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DIAGNOSTICO MOLECULAR DO PAPILOMAVIRUS HUMANO POR PCR EM UM
LABORATORIO DA REGIAO METROPOLITANA DA GRANDE VITORIA

MOLECULAR DIAGNOSIS OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS BY PCR IN A
LABORATORY IN THE METROPOLITAN REGION OF GRANDE VITORIA
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RESUMO: O Papilomavirus humano conhecido como HPV é uma doenca
sexualmente transmissivel frequente em todo mundo. Ele infecta o epitélio de seres
humanos, podendo persistir de forma assintomatica ou causar neoplasias. Visando
isso a técnica da biologia molecular PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
determina a presenca desse virus mesmo em pacientes assintomaticos, podendo
separa-los em alto e baixo risco. O presente estudo buscou ilustrar a prevaléncia dos
casos de HPV por meio de uma pesquisa quantitativa descritiva em um laboratério da
regido metropolitana da Grande Vitdria no periodo de janeiro a junho de 2023 atraves
da técnica PCR da biologia molecular apresentando dados sobre o diagnéstico
molecular do HPV e como isso contribui no diagndstico precoce, tratamento e
acompanhamento do paciente. Foram obtidos 280 resultados de infec¢gdo por HPV
positivos dos 592 resultados. Dentre os subtipos alto risco para HPV o 16 foi 0 mais
encontrado (4,1%), seguido do 18 (3,5%) e 35 (3,0%). Ja entre os de baixo risco
tivemos o 6 (3,7%), seguido do 11 com (3,2%) e 43 (2,5%). Obtivemos também
pacientes que apresentaram infeccdo com mais de um subtipo de HPV, sendo eles
(16,4%). Em conclusdo como confirmado pela literatura, os subtipos de HPV de alto
risco oncogénico foram encontrados em grande maioria sendo 123 pacientes contra
74 de baixo risco.
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ABSTRACT:

The human papillomavirus known as HPV is a common sexually transmitted disease
worldwide. It infects the epithelium of human beings and can persist asymptomatically
or cause neoplasms. With this in mind, the molecular biology technique PCR
(polymerase chain reaction) determines the presence of this virus even in
asymptomatic patients, being able to separate them into high and low risk. The present
study sought to illustrate the prevalence of HPV cases through descriptive quantitative
research in a laboratory in the metropolitan region of Greater Vitéria from January to
June 2023 using the molecular biology PCR technique, presenting data on the
molecular diagnosis of HPV. and how this contributes to early diagnosis, treatment and
patient monitoring. There were 280 positive HPV infection results obtained out of 592
results. Among the high-risk subtypes for HPV, 16 was the most found (4.1%), followed
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by 18 (3.5%) and 35 (3.0%). Among those at low risk, we had 6 (3.7%), followed by 11
with (3.2%) and 43 (2.5%). We also obtained patients who were infected with more
than one subtype of HPV, namely (16.4%). In conclusion, as confirmed by the
literature, the high oncogenic risk HPV subtypes were found in the vast majority, with
123 patients compared to 74 low risk.

Keywords: HPV; PCR; Diagnosis.

1. INTRODUCAO

Apesar da sensibilidade e eficacia do teste de PCR para diagndstico de triagem do
HPV, a necessidade de se conhecer os fatores epidemiolégicos ainda precisam ser
mais explorados nos laboratorios pois as vezes pela questao do custo, nem todos os
investem nessa técnica avancada e moderna, porém ela é de extrema importancia
porque é capaz de detectar todos os subtipos desse virus. Nesse contexto, o presente
trabalho se faz importante pois demonstra que o HPV é uma doenca bastante
recorrente no Brasil, com uma alta prevaléncia de casos, sendo noticiados nos jornais
guase todos os dias. Sao utilizados diferentes tipos de amostras diariamente dentro
dos laboratérios de biologia molecular para os casos de HPV como por exemplo:
amostras vaginais, anais, retais e uretrais sendo utilizados diferentes tipos de
abordagens para cada uma delas (Ministério da Saude, 2014).

E observando esses diferentes tipos de amostras diariamente ha a necessidade de
analisar essa prevaléncia de alto e baixo risco, que s6 sao detectados pelo método
PCR, capaz de identificar os subtipos do virus encontrados nos resultados positivos,
visto que dentre os Varios tipos de HPV, os tipos 16 e 18 estdo presentes em 70% dos
casos de cancer do colo do utero, sendo o terceiro tipo de cancer mais comum na
populacdo mundial feminina, em torno de 16.370 para cada ano do biénio 2018-2019,
representando 8,1% de todas as mortes femininas por esta doenca. Dessa forma ao
estimar a epidemiologia dessa patologia na populacdo e descrevendo seus dados
sociodemogréficos é possivel proporcionar um melhor entendimento da populacao
afetada auxiliando assim a prevencéo e o tratamento precoce do HPV (Dubiela, 2012).

O papilomavirus humano (HPV) € um virus que pertence ao grupo dos papovavirus.
Atualmente sdo conhecidas mais de 100 espécies, 45 das quais podem infectar os
orgaos genitais. Eles sao classificados em dois grupos de acordo com seu potencial
carcinogénico. Espécies de alto risco carcinogénico, em conjunto com outros
cofatores, estdo associadas ao aumento de neoplasia intraepitelial e cancer do colo
do utero, vulva, vagina e regidao anal (Kenne et al, 2014).

Ele é o agente causal de muitas doencas epiteliais e de mucosas, entre elas estdo as
verrugas genitais, as quais séo consideradas a doenga mais comum ocorrente entre
a populacao sexualmente ativa, e também o tipo mais comum de cancer em mulheres,
o cervical, causado por infeccOes persistentes por genadtipos de HPV de alto risco
oncogénico. O cancer cervical € 0 mais comum nos paises em desenvolvimento e
umas das principais causas de morte por cancer entre as mulheres (Silva et al, 2015)
(Kenne et al, 2014).

Na década de 1990, varios estudos foram realizados com técnicas de biologia
molecular, revelando incontestavelmente um papel causal de alguns tipos de HPV no
cancer cervical, sendo de agora em diante cancerigenos, por isso foi usado
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rotineiramente como teste molecular para o HPV durante os dois primeiros anos do
novo milénio no tratamento de pacientes com lesdes cervicais e introdugéo de vacinas
profilaticas (Ferreira; Moraes, 2021).

