no
sistema de classificacdo de leséo intraepitelial escamosa; CIN2 e CIN3 representam
infecdo persistente, ndo produtiva e corresponde ao HSIL no sistema de classificacdo
de leséo intraepitelial escamosa (Egawa et al., 2015; Shanmugasundaram & You,
2017)Estes dois estadios representam a doenca pré-cancerigena. A infecdo por HPV
também pode originar doencas anogenitais pré-neoplasicas, como por exemplo, VIN
(neoplasia intraepitelial vulvar) e AIN (neoplasia intraepitelial anal).

O cancro cervical € o estadio terminal de uma infecdo por HPV néo resolvida,
definido como a presenca persistente de DNA de HPV em testes consecutivos de
amostras cervicais (ICO/IARC Information Centre on HPV, 2020). Ou seja, origina-se
devido a uma infe¢éo persistente com um tipo de HPV de alto risco que n&o é eliminada,
através de alteracdes que podem ocorrer no genoma viral e na célula hospedeira. Numa
mulher com um sistema imunitario eficiente e saudavel, um cancro cervical pode
demorar 15 a 20 anos a desenvolver-se, contrariamente a uma mulher com um sistema
imunitario comprometido, onde o cancro pode demorar apenas 5 a 10 anos a originar-
se (World Health Organization, 2019). Esta patologia € o quarto cancro mais comum nas
mulheres mundialmente, com cerca de 570 000 novos casos em 2018, representando
7,5% das mortes de mulheres devido a cancro. Das mais de 311 000 mortes por cancro
cervical por ano, mais de 85% delas ocorreram em regides pouco desenvolvidas (World
Health Organization, 2019).

Em Portugal, sdo diagnosticados anualmente cerca de 750 novos casos de
cancro do colo do utero, sendo este o 3° cancro feminino mais comum em mulheres dos
15 aos 44 anos (Bruni et al., 2019b). Para além do cancro cervical, a infecdo por HPV
tem outros carcinomas associados. Alguns sdo também cancros anogenitais, como o
cancro peniano, vulvar, vaginal e anal, e existem evidéncias de que o cancro da cabeca
e pescoco e da orofaringe estdo também relacionados com a infecdo deste virus
(Graham, 2017; Liu et al., 2019).

Comparativamente a doenga cervical e ao cancro do colo do (tero, a
percentagem de patologias atribuiveis ao HPV noutros locais € menor (Graham, 2017).
No caso do cancro do pénis, ha estudos que demonstram associacao com infegéo por
HPV de baixo risco, 6 ou 11 (Graham, 2017), mas esta patologia também esta
relacionada com HPV de alto risco. O virus é também responsavel por 88% dos cancros
anais, 70% dos cancros vaginais e 43% dos cancros da vulva (Bruni et al., 2019a). As

infecBes anais sdo mais comuns nas mulheres e nos homens que tém relacdes sexuais
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com outros homens, mas geralmente regridem quando os individuos sao
imunocompetentes (Benevolo et al., 2016). Sendo assim, esta infecdo € mais
significativa em doentes seropositivos, podendo evoluir para doenca pré-maligna anal
ou cancro anal (Wang et al., 2018). Por outro lado, as mulheres diagnosticadas com
doenca cervical ou cancro vulvar tém maior probabilidade de desenvolver cancro anal
devido a infecao persistente por HPV na regido anogenital (Graham, 2017).

