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RESUMO

O Virus do Papiloma Humano (HPV) esta na origem de uma série de lesGes benignas ou
malignas e consoante o seu potencial oncogénico, isto é, a sua capacidade de causar
lesGes invasivas, pode ser dividido em HPV de baixo risco (BR) e de alto risco (AR).
Estudos epidemioldgicos demonstraram existir uma forte associacdo entre o HPV AR e
o Carcinoma do Colo do Utero (CCU).

Mundialmente o CCU €é a 3% causa de morte entre as mulheres o que revela uma
necessidade urgente de se criarem medidas estratégicas de prevencdo e de combate a
infeccéo pelo HPV.

A existéncia da vacina profilatica contra a infeccdo pelo HPV potencia um avancgo
significativo no ambito da prevencdo primaria do CCU e outras patologias associadas
ao HPV. Actualmente estdo aprovadas e licenciadas, a nivel mundial, duas vacinas,
nomeadamente a Cervarix® (vacina bivalente) que confere imunidade para o0 HPV do
tipo 16 e 18 e a Gardasil® (vacina tetravalente) que protege contra o HPV 6, 11, 16 e
18.

Desde que em 2006 a vacinacdo foi autorizada, um crescente numero de paises,
maioritariamente paises desenvolvidos, tem vindo a adoptar e a introduzir estas vacinas
no seu programa de vacinacgdo. Esta implementacgdo, de condicdes variaveis entre paises,
teém indicado um resultado positivo na diminui¢do da transmissdo da infeccdo e no
desenvolvimento de patologias relacionadas com os tipos de HPV contidos na vacina.
Diversos estudos epidemioldgicos tém sido conduzidos de forma a avaliar a intervencéo
e 0 impacto da vacina. Muitos destes sugerem existir um beneficio custo-efectividade,
mas diversos autores indicam que o impacto da vacina e consequente avaliagdo custo-
efectividade so se iré sentir dentro de 20 ou 30 anos.

Paralelamente continuam-se a desenvolver estudos — vacinas de 22 geracao - que visam
prevenir a infeccdo e ultrapassar as limitagdes das vacinas existentes, bem como atingir

um efeito terapéutico.

Palavras-chave: Virus do Papiloma Humano, Cancro do Colo do Utero, Cervarix®,
Gardasil®.






ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) is responsible for a number of benign and malignant
lesions, and depending on their oncogenic potential, i.e. their ability to cause invasive
lesions, they can be divided into low-risk (LR) and high-risk (HR). Epidemiological
studies have shown a strong association between HPV-HR and Cervical Cancer.
Nowadays, Cervical Cancer still remains as the 3 main cause of death among women
globally, a fact that demonstrates an urgent need to create strategic measures in order to
prevent and treat HPV infection effectively.

The already-know existence of a prophylactic vaccine against HPV infection provides a
significant advance in primary prevention of Cervical Cancer and other HPV-related
diseases. Currently there are two approved and licensed, available vaccinations, in the
form of Cervarix (bivalent vaccinatione), that confers immunity to HPV types 16 and
18; and Gardasil (quadrivalent vaccinatione) that protects against HPV 6, 11, 16 and 18.
Vaccination against HPV was authorized in 2006 and since then a growing number of
countries, mainly developed ones, have been adopting and introducing these vaccines in
their immunization program. The introduction of these innoculations, performed under
different conditions across several countries, indicates a positive result in decreasing
transmission of the HPV types that constitute the respective vaccinations.

Several epidemiological studies have been conducted to evaluate the action and impact
of the vaccine. Many of them suggest that there is a cost-effective benefit. However
many authors indicate that it will take 20 to 30 years to ascertain the clinical impact of
the vaccine.

In the meanwhile studies are still being developed — 2" generation vaccines — which
aim to prevent infection and overcome the limitations of existing vaccines, as well as

perfecting a therapeutic effect.

Key-words: Human Papilloma Virus, Cervical Cancer. Cervarix®, Gardasil®.
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Introducao

I. INTRODUCAO

O Virus do Papiloma Humano (HPV) pertence a uma familia diversificada de virus -
Papiloma Virus (PV) - encontrada em quase todas as espécies vertebradas, incluindo
mamiferos, répteis e passaros (Thomison, Thomas, e Shroyer, 2008).