Técnicas baseadas em amplificagdo de é&cidos nucleicos, principalmente PCR,
inovaram a compreensao da epidemiologia do cancer cervical. Logicamente, esses
métodos de diagndstico e tratamento dessa doenca estdo melhorando. Inicialmente,
foram utilizados métodos internos desenvolvidos nos proprios laboratérios analiticos,
muitas vezes com boa sensibilidade, mas dificeis de comparar entre laboratoérios.
Como as mulheres séo infectadas pelo HPV e ndo apresentam consequéncias
clinicas, e a maioria das infec¢cdes séo transitérias e assintométicas, a correlacao
clinica geralmente € baixa devido a alta sensibilidade. Outras vantagens do teste
baseado em PCR incluem a capacidade de usar diferentes tipos de amostras
bioldgicas, como bidpsias, células esfoliadas, tumores e cancer cervical (Ferreira,;
Moraes, 2021; Ministério da Saude, 2014).

A biologia molecular atualmente esta consagrada na pesquisa do DNA de HPV e,
entre as técnicas disponiveis, a PCR em tempo real destaca-se por apresentar
sensibilidade e valor preditivo negativo elevados. O método detecta individualmente
os tipos 16 e 18, além de informar, de modo agrupado, a presenca de outros 12 tipos
de HPV de alto risco oncogénico. Na pratica clinica, o teste para esses tipos de HPV
pode ser utilizado como adjunto a colpocitologia para o rastreamento de cancer de
colo do utero em mulheres com idade igual ou superior a 30 anos A carga viral reflete
a quantidade de células presentes na amostra, ou seja, depende das condi¢cBes de
coleta, e ndo se relaciona de modo preciso com a intensidade da infeccdo pelo HPV.
Ela pode também ser influenciada pela reinfec¢do por novos tipos virais e pelo grau
de integracdo no genoma do hospedeiro. Dessa forma, a quantificacdo da carga viral
ndo pode ser considerada um meio eficaz de controle de tratamento ou prognéstico
(Dubiela, 2012).

O objetivo principal deste trabalho é demonstrar a prevaléncia do HPV de janeiro a
junho de 2023 identificados através do método PCR em um laboratério da regido
metropolitana da Grande Vitéria apresentando dados sobre o diagnéstico molecular
de HPV por PCR e como isso pode contribuir no diagndstico precoce, tratamento e
acompanhamento do paciente, juntamente com uma avaliacdo critica sobre uso desse
método como uma ferramenta confiavel e precisa para detectar a presenca do
Papilomavirus Humano (HPV) no organismo humano. Através dessa analise, busca-
se contribuir para o avanco da pesquisa em doencas virais, especialmente o HPV,
identificando possiveis problemas e limitacdes associados ao método e destacando
sua importancia para o diagnostico precoce e preciso da infec¢do por HPV, o que é
crucial para a prevencao de canceres relacionados. E o0s objetivos especificos sao:
Analisar o desempenho do método PCR no diagndéstico molecular do HPV em
comparacao com outras técnicas disponiveis, identificar as limitacbes do PCR no
diagnostico molecular do HPV e possiveis solugfes e para essas limitacbes e
investigar o potencial do PCR como ferramenta de triagem para o HPV em populacdes
de alto risco e na prevencgdo do cancer cervical.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO: ESTRUTURA VIRAL E GENOMICA
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O HPV (Papilomavirus Humano), pertencentes a familia Papilomaviridae sdo DNA
virus, com genoma de fita dupla epiteliotropicos (que infectam pele e mucosas)
pequenos e ndo envelopados com revestimento de capsideo, forma icosaédrica
contendo 72 capsbmeros que estabelecem infeccbes produtivas no epitélio
estratificado da pele, no trato anogenital e na cavidade oral. Ele é um tipo de DNA-
virus que dependendo da sua propensao de infecéo tecidual infecta pele ou mucosas
(oral, genital e anal), de varios locais do corpo, se manifestando em forma de verrugas
comuns ou genitais e anais causando lesdes na pele ou cancer dependendo do tipo
viral (Nogueira, Reis, 2022; Menéses; Toralles; Mendes, 2019).

2.2 CLASSIFICACAO E NOMENCLATURA DOS PAPILOMAVIRUS

Os capsbmeros sao formados pela proteina capsidica maior L1 e proteina capsidica
menor L2, porém a proteina L1 possui um pequeno looping (repeticdo infinita) que
consegue se expor para fora do capsidio, dessa forma esse looping consegue
reconhecer os antigenos, fazendo um reconhecimento do sistema imunitario da
particula viral. O DNA do genoma do Papilomavirus possui tanto regides génicas
quanto regides regulatorias da expressao génica. Nas regides génicas se encontram
tanto os genes precoces (E1, E2, E4, E5 e E6) que sdo expressos no comeco da
infeccdo viral, quanto os genes tardios (L1 e L2). O gene E1 possui uma atividade
helicasica (helicase) ATP dependente que é necessario para o reconhecimento do
material genético viral e o inicio da sua sintese (replicacdo). J4 o gene E2 regula os
genes precoces de formas diversas de acordo com a sua concentracao, estimulando
ou inibindo dependendo da necessidade (Castro et al, 2009; Silva et al, 2015).

Quando essa proteina E2 estid baixa ela vai estimular a transcricdo dos genes
precoces, e quando a concentracdo estiver acima do determinado nivel ela inverte a
funcdo, inibindo a sintese desses genes, como consequéncia também vai inibir os
genes E6 e E7 que sao as principais proteinas oncogénicas desse virus. Além do
gene E4 ndo menos importante responsavel pela coilocitose, que é uma lesdo
intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL). Defesas imunoldgicas fracas sao talvez
o fator mais importante no desenvolvimento de infecgbes por HPV em outras partes
do corpo. Além da IgA, a cavidade oral contém enzimas proteoliticas que atuam como
protecdo contra a infec¢ao pelo HPV (Castro et al, 2009; Silva et al, 2015).

Nos humanos, nos quais foram e sdo mais intensamente estudados, os HPV podem
ser divididos, pelo aspecto clinico, em trés grupos: HPV associado a verrugas
cutdneas (gamapapilomavirus), HPV associado a mucosa anogenital
(alfapapilomavirus) e HPV associados a lesdes cutaneas de portadores de
epidermodisplasia verruciforme, uma doenca rara de base hereditaria
(betapapilomavirus) (Ferreira, 2021). Conforme ilustrado na figura um, pode se
observar o que foi falado no texto anterior, mostrando a organizacdo gendémica do
HPV.