Nos ultimos anos, as infecBes na cavidade oral e da orofaringe por HPV tém
vindo a aumentar, o que leva a um aumento dos cancros orofaringeos associados a esta
infecdo, especialmente nos jovens do sexo masculino (Graham, 2017). Geralmente, a
infecdo por HPV nesta regido anatoémica € assintomatica e transiente, mas se for
persistente, pode levar a lesdes benignas e malignas (Sheedy & Heaton, 2019). O HPV
na regido da cabeca e pescoco € transmitido oralmente, e 0 aumento destas infeces
pode ser devido a alteracdes nas praticas sexuais orais (Graham, 2017), logo o sexo
oral pode contribuir para a transmiss&o do virus nesta regido (Tumban, 2019). A maioria
dos cancros da cabeca e pescoco associados ao HPV é causada pelo HPV16 (Graham,
2017; Sheedy & Heaton, 2019; Tumban, 2019). que tem uma prevaléncia de 80 a 90%
nos casos positivos (Graham, 2017). Os tumores da orofaringe, cabeca e pescoco
contam com uma incidéncia superior a 500,000 casos por ano mundialmente, sendo 0
6° tipo de cancro mais comum (Spence et al., 2016). Em Portugal, a incidéncia de cancro
da faringe é bastante superior nos homens, com uma percentagem de 11,9%, enquanto
nas mulheres é de apenas 0,7% (ICO/IARC Information Centre on HPV and Cancer,
2019).

5. Métodos de rastreio

A prevencdo da infecdo por HPV é constituida por medidas de prevencéo
primaria, que consistem na vacinagdo e em estratégias que visam sensibilizar a
populacdo para diminuir comportamentos de risco, bem como medidas de prevencao
secundaria, como programas de rastreio e formagdo de profissionais de saude,
permitindo uma detecéo precoce de lesbes associadas a infecdo. As medidas de
prevencgdo priméria sdo essenciais para a reducgdo da infecdo por HPV na populacéo
(Direcdo-Geral da Saude, 2008). A vacinacao € uma forma de proteger os individuos da
infecéo pelos tipos de HPV presentes na mesma, sendo disponibilizada através do plano
nacional de vacinacdo (PNV) em Portugal. No entanto, como a vacina ndo protege
contra todos os tipos de HPV, o rastreio continua a ter um papel importante na

prevencédo (Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2014).
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O rastreio efetuado para detetar infecdes por HPV e respetivas lesdes cervicais
€ de extrema importancia devido ao facto das alteracdes citolégicas no colo do Gtero e
as fases inicias de cancro serem geralmente assintomaticas e a progresséao das lesfes
para cancro demorar diversos anos (Direcao-Geral da Saude, 2008). Sendo assim, o
rastreio permite evitar o cancro do colo do Utero através da detecdo precoce das
alterac@es cervicais (ARS Norte, n.d.) quando o tratamento tem maior probabilidade de
ser eficaz (Okunade, 2019).

Em Portugal, existem dois tipos de rastreio implementados, o rastreio organizado
e 0 oportunista. No oportunista, o rastreio é efetuado huma consulta e a periodicidade
ndo esta definida, ou seja, ndo existe um controlo organizado das vezes em que a
mulher precisa efetuar o rastreio ao longo do tempo. Contrariamente, o rastreio
organizado permite fazer este controlo. E uma medida de Satde Publica com base
populacional, devendo abranger toda a populacdo nacional ou uma determinada regiao.
O facto de ser mais abrangente, mais econémico e permitir controlar a periodicidade de
rastreio faz com que o rastreio organizado seja mais vantajoso que 0 oportunista para
prevenir casos de cancro do colo do uUtero. Este rastreio deve iniciar-se por volta dos 25
anos e terminar nos 65, sendo a sua eficacia tdo mais elevada quanto maior for a
percentagem de populacéo-alvo rastreada (Sociedade Portuguesa de Ginecologia,
2014).

A incidéncia e mortalidade do cancro do colo do atero tem vindo a diminuir nas
tltimas décadas, um facto atribuido sobretudo ao sucesso do rastreio cervical (Bhatla &
Singhal, 2020). Os métodos usados atualmente englobam a citologia convencional, a
citologia em meio liquido e os testes moleculares para detetar DNA (ou mRNA) de HPV,
podendo haver uma associagdo dos dois ultimos, com um deles como co-teste
(Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2014). O teste de rastreio escolhido deve ter a
maior sensibilidade e especificidade possivel e uma boa relagdo custo-beneficio
(Sociedade Portuguesa de Ginecologia, 2014).