A etiologia viral da infeccdo por PV, como agentes de verrugas humanas, foi
estabelecida em 1907 por Ciuffo mas s6 em 1933 € que foi isolado e confirmado o
primeiro PV (Carcopino, Henry, Olive, Boubli, e Tamalet, 2011). Com o inicio da
microscopia electronica foi possivel observar-se pela primeira vez, em 1949, particulas
virais em verrugas cutaneas e duas décadas mais tarde em verrugas genitais, o que
reforcou a importancia do estudo do HPV (Carcopino et al., 2011).

A relacdo causal entre a infeccdo por HPV e o Cancro do Colo do Utero (CCU)
estabeleceu-se em 1983 quando Durst e seus colaboradores detectaram a presenca da
infeccdo por HPV 16 em aproximadamente 50% dos casos de CCU (Carcopino et al.,
2011). No inicio dos anos 90, estudos epidemioldgicos, relacionaram a presenca da
infeccdo por HPV 16 e 18 a 70% dos casos de CCU (Schiller e Lowy, 2012).
Actualmente existem mais de 150 gendtipos sequenciados dos quais cerca de 40
afectam preferencialmente a mucosa genital: vulva, vagina, colo do Gtero, pénis e areas
perianais (Doorbar et al., 2012; Roden e Wu, 2006). Dos que afectam preferencialmente
a mucosa genital, uns sdo considerados de alto risco (AR) por estarem associados a
lesOes escamosas intraepiteliais e cervicais de alto grau de malignidade, enquanto outros
sdo considerados de baixo risco (BR) por estarem largamente associados a verrugas
genitais e lesGes escamosas intraepiteliais de baixo grau de malignidade (Goldman e
Schafer, 2012; Mu et al., 2004).

A infeccdo genital por HPV tornou-se uma das doencas sexualmente transmissiveis
(DSTs) mais comuns sendo que, por estar fortemente associado ao CCU, representa
uma preocupacdo global (Bruni et al., 2010). Foi nos anos 90 que se iniciaram 0s
estudos com o objectivo de criar uma vacina profilatica. Em 2004 foi demonstrada a
eficacia clinica da primeira vacina, contra 0 HPV 16 e 18. No ano seguinte comprovou-
se a eficacia da vacina contra 0 HPV 6, 11, 16 e 18 (Carcopino et al., 2011).

A presente dissertacdo tem como objectivo a realizacdo de uma revisdo bibliogréfica
acerca do HPV e visa essencialmente compreender os mecanismos envolventes da
infeccdo e consequente carcinogénese, bem como o beneficio e impacto de estratégias

de prevencédo implementadas, nomeadamente da vacinagéo.
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Virus do Papiloma Humano

1. VIRUS DO PAPILOMA HUMANO

I1.1. Classificacdo e Taxonomia

Inicialmente, entre 1950 e 1960, o PV foi incluido na familia Papovavirus
(Papovaviridae) juntamente com o Poliomavirus. Porém, na década de 1980, estudos
demonstraram que as semelhancas encontradas entre os dois virus eram demasiado
superficiais e tendo em conta que a classificacdo taxondmica deve reflectir relacGes
naturais, estes foram separados (Bernard, 2005; Bernard et al., 2010). Em 2004 o
International Council on Taxonomy of Viruses reconheceu oficialmente o
Papillomaviridae como uma familia independente (Bernard, 2005). Dentro da familia
PV, o virus que afecta os humanos € denominado de HPV.

A classificacdo do HPV é baseada na homologia encontrada na sequéncia de &cido
desoxirribonucleico (DNA) especificamente na sequéncia nucleotidica da principal
proteina que codifica o virus - L1 (Bernard et al., 2010). Os diferentes tipos de HPV
encontram-se separados por cinco géneros (Alpha-papillomavirus, Beta-papillomavirus,
Gamma Papillomavirus, Mu-papillomavirus e Nu-papillomavirus) sendo que dentro do
mesmo género estdo os que apresentam pelo menos 60% de homologia (Figura 1)
(Bernard et al., 2010; de Oliveira Santos, Romanos, e Wigg, 2008; Ghittoni et al.,
2010). Estes cinco géneros, identificados por uma letra do alfabeto grego, diferem tanto
nas caracteristicas do seu ciclo de vida como no seu tropismo e consequentemente
patogenicidade (Bernard et al., 2010; Doorbar et al., 2012). Dentro de cada género, e
baseado na andlise sequencial de DNA, sdo considerados da mesma espécie
(identificados por nameros arabes) os que partilham 60 a 70% de identidade nucledtida
e do mesmo tipo aqueles que dentro de determinada espécie apresentam entre 71 a 89%
de homologia (de Oliveira Santos et al., 2008).