Figura 1: Organizagdo gen6mica de um tipo do HPV
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2.2.1 Tipos de HPV

Existem mais de 150 tipos de HPV. Desses tipos aproximadamente 40 podem causar
infecdo no trato genital, sendo 14, os de maior risco, ja que podem provocar cancer
de maior potencial oncogénico. Na maioria das vezes a infeccdo pelo HPV é
passageira, regredindo espontaneamente. Entretanto nos casos em que ela persiste,
e se for causada por um desses tipos com maior propensao pra cancer, pode se
desenvolver as chamadas lesfes precursoras, que sdo como o proprio nome diz vém
antes, e se ndo forem identificadas e tratadas podem progredir pra cancer,
principalmente pro colo de utero, mas também podem desencadear com menos
frequéncia mas pode, cancer de vagina, de vulga, de pénis, anus, orofaringe e boca
(Castro et al, 2008).

A manifestacdo pelo HPV pode se apresentar de duas formas: clinica e subclinica. As
lesbes clinicas sdo chamadas verrugas ou candiloma acuminado, popularmente as
pessoas chamam de “crista de galo”, “figueira”, tendo um aspecto vegetante
semelhante a uma “couve-flor”, podendo surgir no colo do utero, na vagina, em torno
do anus ou no préprio anus, no pénis, na bolsa escrotal, entre outros, e essas lesdes.
Sao encontradas no HPV de baixo risco sendo eles: 6, 11, 41, 43 e 44. J4 os tipos 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68 sdo considerados de alto risco, que
fazem parte das lesGes subclinicas, que sao aquelas nao visiveis a olho nu (Instituto
Nacional do Cancer, 2018; Castro et al, 2008).

No colo do utero essas manifestacdes sdo chamadas de lesdes intra-epiteliais de
baixo grau ou neoplasia intra-epitelial grau |, essas lesdes refletem apenas a presenca
do virus, mas podem ocorrer também as lesGes intra-epiteliais de alto grau ou
neoplasia intra-epitelial graus Il ou Il (NIC 1l ou Ill), essas sdo as chamadas lesdes
precursoras e que merecem grande atengao por se tratarem de carcinomas (tumores
malignos). Todos os tipos de HPV de importéancia para a etiologia do cancer cervical
em humanos estdo contidos no género dos alfapapilomavirus, em que se destacam
os HPV 16 e 18, responsaveis por cerca de 70% de todos os tumores dessa
localizacdo anatdbmica no mundo. Os tipos de HPV diferem no tropismo tecidual,
associacdo com diferentes lesbes e potencial oncogénico (Instituto Nacional do
Cancer, 2018; Castro et al, 2008). Conforme ilustrado na figura 2, conseguimos ver
exemplos de como um HPV de alto e baixo risco se manifesta no corpo.
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Figura 2: HPV de alto e baixo risco
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Fonte: Instituto Amato, 2023
2.2.2 Carga viral e infec¢cfes maltiplas

A carga viral do HPV continua sendo um tema altamente controverso. Véarios estudos
encontraram gradientes de carga viral maiores em lesfes mais avancadas, mas essa
associacao se perde nas extremidades mais preocupantes do espectro: carcinoma in
situ e carcinoma invasivo. ISSo ocorre porque 0sS carcinomas requerem a expressao
de E6/E7 para manter a transformacao celular, mas a replicacao viral € muito baixa
ou inexistente (Ferreira; Moraes, 2021).

Também existem dados conflitantes sobre o papel de infecgcdes multiplas, ou seja,
coinfeccdo com varios tipos de HPV. Varios estudos mostraram que essas infeccdes
multiplas aumentam o risco de pacientes desenvolverem neoplasias em comparacao
com pacientes com um Unico tipo de infeccdo. No entanto, outros estudos
confirmaram que infecgBes multiplas sdo mais comuns em mulheres assintomaticas
do que lesBes em que geralmente apenas um tipo de HPV é detectado. Esses
resultados sugerem que, embora as lesbes intraepiteliais sejam de origem clonal,
derivadas de uma unica célula imortalizada por um unico tipo de virus, a infeccéo
polimorfica é de fato um marcador de resposta imune deficiente a infec¢éo pelo HPV.
Mais uma vez, as questdes técnicas desempenham um papel importante neste
debate, pois métodos mais eficientes para identificar infeccdes multiplas sé se
tornaram disponiveis nos ultimos anos (Ferreira, Moraes, 2021).

2.3 DIAGNOSTICO

O exame mais utilizado no diagnostico e prevencao do HPV é o bastante conhecido
Papanicolau ou Exame preventivo de colo de utero, que também pode ser chamado
de exame cervicovaginal ou colpocitologia oncoética cervical que detecta as alteragbes
causadas por ele nas células do colo do Utero e ndo o virus propriamente dito,
juntamente com uma bidpsia, que fornece o diagnadstico histologico, e que tem sido
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realizado em laboratdrios de patologia ao longo dos ultimos 50 anos. No entanto, para
identificacdo do DNA e tipagem dos possiveis tipos de HPV, diferentes técnicas
moleculares sdo empregadas, baseadas em hibridizacdes, tais como: teste de
hibridizacdo molecular, que é a técnica mais sensivel (95-100%) de detecgdo da
infeccédo; a hibridizacao in situ (ISH), que detecta a presenca do material genético do
agente (DNA ou RNA) diretamente em cortes histolégicos de tecidos; a técnica da
captura hibrida, que utiliza sondas de RNA e tem a capacidade de detectar 18 dos
aproximadamente 30 tipos de HPV que normalmente infectam o trato anogenital; o
microarray (microarranjos), técnica de hibridizacdo que permite a investigacdo da
expressao génica, analisando varios genes ao mesmo tempo (Menéses; Toralles;
Mendes, 2019; Nogueira; Reis, 2022).

Segundo Rodrigues et al. (2009), um avanco significativo na tecnologia de PCR é um
método que permite aumentar a amplificacdo do DNA ndo apenas no final (PCR
convencional), mas também em cada ciclo (incluindo quantidades crescentes dos
primeiros 30 ciclos para 40 ciclos). A PCR é atualmente a técnica mais sensivel, capaz
de detectar 10-100 moléculas de DNA viral por amostra para definir genétipos
relevantes em casos de infec¢des multiplas devido a geracdo de padrdes de restricao
perturbados. As patentes de PCR da Perkin levaram ao desenvolvimento de
automacao que controla e regula a temperatura, permitindo que as proteinas sejam
aguecidas e resfriadas alternadamente, entdo vocé vera o termociclador, aparelho que
faz a PCR.