A citologia como metodologia de rastreio permite detetar as alteracdes das
células infetadas por HPV, enquanto o teste de HPV deteta a presenca de DNA do virus
nas células infetadas. Desta forma, os resultados que estes métodos apresentam sao
complementares. Na citologia convencional, as células do colo do utero recolhidas sé&o
colocadas numa lamina de vidro, ao contrario da citologia em meio liquido, onde as
células sao mergulhadas num recipiente com liquido (meio de preservacdo e
transporte), sendo colocada na lamina posteriormente através de equipamento
especifico para o efeito (Arbyn et al., 2008). Este ultimo método tem uma leitura

facilitada e permite realizar testes complementares de pesquisa de HPV na mesma
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amostra, 0 que o torna um método com grande aceitacdo atualmente (Sociedade
Portuguesa de Ginecologia, 2014).

Em relacdo ao teste de HPV, este comecou por se realizar como um teste de
segunda linha no rastreio, solicitado quando o resultado de citologia era positivo.
Posteriormente, comecaram a analisar-se as amostras com os dois métodos, 0 que
possibilita um diagndstico mais completo, mas o teste de HPV também é pedido
isoladamente para rastreio. Usar este teste como rastreio primario tem a vantagem de
uma sensibilidade superior a citologia, mesmo que a especificidade seja um pouco
menor (Bhatla & Singhal, 2020). Adicionalmente, melhora a detecéo de doenca cervical,
fornece melhores resultados clinicos e diminui os custos de rastreio para o sistema de
saude portugués. Os custos sao diminuidos uma vez que o intervalo de rastreio
necessario aumenta de 3 para 5 anos na presenca de um resultado negativo, ou seja,
a frequéncia de testes de rastreio na vida de uma mulher diminui no caso de resultados
negativos consecutivos. O teste de HPV como método de rastreio também fornece uma
protecdo superior contra carcinoma invasivo cervical de 60-70%, quando comparado
com a citologia (Pista et al., 2019).

Desta forma, as duas estratégias de rastreio permitem minimizar o nimero de
visitas de follow-up e os procedimentos invasivos desnecessarios sem comprometerem

a detecdo da patologia (Okunade, 2019).

6. Vacinacéo

A infecao por HPV é uma infecdo muito frequente em faixas etarias jovens e tem
uma forte associacdo com o aparecimento do cancro do colo do utero, o que levou ao
desenvolvimento de diversas vacinas de importancia crucial para prevenir e minimizar
o impacto desta infecéo, inicialmente apenas nas mulheres, mas atualmente também
nos homens. A OMS recomenda a inclusdao da vacina contra o HPV nos programas
nacionais de vacinacdo desde 2009, em paises onde o cancro do colo do utero
representa uma prioridade de saude publica. A introducéo da vacina contra o HPV pode
proporcionar uma oportunidade estratégica importante para melhorar ou estabelecer
programas de rastreio e tratamento do cancro cervical, bem como para promover a
sensibilizac&o sobre o seu objetivo e a sua disponibilidade.

As vacinas que estéo disponiveis atualmente contra o HPV previnem a infecédo
por varios tipos de HPV, maioritariamente de alto risco, prevenindo patologias causadas
pelos tipos de HPV na vacina, mas sdo mais eficazes quando tomadas antes da
exposi¢cdo ao HPV. Ou seja, as vacinas anti-HPV devem ser administradas antes do

inicio da atividade sexual para serem o mais eficaz possivel. As vacinas profilaticas
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atualmente disponiveis ndo sdo terapéuticas e ndo podem ser utilizadas para o
tratamento da infe¢cdo por HPV ou das patologias associadas.
Atualmente, existem trés vacinas contra o0 HPV disponiveis comercialmente (Sociedade
Portuguesa de Ginecologia, 2017):

1. Uma vacina bivalente (Cervarix®, GlaxoSmithKline) que confere protecao
contra dois tipos de HPV de alto risco, 16 e 18, responsaveis pela maioria dos cancros

cervicais;

2. Uma vacina quadrivalente (Gardasil®, Merck Inc.) que confere protecéo
contra os tipos de HPV de alto risco, 16 e 18, bem como contra os tipos de HPV de baixo

risco, 6 e 11, que sao responsaveis por verrugas anogenitais.