A diversidade do genoma € um factor que contribui para a variabilidade da

patogenicidade (Bernard, Calleja-Macias, e Dunn, 2006).

17



O Virus do Papiloma Humano e a Vacinagao contra o Cancro do Colo do Utero

Alpha-papillmavirus
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Figura 1. Relacdo Filogenética/Evoluciondria dos cinco géneros do HPV (Doorbar et al., 2012).

Em individuos imunocompetentes, 0s géneros Beta-papillomavirus e Gamma
Papillomavirus tém tendéncia para causar lesbes assintomaticas ao contrario de
infeccdes em individuos imunodeprimidos que, por terem o0 seu sistema imunitario
comprometido, podem sentir os efeitos da infec¢do por estes géneros. Alguns tipos do
género Beta tém sido associados ao desenvolvimento de cancro da pele, que ndo o
melanoma, em individuos imunodeprimidos (Thomison et al., 2008).

Os géneros Mu-papillomavirus e Nu-papillomavirus sdo causas comuns de verrugas
cutaneas benignas (Doorbar et al., 2012).

De todos 0s géneros, o que engloba mais espécies e € considerado o mais relevante a
nivel clinico é o Alpha-papillomavirus. Este abrange espécies de BR tipicamente
associadas a lesdes benignas nas mucosas e tecidos cutadneos e espécies de AR
associadas a lesdes malignas nas mucosas, nomeadamente ao CCU (Doorbar et al.,
2012). Os restantes generos estdo maioritariamente associados ao desenvolvimento de
lesbes papilares cutaneas e verrugas, sendo raramente encontrados em casos de

carcinoma (Ghittoni et al., 2010).
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Virus do Papiloma Humano

11.1.1. Genero Alpha-papillomavirus

O género Alpha-papillomavirus engloba 15 espécies onde se encontram diversos tipos
de HPV. Das 15 espécies, as que suscitam maior interesse e relevancia clinica por
estarem associadas ao CCU ¢é a espécie Alpha 7 (A7), onde se encontra o HPV 18, 39,
45, 59, 68, 70, 85 e 97, e a espécie Alpha 9 (A9), que engloba o HPV 16, 31, 33, 35, 52,
58 e 67 (Doorbar et al., 2012).

De acordo com a sua capacidade em provocar lesdes benignas ou malignas, o HPV pode
ser dividido entre HPV de baixo risco (BR) e HPV de alto risco (AR) respectivamente
(Goldman e Schafer, 2012).

Existe ainda alguma discordancia na categoriza¢do dos varios tipos de HPV, mas de
acordo com o International Agency for the Research on Cancer (IARC) os gendtipos
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 sdo considerados como HPV-AR e o0s
HPV 6, 11, 13,40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81 e 89 como HPV-BR (Banks, Blum, et al.,
2012; Oliveira, Delgado, Verdasca, e Pista, 2013).

Existem ainda alguns tipos que ndo se encontram em nenhum destes dois grupos pelo
que sdo considerados HPV de risco indeterminado: HPV 2, 3, 7, 10, 27, 28, 29, 30, 32,
34, 55,57,62,69, 71, 74, 77, 83, 85, 86, 87, 90 e 91 (Oliveira et al., 2013). Os HPV 26,
53, 66, 67, 68, 70, 73 e 82 sdo considerados HPV de provavel AR, pois apesar de
estarem frequentemente associados a lesdes pré-malignas, raramente sdo encontrados
nos casos de CCU (Oliveira et al., 2013; Vincenzo, Ricci, Conte, e Scambia, 2013).