2.3.1 Método PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é a técnica de biologia molecular onde
ocorre uma sintese de acidos nucleicos mais comumente usada para deteccao de
virus, especialmente em situacdes em que a quantidade de DNA disponivel é baixa.
Essa técnica, utilizada para localizar o HPV é considerada padrao-ouro devido a sua
alta sensibilidade, especificidade e rapidez de analise, sendo considerada o melhor
método para o diagnéstico eficiente do HPV. A PCR é caracterizada pela amplificacao
de uma quantidade reduzida da sequéncia de DNA alvo em um milh&o de vezes.
Requer sistemas iniciadores chamados primers que nhada mais sdo do que sequéncias
Unicas de nucleotideos, capazes de se anelar as suas sequéncias alvo de DNA
durante a PCR, especificos para cada regido a ser amplificada, sdo desenhados
baseando-se no cédigo genético (DNA molde) da espécie que se deseja estudar,
nesse caso o HPV, sendo mais comumente usados os consensuns MY09/MY11 e
GP5+/GP6+ (Menéses; Toralles; Mendes, 2019).

A PCR convencional tem a vantagem de detectar cargas virais muito baixas em
células e tecidos e ter grande potencial para identificar muitos tipos de HPV. Por outro
lado, ineficiéncias de primer ou erros de extracdo de DNA podem levar a erros de
amplificagdo. Usando PCR convencional com polimorfismos de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP), aproximadamente 40 tipos de HPV podem ser
detectados. Esta técnica utiliza enzimas de restricao para genotipagem viral. O RLFP-
PCR néo identifica todos os tipos de HPV de alto risco, por ter menor sensibilidade
gquando as amostras estdo infectadas com varios tipos de HPV (Ferreira, Moraes,
2021).
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Figura 3: PCR dos conjuntos A e B do HPV sendo realizado
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O desenvolvimento de técnicas de amplificacdo de segmentos de DNA por PCR
ampliou os horizontes de diversas areas do conhecimento. Atualmente existem as
seguintes técnicas de genotipagem do HPV: Hibridac&o in situ (ISH), deteccdo de
hibridos, PCR convencional, PCR-RFLP, nested PCR, PCR em tempo real, as varias
técnicas de deteccdo de HPV disponiveis variam amplamente em sensibilidade e
especificidade (Menéses, Toralles, Mendes, 2019).

A discriminacao completa de mais de 40 tipos de HPV também pode ser demonstrada
por hibridizacdo dot blot usando multiplas sondas especificas do tipo. Microarrays,
também chamados de biochips, sdo frequentemente usados para andlise de
expressao génica e andlise de genémica funcional. Nesta técnica, as sequéncias das
sondas sdo imobilizadas em uma lamina de forma organizada (in vitro) e podem
hibridizar a uma amostra pelo principio da complementaridade ou similaridade das
sequéncias. Ao detectar o HPV, o biochip pode determinar a presenca de 24 tipos de
HPV. Destes, 9 sdo considerados de baixo risco de cancer e 15 sdo considerados de
alto risco. Nested PCR é mais sensivel e especifico do que outras técnicas, 38% mais
especifico do que o PCR convencional. Essa técnica, ao contrario da PCR
convencional, baseia-se no principio de usar dois conjuntos de primers diferentes para
amplificar sequéncias presentes em fragmentos previamente amplificados (Ferreira,
Moraes, 2021).

A PCR consiste em duas fases de endurecimento, primeiro, o par de primers
MYQ09/MY11 é usado. Isso forma um loop na regido L1 e produz um fragmento de 450
pb que é reamplificado na regido alvo. Isso ocorre porque acredita-se que seja 0 mais
conservado dos virus HPV. Quarenta ciclos sdo executados durante os quais a
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proxima etapa é executada. Desnaturacdo, anelamento e extencéo para identificar o
DNA viral em amostras com infeccbes mdultiplas. Apés a primeira amplificacéo, o
produto obtido nesta etapa € submetido a outra PCR, mas utilizando o par de primers
GP5+/GP6+ para gerar um fragmento de 150 pb a partir do produto da primeira
execucao, aumentando assim o grau de especificidade da tecnologia. O produto final
é concluido usando a tecnologia de eletroforese em gel de poliacrilamida (Nogueira;
Reis, 2022; Menéses; Toralles; Mendes, 2019).

Figura 4: Amostras de PCR colocadas no aparelho para leitura de resultados

Fonte: Autoria Propria, 2023

A tecnologia de PCR tem mostrado alta sensibilidade na identificagdo de DNA viral
presente em varios tipos de espécimes clinicos, ndo apenas de lesbes pré -
neoplasicas, mas também de infec¢des latentes ou subclinicas associadas a esse
patogeno viral. Além da deteccdo do DNA do HPV por técnicas de PCR, é importante
identificar os tipos de HPV presentes em amostras clinicas de mucosa infectada para
poder determinar se o risco de cancer é alto ou baixo. No entanto, a capacidade de
fazé-lo é limitada em comparacdo com Kkits disponiveis comercialmente em uso
rotineiro. Essa identificacdo também nos permitird determinar o tratamento mais
adequado para pacientes com essa infeccao viral (Nogueira; Reis, 2022).