3. Uma vacina nonavalente (Gardasil®9, Merck Inc.) que confere protecéo
contra os tipos de HPV de baixo risco, 6 e 11, e de alto risco, 16/18/31/33/45/52/58.

As vacinas profilaticas atuais atuam com base na capacidade da proteina L1 do
HPV poder formar particulas antigenicamente semelhantes a viribes quando se
expressa sozinha numa variedade de tipos celulares. As trés vacinas provocam a
producdo de anticorpos neutralizantes que se ligam a estas particulas virais L1 e
blogueiam a entrada do virus nas células.

As vacinas profilaticas foram um avango de extrema importéncia para a
prevencdo das patologias que advém das infecdes por HPV. No entanto, elas nédo
conseguem eliminar infeces pré-existentes a administracdo da vacina, o que limita o
numero de individuos que podem beneficiar das vacinas atuais (Hildesheim et al., 2017).
Em lesBes associadas a infecdo por HPV que podem evoluir para cancro, 0 genoma
viral encontra-se integrado no genoma das células do hospedeiro. A integracdo do
genoma do virus leva geralmente a delecéo dos genes virais E1, E2, E4 e E5, L1 e L2.
E devido & delecdio de L1 e L2 que as vacinas profilaticas ndo conseguem ter um efeito
terapéutico para cancros associados a infe¢cdes por HPV (Gupta et al., 2017).

Relativamente a melhoria das vacinas existentes e ao aparecimento de uma
nova geracdo de vacinas, Gupta et al. (2017) apresentam uma série de potenciais
medidas que visam este objetivo. Demonstram que existem varios estudos em varios
estadios de ensaios clinicos que visam produzir novas vacinas anti-HPV, com diversas
carateristicas, sendo elas:

» Vacinas HPV acessiveis, seguras e eficazes, reduzindo o custo de produgéo
em sistemas hospedeiros alternativos de alto rendimento para a producao de particulas

semelhantes ao virus HPV
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* Vacinas alternativas de peptideos ou proteinas baseadas em subunidades para
uma producao mais simples e facil escalabilidade em grandes volumes para vacinacao
em massa.

* Reducgéo da dose das vacinas

» Ampliacao da protecao através da adicdo de novos tipos de HPV

7. Técnicas de diagnostico molecular para HPV no Centro de Medicina
Laboratorial Germano de Sousa

A necessidade de existir infecdo com o virus do papiloma humano para o
desenvolvimento do cancro do colo do Utero originou o aparecimento de técnicas que
detetassem a presenca/auséncia deste virus em amostras cervicais, de forma a prevenir
esta patologia ou adequar 0 acompanhamento e tratamento de pacientes com cancro
cervical. Ao longo das décadas, o rastreio foi evoluindo com o uso de técnicas
moleculares que permitem fazer o diagndstico com uma sensibilidade superior a
citologia. Os testes de genotipagem, por exemplo, proporcionam uma forma de
monitorizar a infegdo num paciente, mas também realizar estudos epidemiol6gicos

importantes da infecdo por HPV em raparigas vacinadas (GENOMICA S.A.U, 2019).

No Centro de Medicina Laboratorial Germano de Sousa efetuam-se diversas técnicas

de diagnostico molecular para a detecdo de HPV nas amostras. S&o elas:

7.1. Teste cobas 16/18 + HR - Sistema COBAS 4800

A tecnologia do Sistema COBAS 4800 consiste na amplificacdo e detecédo de
sequéncias de acidos nucleicos através de uma reacdo de polimerizacdo em cadeia
(PCR) em t