11.2. Estrutura Viral

Os HPVs sdo particulas virais esféricas que ndo possuem invélucro. Contém uma Unica
molécula de DNA circular, considerada pequena, com uma sequéncia variavel entre os
6000 e os 8000 pares de base (pb). Esta € delimitada por uma capside composta por 72
capsémeros, de simetria icosaédrica e com um didmetro aproximado de 55nm. A
capside é composta por duas proteinas estruturais: a proteina major L1, que representa
cerca de 80% da proteina viral total; e a proteina minor L2 (Goldman e Schafer, 2012;
Mu et al., 2004).
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O Virus do Papiloma Humano e a Vacinagao contra o Cancro do Colo do Utero

11.3. Organizacdo Gendémica

O genoma do HPV compreende uma regido reguladora néo codificante (LCR) e oito
genes, essenciais em varias fases do ciclo viral, divididos por trés regides funcionais
(Figura 2) (Bernard et al., 2006; Ghittoni et al., 2010; Goldman e Schafer, 2012; Mu et
al., 2004):

(i) Regido precoce ou early genes (E): com cerca de 4000 pb, é constituida por seis
genes funcionais precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) expressos imediatamente apos a
infeccdo e que codificam para proteinas envolvidas na replicacdo, transcricdo e
proliferagéo celular;

(if) Regido tardia ou late genes (L): inclui os genes L1 e L2 que sdo expressos em
estadios mais avancados da infeccdo e que codificam para proteinas estruturais da
capside, major (L1) e minor (L2), fundamentais a formacdo e montagem da particula
viral infecciosa. Possui aproximadamente 3000 pb.

(iii) Regi&o reguladora néo codificante ou Long Control Region (LCR): encontra-se
entre os genes L1 e E6. Detém cerca de 8500 pb e contém sequéncias reguladoras que

controlam a replicacdo e a transcricao de genes precoces e tardios.

E6 _ E7
LCR gy, Ny,

El

ES

Figura 2. Organizagao genémica do HPV 16. Compreende uma regido LCR, seis genes precoces (E1,
E2, E4, E5, E6 e E7) e dois genes tardios (L1 e L2) (Stanley, 2010a).
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Virus do Papiloma Humano

Cada proteina codificada pelo genoma do HPV tem a sua funcdo especifica (Banks,
Blum, et al., 2012; de Oliveira Santos et al., 2008; Ghittoni et al., 2010; Thomison et al.,
2008):

(i) E1: € necessaria a replicacdo de DNA viral. Reconhece e liga-se a origem de
replicacdo do DNA viral, originando um complexo com o gene E2.

(if) E2: interage com a E1 e estimula a replicacdo do DNA viral. Esta envolvida na
regulacdo da transcri¢do dos genes E6 e E7 e possui um papel critico na transferéncia do
genoma viral para as células filhas, durante a diviséo celular.

(iii) E4: a sua funcdo ainda permanece incerta mas € expressa em quantidades
relativamente elevadas no epitélio escamoso diferenciado, onde a montagem e a
libertagdo do virus ocorre. Acredita-se estar relacionada com a destabilizagdo celular da
citogueratina, que acaba por colapsar e libertar as particulas virais do epitélio escamoso;
(iv) E5: aumenta a proliferacdo das proteinas E6 e E7, contribuindo para a fase
produtiva do ciclo viral e consequentemente para a progresséo do carcinoma;

(v) E6: oncoproteina — interage com a proteina supressora de tumor p53 acelerando a
sua degradacdo e permite a manutencdo do comprimento dos telémeros. Ambos séo
mecanismos que contribuem para a imortalizacdo celular e oncogénese;

(vi) E7: oncoproteina — origina um ambiente favoravel a replicacdo do DNA viral ao
interagir com os membros proteicos da familia do retinoblastoma (RB), nomeadamente
com o pRb (105) e suas isoformas, (“pocket-like proteins ) p107 (controla a entrada do
ciclo celular na camada basal) e p130 (envolvido na reentrada do ciclo celular nas
camadas epiteliais superiores). Ambas regulam negativamente a proliferacao celular;
(vii) L1: proteina major da capside (80%);

(viii) L2: proteina minor da capside.