Segundo Rodrigues et al. (2009), um avanco significativo na tecnologia de PCR é um
método que permite aumentar a amplificacdo do DNA nao apenas no final (PCR
convencional), mas também em cada ciclo (incluindo quantidades crescentes dos
primeiros 30 ciclos para 40 ciclos). A PCR é atualmente a técnica mais sensivel, capaz
de detectar 10-100 moléculas de DNA viral por amostra para definir genétipos
relevantes em casos de infec¢cdes multiplas devido a geracdo de padrdes de restricao
perturbados. As patentes de PCR da Perkin levaram ao desenvolvimento de
automacao que controla e regula a temperatura, permitindo que as proteinas sejam
aguecidas e resfriadas alternadamente, entao vocé vera o termociclador, aparelho que
faz a PCR.
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2.3.2 Hibridizac&o in situ (ISH)

A hibridiza¢&o in situ (ISH) € uma técnica onde as sondas de DNA podem ser usadas
para determinar a localizacdo cromossdmica de uma alteracéo. Esse nome é derivado
do fato de que o DNA (ou RNA) é visualizado enquanto esta na célula (in situ) e requer
gue as células sejam fixadas e os cromossomos sejam espalhados em uma lamina
de microscopio e desnaturados. Porém é considerada menos sensivel pois s detecta
o virus quando mais de 10 coépias de DNA viral estdo presentes por célula. A
hibridizacao in situ € uma técnica que permite a deteccdo de sequéncias especificas
de DNA ou RNA em sec¢des de tecido ou células. Ele usa sequéncias complementares
de DNA ou RNA dentro de uma fita simples marcada para formar uma “sonda” que
pode ser clonada em DNA ou RNA ou oligonucleotideos sintéticos. A sonda
estabelece ligac6es de hidrogénio (pontes entre atomos de hidrogénio e atomos
fortemente eletronegativos, como oxigénio, flior ou nitrogénio) com DNA ou RNA alvo
complementar em tecidos ou células e anexa marcadores radioativos (32P, 125I, 35S
e 3H), ou nado radioativos (peroxidase, biotina, digoxigenina), ou por corantes
fluorescentes (fluoresceina, rodamina, cianina, entre outros), sendo este Ultimo uma
caracteristica da hibridizacéo fluorescente in situ (FISH) (Menéses, Toralles, Mendes,
2019).

2.3.3 PCR em tempo real (RT-PCR)

A PCR em tempo real (qQPCR) é uma variante do modo tradicional, cujo principio se
baseia na amplificacdo de cadeias de DNA "in vitro", que podem ser refor¢cados varias
vezes, fornecendo assim DNA suficiente para varias analises. Um Unico pedaco de
DNA pode replicar milhdes de cépias. A metodologia permite a quantificacdo do virus
por emissao de fluorescéncia uma vez que o DNA viral € amplificada. Esse método
também pode identificar o virus e quantifica-lo medindo sua carga viral. No entanto,
determinando a relacdo E2/E6 por gPCR, é possivel determinar a morfologia fisica do
virus dentro da célula hospedeira. Os métodos de PCR e qPCR sdo usados em
pequena escala, limitam-se a pesquisa e ndo ao uso clinico e ainda ndo sao
considerados métodos complementares para o diagndéstico (Castro et al, 2018; Silva
et al, 2015).

O desenvolvimento da técnica de PCR convencional em direcao a técnica de PCR em
tempo real agrega uma série de vantagens como: a reduc¢éo de tempo e a facilidade
de executar, eliminando completamente o uso de reagentes toxicos (ex: brometo de
etidio). Comparada a PCR convencional, essa técnica mantém caracteristicas de
sensibilidade, além de aumentar a especificidade e a precisdo na quantificacdo de
produtos de amplificacdo de uma amostra desconhecida. Essas vantagens sao
resultado de um sistema que detecta DNA amplificado, em “tempo real”, o que ndo
requer muita manipulacdo durante a preparacdo das reacbes de amplificacdo, que
sao potenciais fontes de variabilidade (Dubiela, 2012).

A concentracao dos amplicons aumenta com cada ciclo de amplificacdo, aumentando
assim a emissdo de fluorescéncia. Ao apresentar os resultados da amplificacdo em
um sistema cartesiano com a intensidade de emissao no eixo horizontal (eixo X) e o
namero de ciclos no eixo das ordenadas (eixo Y), obtemos uma curva que fornece
informacOes sobre a quantidade de DNA amplificado e progressdo do ciclo de
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amplificacdo. Fluoréforos sdo moléculas que absorvem e emitem luz em
comprimentos de onda especificos. Os sistemas de detec¢do de PCR em tempo real
usam essas moléculas para monitorar a reacdo ao longo do ciclo. Os compostos
fluorescentes mais utilizados sdo o SYBR® Green e as sondas de nucleotideos
marcados com fluoréforos, TagMan®, marca registrada da Applied Biosystems
(Novais; Pires-Alves, 2004).

2.3.4 Analise de Polimorfismo de Restricdo (PCR-RFLP)

A Restriction Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP) € uma técnica que usa
enzimas de restricdo para a genotipagem viral. Na PCR-RFLP, o DNA é amplificado
por uma PCR convencional, seguida de um processo de clivagem por sitios de
restricdo especificos. Os polimorfismos observados com as técnicas de RFLP ocorrem
porque o DNA de individuos geneticamente distintos possui diferentes sequéncias de
nucleotideos ao longo das fitas. A presenca ou auséncia de sequéncias especificas
de 4 a 8 pares de bases que sao reconhecidas e cortadas por enzimas de restricdo
pode variar de pessoa para pessoa, resultando em polimorfismos. Durante o corte
com enzimas de restricdo, o0 DNA desses individuos € cortado no local de restricao,
resultando em fragmentos de tamanhos diferentes. A base genética dos polimorfismos
observados resulta de mutacles, delecdes e rearranjos entre locais de restricdo
(Menéses; Toralles; Mendes, 2019; Nogueira; Reis, 2022).

2.4 AVANCOS NAS TECNICAS MOLECULARES DO HPV

A descoberta da ligacdo entre cancer e papilomavirus (HPV) permitiu avangos
tecnologicos significativos, incluindo o desenvolvimento de testes moleculares. As
técnicas de biologia molecular determinam a presenca de virus mesmo em pacientes
sem sintomas, podem separa-los em alto grau e baixo risco. Portanto, eles sdo muito
Uteis na identificacdo de mulheres com a possibilidade de desenvolver lesbes pré-
cancerosas, contribuir para o combate ao cancer do colo do Utero, utilizado como todo
suplemento na tomada de deciséo sobre suporte, cuidado e tratamento de pacientes
feridos por HPV, especialmente em casos controversos. No entanto, embora
progresso, este tipo de cancro continua a ser uma das principais causas de morte em
mulheres em todo o0 mundo. Por esta ha uma busca constante por novas alternativas
diagndsticas precoce. A aplicacdo de técnicas de biologia molecular tem permitindo
uma melhor compreensdo dos eventos genéticos contribuir para o céancer,
crescimento de tumores, invasao e metastase em diferentes tipos de cancer (Silva et
al, 2015).