Os diversos tipos de HPV, independentemente de serem considerados de BR ou AR,
tipicamente partilnam esta estrutura e organizacdo genémica (Bodily e Laimins, 2011).
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0 Virus do Papiloma Humano e a Vacinagéo contra o Cancro do Colo do Utero

I1.4. Ciclo de Vida Viral

Tipicamente os virus infectam uma célula alvo e, a partir desta, produzem particulas
virais. Na infec¢do por HPV, a sintese de novas particulas virais ocorre depois da célula
infectada sofrer mitose e de uma célula filha migrar através da camada basal e sofrer
diferenciacdo (Moody e Laimins, 2010).

O ciclo de vida do HPV ocorre exclusivamente no epitélio escamoso estratificado e esta
dividido em vérias etapas: (i) entrada do virus, (ii) fase ndo produtiva ou fase de
manutencdo e (iii) fase produtiva (Figura 4) (Banks, Blum, et al., 2012).

(i) Entrada do virus: o mecanismo de entrada do virus ainda ndo estd completamente
esclarecido mas considera-se que a penetracdo no epitélio € estabelecida através de
micro-traumas que tém como objectivo atingir as células da camada basal. O virido ao
atingir as células da camada basal liga-se aos proteoglicanos de sulfato heparina
(HSPG) que se encontram a superficie das células. Esta ligacdo provoca uma alteracdo
conformacional na estrutura da capside, resultando na exposi¢do da porcdo N-terminal
da L2 e consequente clivagem. Apds a clivagem da L2 ocorrem outras mudancas
conformacionais que permitem ao virido ligar-se ao receptor do queratindcito e entrar na
celula onde € transportado em direccdo ao nlcleo para transcricdo e replicacdo. A
internalizacdo do virido € um processo lento de endocitose do qual ainda se desconhece
se é devido a locais de ligacdo presentes na L1 e/ou na L2 (Figura 3) (Pereira,
Hitzeroth, e Rybicki, 2009; Schiller, Day, e Kines, 2010; Thomison et al., 2008; Wang e
Roden, 2013).

Figura 3. Modelo de ligacdo e entrada do virus. A) O virido apds ruptura liga-se a HSPGs. B) A
ligacdo a HSPGs induz mudancas conformacionais e expde a regido N-terminal da L2 a um processo de
clivagem. C) O virido, apo6s clivagem da L2, consegue ligar-se aos receptores dos queratindcitos e entrar
na célula (Schiller et al., 2010).
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Apbs a infeccdo, o DNA viral pode ser mantido na forma epissomal (circular e néo
integrado) ou pode linearizar e integrar o genoma da célula hospedeira (Moody e
Laimins, 2010).

(if) Fase ndo produtiva ou de manutencao: quando o HPV penetra o ndcleo da célula
hospedeira, 0 genoma do virus € mantido na forma epissomal e num numero reduzido
de cdpias (50-100 cdpias por célula) pelo que a replicacdo viral nesta fase € considerada
ndo produtiva, ou seja, € minima. Nesta fase apenas sdo expressos, em niveis muito
baixos, os produtos dos genes precoces em células indiferenciadas (Bodily e Laimins,
2011).

O genoma do HPV ¢é incapaz de codificar DNA polimerases ou outras enzimas
necessarias a replicacdo viral, a excepcdo da E1. Desta forma a replicacdo viral é
completamente dependente da maquinaria celular do hospedeiro (Stanley, 2010a).

(iii) Fase produtiva: a natureza do local de infeccdo no epitélio, o genétipo do HPV,
assim como a resposta imunitaria do hospedeiro vdo influenciar o ciclo de vida
produtivo podendo este se completar ou ndo (Jong, Poelgeest, Hulst, Poelgeest, e
Drijfhout, 2004). Esta fase inicia-se quando as células filhas, HPV positivas, atingem as
células escamosas diferenciadas das camadas suprabasais (Banks, Blum, et al., 2012).
Na fase produtiva o genoma do HPV permanece geralmente na forma epissomal,
ocorrendo uma fase proliferativa e de amplificacdo gendémica. Numa fase tardia, as
novas particulas virais sintetizadas sdo encapsuladas pelas proteinas da capside L1 e L2
e os virides formados sdo libertados através da camada superior do epitélio, sem causar
lise celular, estando aptos para uma nova re-infeccdo (Figura 4) (Ferraz, Beatriz,
Santos, e Discacciati, 2012; Moody e Laimins, 2010).

No caso de uma infeccdo persistente por HPV AR, o virus tem tendéncia a integrar o
genoma hospedeiro e neste caso, niveis elevados de proteinas virais sdo induzidos (Lin,
Doolan, Hung, e Wu, 2010). A sobre-expressédo dos genes E6 e E7 gera instabilidade
gendmica e desregulacdo do ciclo celular: atrasa a diferenciacdo terminal das células e
re-direcciona a capacidade de replicacdo do DNA, estimulando o ciclo celular (as
células continuam a dividir-se e a entrar repetidamente no ciclo celular) e permitindo a
amplificagéo e proliferacdo do genoma viral em células que tipicamente, numa situagao
normal, teriam terminado ciclo celular. Desta forma ndo ocorre diferenciacdo das

células nem producéo ou libertacdo de novas particulas existindo uma incapacidade em
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completar o ciclo produtivo do virus (Banks, Blum, et al., 2012; Moody e Laimins,
2010).
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Figura 4. Progressdo da Infeccdo por HPV e Carcinogénese. a| O HPV penetra através de micro-
traumas da mucosa e infecta os queratindcitos da camada do epitélio basal. b| Apds a infeccdo, os genes
precoces do HPV E1, E2, E5, E6 e E7 sdo expressos € 0 DNA viral é replicado. Lesbes escamosas
intraepiteliais de baixo grau (LSIL) sdo caracteristicas desta fase. Nas camadas superiores do epitélio o
genoma viral é replicado e 0s genes E4, L1 e L2 sdo expressos. Existe uma amplificacdo do genoma e a
libertacdo de novas particulas infecciosas. c| Uma fraccdo significativa de infeccdo por HPV-AR progride
para lesdo escamosa intraepitelial de alto grau (HSIL), que demonstra um menor grau de diferenciagdo. d|
A progressdo e persisténcia de lesdes ndo tratadas é associado a integracdo do genoma viral HPV no
cromossoma hospedeiro, a diminuicéo do gene E2, ao aumento da regulagdo da expressdo oncogénica (E6
e E7) e a instabilidade gendmica, que resulta em invasdo e metastase (adaptado de Banks, Pim, e Thomas,
2012; Roden e Wu, 2006; Woodman, Collins, e Young, 2007).

11.5. Historia Natural da Infec¢édo por HPV

Na maior parte dos casos, uma infecgdo por HPV é de resolucéo espontanea no entanto,
pode tornar-se persistente. Uma infeccdo persistente por HPV pode conduzir a uma
neoplasia intraepitelial do colo do utero (CIN) de grau leve (1), moderado (2) ou severo
(3) (Chan, Picconi, Cheung, Giovannelli, e Park, 2012). A CIN 1 é considerada uma

lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL) ao contrario da CIN 2 e 3 que sdo
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consideradas lesdes escamosas de alto grau (HSIL). A taxa de regressdo de uma CIN vai
diminuindo conforme o grau da lesdo aumenta: uma CIN 1 apresenta uma taxa de
regressao de 90%, uma CIN 2 entre 50-90% e uma CIN 3 entre 20 a 30% (Moscicki et
al., 2012). Se ndo forem tratadas, as lesdes CIN 2 e 3 tém alta probabilidade de
progredirem para um carcinoma invasivo (Figura 5). O tempo entre uma infecgédo
inicial por HPV e o desenvolvimento do CCU pode demorar até 20 anos (Saslow et al.,
2012; World Health Organization, 2009).

, Infeccdo por 70-90% ~ Resolugédo
—— I :?
@ HPV ~ espontanea

10-30%

Infecgdo
persistente

LSIL HSIL Carcinoma

‘ Uma proporgdo regride sem tratamento

Figura 5. Histdria natural da Infeccdo por HPV. LSIL: séo lesdes associadas maioritariamente ao HPV
de BR, em geral auto-limitadas, assintomaticas e que raramente progridem para carcinoma. HSIL:
engloba o grau moderado (CIN 2) e grave (CIN 3) e sdo lesbes pré-cancerigenas, associadas quase

exclusivamente ao HPV AR e com consideravel potencial evolutivo (adaptado de Chan et al., 2012).