No inicio dos anos 80, o médico alemédo Harald Zur Hausen publicou os primeiros
estudos sobre hibridizagdo molecular usando sondas de RNA de verrugas plantares.
Isso permitiu que varios gendtipos de HPV existentes fossem distinguidos com base
na sequéncia de DNA. Ainda nessa década, Zur Hausen e colegas isolaram o DNA
do papilomavirus humano de verrugas genitais e papilomas laringeos. O DNA viral
presente na laringe demonstrou ser semelhante ao do céancer cervical. Esta
descoberta isolou o HPV 16 do material de bidpsia em 50% dos casos de cancer
cervical. O mesmo grupo posteriormente isolou 0 DNA do HPV-18 de outros 20% dos
canceres cervicais. A descoberta de que diferentes genétipos de HPV contribuem para
a formacdo de tumores cancerigenos fortaleceu a pesquisa nessa area e tem
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importancia crescente na medicina. Assim, foi estabelecida uma associacdo entre a
presenca do HPV e o cancer do colo do utero (Rocha, 2016).

O século XX viu o desenvolvimento da biologia molecular gracas a descoberta da
estrutura do DNA (1953), da tecnologia do RNA recombinante (1970) e de novas
técnicas e dispositivos que automatizaram o processo de sequenciamento do genoma
dos organismos (1995). Na década de 1980, a tecnologia PCR foi descrita por Kary
Mullis, que ganhou o Prémio Nobel de Quimica em 1993. O prémio foi concedido em
conjunto com o canadense Michael Smith (1932). Mullis ganhou um prémio por
inventar a reacao em cadeia da polimerase (PCR), e Smith desenvolveu uma técnica
conhecida como mutagénese dirigida ao local e a aplicou ao estudo de proteinas. Os
avancos na técnica de Smith sédo a identificacdo de polimorfismos de nucleotideos
(modificacBes genéticas) que também podem ser realizados por PCR-RFLP
(polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo), ou seja, analise de
dissociacao ou curvas de fusdo (fusdo de alta resolucdo (HRM). A analise é derivada
de produtos amplicon amplificados e é realizada automaticamente apds termo
ciclagem por PCR em tempo real para detectar mutacdes na sequéncia alvo. A partir
dai, foram desenvolvidas variacfes da técnica que permitem avanc¢os importantes na
biologia molecular, principalmente na deteccédo do HPV (Menéses, Toralles, Mendes,
2019).

2.5 SINAIS, SINTOMAS E PREVENCAO

A infeccdo pelo HPV é assintoméatica na maioria das pessoas. Em alguns casos, 0
HPV pode permanecer adormecido por meses ou anos sem apresentar sintomas
(visiveis a olho nu) ou pode apresentar sintomas assintomaticos (invisiveis a olho nu).
Quando a pessoa passa por algum processo de diminuicdo da imunidade, da
resisténcia do organismo, ocorrendo a multiplicacéo viral do HPV e ele se manifesta
na forma de lesbes mesmo que esta pessoa esteja a muito tempo sem ter relacdes
sexuais. Em aproximadamente 24 meses a maioria das infeccdes em mulheres,
principalmente em jovens até 18 anos desaparece sozinha. Os primeiros sintomas da
infeccdo pelo HPV aparecem apds cerca de 2 a 8 meses, mas pode levar até 20 anos
para que os sinais de infeccdo aparecam. Os sintomas sao geralmente mais comuns
em mulheres gravidas e pessoas com sistema imunologico enfraquecido (Ministério
da Saude, 2014).

A infeccao pelo HPV é dificil de prevenir porque ocorre através do contato entre a pele
doente e saudavel, e ndo através da ejaculacdo. Portanto, preservativos devem ser
sempre usados durante as relacdes sexuais, e ter menos parceiros sexuais também
ajuda a reduzir o risco de infeccdo. Para prevenir o cancer colo, € necessario tomar
regularmente as medidas preventivas recomendadas pelo médico. Recentemente,
foram disponibilizadas vacinas para os tipos mais comum de HPV que infecta a area
genital. Estima-se que as mulheres que recebem uma destas vacinas antes da
infecgéo pelo HPV tém até 70% menos probabilidade de desenvolver cancro do colo
do utero. Porém, ainda existem riscos e as mulheres vacinadas devem continuar a
fazer exames médicos. Ao usar preservativo, o dispositivo cobre apenas a area do
pénis, portanto vocé fica relativamente protegido, pois a area genital descoberta fica
desprotegida e pode ocorrer contaminagao pela mucosa da boca (Fiocruz, 2018).
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A vacinacdo contra o HPV €& o melhor método de prevencdo primaria, idealmente
administrada a todos os homens e mulheres antes da atividade sexual, e 100% eficaz
contra o HPV na vacina. Existem duas vacinas contra 0 HPV em nosso pais. Uma
vacina bivalente para HPV 16 e 18 (oncogénicos) e uma vacina quadrivalente para
HPV 6 e 11 e também o0 16 e 18. Uma vacina nonavalente cobrindo 9 tipos de HPV
sera desenvolvida futuramente, estendendo o estimulo a imunidade a outros tipos de
HPV oncogénicos. As vacinas sao consideradas seguras, os efeitos secundarios sao
minimos e ndo ha provas cientificas de muitos dos efeitos graves relatados para a
sociedade (Ministério da Saude, 2014).

3. METODOLOGIA

A metodologia utilizada foi uma abordagem quantitativa descritiva (ex: tabelas de
frequéncia e gréficos), baseada em resultados exatos e métodos estatisticos,
juntamente com uma pesquisa exploratdria, colocando o problema em evidéncia e
explicativa, identificando os fatores que contribuem para tal problema. O tipo do
estudo realizado foi um estudo de campo, feito em um laboratério da Grande Vitoria —
ES, onde foram fornecido todos os dados necessarios dos pacientes retirados do SIL
(Sistema de Informatica Laboratorial) ‘Shift’, do periodo de janeiro a junho de 2023
para que pudesse ter sido feito um levantamento estatistico dos casos de HPV em
diferentes tipos de amostras (citologia em meio liquido, swab vaginal e retal) retirados
de analises posteriores mensais e como o0 método PCR pode ser eficaz nesse
diagndstico. O projeto proposto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Centro Universitario de Vitoria.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados foram coletados através do banco de dados do laboratério de biologia
molecular Diagndsticos do Espirito Santo (DES) LTDA no periodo de janeiro a junho
de 2023, foram obtidos 280 resultados de HPV positivos, sendo 28,7% de alto risco
oncogénico e 18,6% de baixo risco oncogénico. Dentre os resultados positivos obtidos
pela infeccdo do HPV 123 pacientes apresentaram infeccdo com mais de um subtipo
de HPV de alto risco, 74 pacientes apresentaram infeccdo com mais de um subtipo
de baixo risco e 83 pacientes apresentaram infec¢ao para alto e baixo risco. Também
foram obtidos 312 resultados negativos (52,7%).

Para Carvalho e colaboradores (2020) é importante salientar que cerca de 85% das
lesBes de baixo grau contém HPV do grupo oncogénico. A infec¢cdo por um tipo de
virus ndo previne a infeccao por outros tipos de HPV e podem ocorrer multiplas
infeccbes. O tempo médio desde a infeccdo por HPV de alto risco até o
desenvolvimento do cancer cervical € de aproximadamente 10 a 20 anos. Este
periodo varia dependendo da espécie do virus, da cepa, da capacidade de persistir e
do estado imunolégico do hospedeiro. Caracteristicas pessoais predispdem a
ocorréncia de lesdes, tais como: tabagismo, imunodeficiéncia (inclusive devido a
infecgéo pelo HIV), desnutricdo, cancer e uso de imunossupressores.

Em nosso estudo como mostra na tabela 1, de perfil sociodemografico, pode — se
observar que a maioria dos pacientes € do sexo feminino, apresentando uma
porcentagem de 98,8% em cima de apenas 1,2% de pacientes do sexo masculino. J&
na questao dos municipios onde tais pacientes residem, apesar de termos encontrado
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um numero maior na regiao de Vitoria com 36,7%, Vila Velha com 17,6% e Cariacica
com 15,5%, houve uma variedade grande de municipios como: Serra, Viana,
Guarapari, Sdo Matheus, Aracruz, Linhares, Piima, Domingos Martins e Marataizes.

Tabela 1: Perfil Sociodemogréfico

Sexo NUmero de pacientes %
Feminino 585 98,8
Masculino 7 1,2

Idade (anos)

18 a 26 144 24,3
27 a 35 183 30,9
36a44 146 24,7

45 a 53 79 13,3

54 a 62 30 51
63a7l 10 1,7

Municipio

Vitéria 217 36,7

Vila Velha 104 17,6
Cariacica 92 15,5
Serra 67 11,3

Séao Matheus 44 7,4
Aracruz 21 3,5
Guarapari 17 2,9
Linhares 11 1,9
Conceicédo da Barra 7 1,2
Piiima 5 0,8
Viana 3 0,5
Domingos Martins 2 0,3
Marataizes 2 0,3

Fonte: Autoria Propria

(2023).

Como pode - se observar na questdo da faixa etaria da tabela 1 de perfil
sociodemogréafico os pacientes de 27 a 35 anos apresentaram maior niamero de
resultados positivos para infec¢do por HPV, ao contrario do que € sempre esperado
ser maioria em jovens de 18 a 26 anos. Em segundo lugar ficaram os pacientes de 36
a 44 anos, quase encostado nos de 27 a 35, enquanto os de 18 a 26 ficaram em
terceiro lugar, o que indica que ao contrario do que muitos pensam, ndo sao sO 0s
jovens que tem que se preocupar com o virus do HPV.

Dos resultados encontrados, a média de idade das mulheres com alteracdes
citopatolégicas sugestivo a infeccdo pelo HPV detectadas pelo PCR foi de 79,9%,
variando entre 18 e 44 anos. Como dito por Machado e Pires (2017), um estudo
realizado no estado do Pard mostrou quadro semelhante, com maior parte das
mulheres na faixa etaria entre 21 e 40 anos. Por outro lado, em Uruguaiana, no estado
do Rio Grande do Sul, esta associa¢cdo ndo se confirmou, visto que a infeccéo pelo
HPV genital prevaleceu em mulheres mais jovens, com idade inferior a 25 anos.
Acreditamos que as diferencas entre 0s estudos sejam decorrentes de caracteristicas
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das respectivas populacdes, com aspectos culturais proprios e diversos habitos
sexuais.

Em relacdo aos meios utilizados para os materiais pode — se observar de acordo com
a tabela 2 que a citologia em meio liquido ainda é a mais utilizada com uma
porcentagem de 74,3% em cima do swab vaginal com 22,1% e swab retal com 3,5%.

Em estudo, Silva e colaboradores (2018) analisaram que a citologia liquida
proporciona melhor posicionamento celular, facilita a interpretacéo, reduz o nimero
de globulos vermelhos, secrecdes fluidas inflamatérias e muco, e permite a
preparacdo de amostras adicionais para reposicao ou utilizacdo conforme necessario
de materiais com residuos para testes moleculares e identificacdo de HPV e outros
patdgenos microbianos. Foi desenvolvida com o objetivo de minimizar as deficiéncias
da citologia tradicional. Além disso, este método proporciona melhor casualizacao
das células transferidas para as laminas e permite o processamento de todos o0s
materiais, evitando assim perdas indesejaveis de amostras celulares.

Tabela 2: Tipos de materiais para coleta de amostras de HPV

Material Numero de pacientes %
Citologia em meio
liquido 440 74,3
Swab vaginal 131 22,1
Swab retal 21 3,5
Total 592 100

Fonte: Autoria Prépria (2023).

O método utilizado para realizacdo desses exames foi 0 PCR em tempo real (RT-
PCR), onde os dados obtidos apontam que os subtipos de HPV de alto risco 16, 18 e
35 aparecem em maior prevaléncia, como podemos observar na tabela 3, o que condiz
com os estudos realizados pelos INCA (2023) e Nakagawa e colaboradores (2010) o
gual apontam esses subtipos como principais causadores do cancer de colo de Utero
encontrados em 70% dos casos. A incidéncia de infec¢des por HPV de alto risco é
mais elevada do que a de baixo risco. O HPV tipo 16 é o mais prevalente nas infec¢ées
do trato genital, chegando até 66%, seguido dos tipos 18 (15%), 45 (9%) e 31 (6%)
sendo que os 4 tipos juntos, podem corresponder até a 80% dos casos. O tipo 16
também é o tipo mais comum detectado no carcinoma cervical invasor e o tipo mais
prevalente em quase todas as partes do mundo.