Apos a infeccdo ocorrer, ha trés expressdes possiveis: (a) uma infec¢do clinica, (b) uma
infeccdo subclinica, (c) ou uma infeccdo latente. As infecgcbes clinicas sdo lesbes
benignas observaveis visualmente (condilomas); as subclinicas sdo frequentemente
lesBes benignas induzidas por HPV BR, podendo também manifestar lesbes pré-
malignas ou malignas desenvolvidas por HPV AR; as latentes ndo apresentam lesdes,
manifestacBes clinicas ou alteracbes celulares (Branco et al., 2004; Maglennon e
Doorbar, 2012).
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11.6. Instabilidade Gendmica e Carcinogénese

Para além do potencial oncogénico demonstrado pelos tipos de HPV-AR, existem
outros eventos importantes que contribuem para a oncogénese, como mutagdes em
genes celulares ou desequilibrios cromossomais (aneuploidias e rearranjos
cromossomais) induzidos por instabilidade gendémica, o que torna a infecgdo por HPV-
AR uma “condicdo necessaria, mas ndo suficiente para a progressdo da

carcinogénese” (Stanley, 2010a; Vincenzo et al., 2013).

Nas lesdes de baixo grau a maior parte do genoma do HPV persiste num estado
epissomal ao contrério do que acontece nas lesbes de alto grau, onde o genoma viral se
encontra maioritariamente integrado no cromossoma hospedeiro. Esta relacdo pode de
facto contribuir, em alguns casos, para a progressao maligna pois mais de metade dos
carcinomas positivos para o0 HPV 16 e HPV 18 contém o genoma viral integrado
(Moody e Laimins, 2010). A integracdo do genoma leva a diminuigdo ou supressdo de
varios genes (E2, E4, E5, L1 e L2) e a constante sobre-expressao dos oncogenes E6 e
E7 (Lin, Doolan, et al., 2010).

Em lesGes em que o DNA viral esta na forma epissomal, a proteina E2, como parte do
mecanismo que regula o nimero de cdpias, reprime directamente a expressao de genes
precoces. Com a linearizacdo do DNA viral a funcdo do gene E2 é habitualmente
danificada, por quebra, e em consequéncia disso origina uma desregulacdo na expressao
dos genes virais precoces, um passo crucial na progressdo para a carcinogénese. Ocorre
uma sobre-expressdo dos genes E6 e E7, que gera uma capacidade hiper-proliferativa
em detrimento da diferenciacdo e producdo de novas particulas virais (Ferraz et al.,
2012; Moody e Laimins, 2010).

Os genes E6 e E7 encontram-se altamente conservados em praticamente todos 0s tipos
de HPV e no caso de carcinoma, associado ao HPV, estes codificam grande parte das
proteinas alteradas, sendo por isso considerados fundamentais a manutencgéo do fenétipo
transformado (Ghittoni et al., 2010).

A capacidade de replicacdo das células infectadas é independente da diferenciacdo e é
controlada por diversos factores celulares, dos quais se destacam os membros
relacionados com a familia RB: pRb (p105), p017 e p130 (Moody e Laimins, 2010).

Todas as proteinas E7 de todos os tipos de HPV ligam-se a estes membros, inactivando
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as suas funcOes. Porém as proteinas E7 de AR, por estarem integradas, fazem-no com

maior afinidade estabelecendo uma ligacéo estavel (Doorbar et al., 2012).

A familia RB controla a transicdo da fase G1/S através da regulacdo de factores de
transcricdo da familia E2F (Moody e Laimins, 2010; Sun, Bagella, Tutton, Romano, e
Giordano, 2007). Os factores de transcricdo E2F ligam-se a regido promotora de varios
genes que sdo essenciais a entrada do DNA na fase S do ciclo celular. Contudo, se o
DNA precisar de ser reparado por estar danificado ou com erros, esta progressao da fase
G1 do ciclo celular para a fase S fica comprometida e ndo acontece. Isto, e mais
precisamente no restriction point, previne a acumulacdo de mutacGes genéticas no
genoma celular (Sun et al., 2007). Em células normais da-se a formagdo do complexo
Rb-E2F, durante a fase G1, que reprime a transcricdo de promotores E2F dependentes e
a entrada na fase S. No restriction point a célula tem a oportunidade de reparar os danos
no DNA antes de dar continuidade ao ciclo celular. No final da fase G1, os membros da
familia Rb sdo hiperfosforilados, dissociando-se da E2F que por sua vez esta livre para
interagir com as regides promotoras e estimular a transcricao de genes especificos a fase
S (Ganguly e Parihar, 2009; Moody e Laimins, 2010; Sun et al., 2007).