Tabela 3: Resultados dos exames de HPV por PCR

Resultados Nimero de pacientes %
Alto Risco 16 24 4.1
Alto Risco 18 21 3,5
Alto Risco 26 9 15
Alto Risco 31 11 1,9
Alto Risco 33 10 1,7
Alto Risco 35 18 3,0

Alto Risco 39 6 10



CIENCIA na E1Uni
= niSales

continua
continuagéo

Alto Risco 51 3 0,5
Alto Risco 52 8 1,4
Alto Risco 53 12 2,0
Alto Risco 56 8 14
Alto Risco 57 3 0,5
Alto Risco 58 9 15
Alto Risco 59 7 1,2
Alto Risco 66 5 0,8
Alto Risco 68 10 1,7
Alto Risco 69 3 0,5
Alto Risco 82 3 0,5
Baixo Risco 6 22 3,7
Baixo Risco 11 19 3,2
Baixo Risco 40 9 15
Baixo Risco 42 7 1,2
Baixo Risco 43 15 2,5
Baixo Risco 54 13 2,2
Baixo Risco 61 14 2,4
Baixo Risco 70 11 19
Negativo 312 52,7
Total 592 100

Fonte: Autoria Prépria (2023).

Para Leto e colaboradores (2011) e Noronha e colaboradores (2000) a manifestacéao
mais comum do HPV na genitalia sdo as verrugas anogenitais ou condilomas
acuminados. Essas lesGes aparecem como papulas, nédulos ou placas moles,
filiformes, rosadas, sésseis ou pediculadas, além disso eles podem apresentar
crescimentos exofiticos semelhantes aos da couve-flor e sdo frequentemente
assintomaticos. Os principais tipos de HPV detectados nessas lesGes sao os tipos de
HPV de baixo risco 6 e 11, inclusive isso se conclui na tabela 4, mostrando a
prevaléncia maior desses dois subtipos em relacdo aos outros. HPVs de alto risco,
como os HPVs 16 e 18 e outros tipos de HPV, podem ser encontrados isolados ou,
mais comumente, coinfectando com os HPVs 6 e 11.

De acordo com Rosa e colaboradores (2008) e Carvalho (2020) um grande nimero
de lesBes da regido cervical esta associado a presenca do HPV, desde anormalidades
citolégicas incipientes, displasias de diferentes graus, até o cancer cervical. Observa-
se relagdo causal de HPV e cancer de colo do utero em cerca de 90% a 100% dos
casos. A infeccao cervical por alguns tipos de HPV é um fator precursor na génese da
neoplasia cervical, embora outros cofatores atuem para que ocorra o desenvolvimento
da neoplasia. Os HPVs 16 e 18 sao os dois tipos carcinogénicos mais importantes e
responsaveis por cerca de 70% dos carcinomas cervicais e 50% das neoplasias
intraepiteliais de grau Ill. Os HPVs 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52 e 58 também tém sido
detectados nas lesbes de cancer cervical.
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Tabela 4: Pacientes com mais de um subtipo de HPV

Resultado NUmero de pacientes %
AR com mais de 1 123
subtipo de HPV 24,3
BR com mais de 1 74
subtipo HPV 14,6
Pacientes com alto e 33
baixo risco de HPV 16,4
Negativos para HPV 312 61,7
Total: 592 100

Fonte: Autoria Prépria (2023)

Como mostrado na tabela 4, 123 pacientes obtiveram resultado positivo para HPV de
alto risco com mais de um subtipo, encontrando um percentual de 24,3%. Ja para o
HPV de baixo risco com mais de um subtipo, houve um niamero menor comparado ao
alto risco, sendo de 74 pacientes com esse resultado, encontrando um percentual de
14,6%. Também obtivemos pacientes detectados com infecéo de alto e baixo risco no
mesmo resultado, sendo 83 o niumero encontrado, gerando 16,4% de percentual.

5. CONSIDERACOES FINAIS

A infeccédo pelo Papilomavirus Humano (HPV) esta entre as patologias mais comuns,
com alta prevaléncia de casos todos os dias, sendo um problema de satde com vérias
ocorréncias em ambito hospitalar e comunitario. Com isso em mente, vemos a
importancia do uso da técnica PCR (reacdo em cadeia da polimerase) da biologia
molecular para obter resultados mais precisos, sendo capaz de detectar os subtipos
de alto e baixo risco do virus, sendo de alto risco 0s oncogénicos, reduzindo assim o
tempo de tratamento e melhorando o progndstico.

O desenvolvimento da PCR é considerado um grande avanco no campo da biologia
molecular, pois este método permite interrogar o que se sabe sobre o genoma e a sua
expressdo. Esta técnica consiste numa reacdo de amplificacdo in vitro de uma regido
especifica de um acido nucleico e é considerada simples de implementar, embora
exija varios reagentes e flutuacbes de temperatura do aparelho termociclator em trés
etapas (desnaturacdo, recozimento e extensdo. Os resultados podem ser
determinados por eletroforese ou em tempo real (PCR em tempo real). Com a técnica
de PCR consegue - se pegar casos precoces, que talvez pela citologia do Papanicolau
Nao pegaria, ou seja conseguiria pegar no momento inicial, que na triagem do paciente
NAo passaria casos precoces com outra técnica citologica, entdo isso para a terapia,
o tratamento do paciente para com o médico € muito necessario.

Através dos dados obtidos, foi analisado que pacientes com resultados positivos para
HPV podem ter subtipos de alto e baixo risco, sendo quase sempre mais de um
encontrado em cada um deles, e a maioria encontrada é de alto risco (oncogénicos),
sendo os subtipos 16 e 18 com maior prevaléncia, ja dentre os subtipos de HPV de
baixo risco, que sdo responsaveis pela maioria das verrugas genitais e candilomas
acuminados, foram encontrados em maioria os tipos 6 e 11 que em especial aparecem
em 90% das vezes.
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Conclui — se entdo que este estudo foi extremamente importante porque comprovou
como a técnica PCR consegue ser tdo sensivel e eficaz a ponto de fazer a deteccéo
dos subtipos do virus do HPV, tanto de alto como de baixo risco, sendo possivel que
uma melhor assisténcia, tanto em casos de infeccdo comunitaria quanto hospitalar,
garantindo uma conduta terapéutica mais precisa e a resolucdo de grande parte dos
casos.
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