O ET7 liga-se a pRb hipofosforilada e esta ligacdo estavel, E7-Rb, impede a formacéao do
complexo Rb-E2F. Isto permite a activacdo de factores de transcricdo E2F que
conduzem a sobre-expressao de genes de fase S e ao descontrolo dos mecanismos de
regulacdo do ciclo celular. As células percorrem continuamente o ciclo celular, o que
resulta numa proliferacdo celular descontrolada (Ganguly e Parihar, 2009). Esta
afinidade e consequente supressdo da funcdo do Rb pela E7 leva a um aumento dos
niveis de p53 que por sua vez aumenta a susceptibilidade de células, expressas pelo
gene E7, sofrerem apoptose. De forma a prevenir os mecanismos de apoptose e a
promover a proliferacdo celular tanto de células diferenciadas como indiferenciadas, as
pE6 interferem com as funcdes do p53 acabando por a degradar (Ganguly e Parihar,
2009; Moody e Laimins, 2010). A diminuicdo dos niveis de p53 compromete a
integridade do DNA replicado ao permitir a acumulacdo de mutagdes genéticas que
tipicamente seriam resolvidas, promovendo a instabilidade genomica (Ferraz et al.,
2012). Para além disso, as pE6 AR activam a transcrigdo da telomerase transcriptase
reversa e mantém a integridade dos telémeros durante repetidos ciclos de divisao celular

quando estes numa situacdo normal deveriam ser encurtados. E de salientar que nem
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esta actividade, nem a degradacdo do p53 sdo mediadas pela pE6 BR (Ganguly e
Parihar, 2009). Esta ac¢do, aliada & perda da funcdo Rb pelo E7, constitui um passo
essencial na imortalizagéo celular (Doorbar et al., 2012; Ganguly e Parihar, 2009).

Em combinacdo, todos estes mecanismos causam instabilidade genémica, imortalizacao
celular e transformacéo o que potencia o desenvolvimento e a progresséo de carcinomas
(Figura 6) (Moody e Laimins, 2010).

' Proliferacéo "
—_— 5 —_— Al
@ e ' O descontrolada poptose R

A Prograssfio do Progressdo do Ciclo Celular
: Ciclo Celular \
'

@ Imortalizacéo celular

!

| Transformagdo ]
Carcinogénese

Figura 6. Mecanismos moleculares pelo qual as oncoproteinas do HPV cooperam de forma a
induzir a carcinogénese. A integracdo do genoma e consequente perda do E2 promove a sobre-expressdo
descontrolada do E6 e E7. A hiper-proliferacdo induzida pela proteina E7, por inibir a via pRb, promove a
apoptose, que é bloqueada pela ac¢do da proteina E6, através da inibicdo do p53. Esta acc¢do, conjunta da
E6 e E7, conduz a imortalizagdo das células. Este processo, estimulado pela ac¢do da proteina E5,
promove a amplificagdo do nimero de células virais com tendéncia para a progressdo de processos de

transformagcéo e malignidade (adaptado de Moody e Laimins, 2010).

I1.7. Transmissdo e Co-Factores da Infeccdo por HPV

Para a construcdo e definicdo de estratégias para controlo da doenca e de medidas
preventivas para a populacdo é essencial conhecer toda a dindmica que envolve a
transmissdo do HPV (Veldhuijzen, Snijders, Reiss, Meijer, e van de Wijgert, 2010).

A transmissdo da infeccdo por HPV requer um contacto directo pele-pele sendo a forma
mais comum através do acto sexual. Todavia, as vias de transmissdo podem ser sexual,
ndo-sexual ou materno-fetal (transmisséo vertical) (Veldhuijzen et al., 2010).

A transmissdo nao-sexual é pouco frequente e, por ndo se saber quanto tempo o virus

resiste fora do organismo, € considerada viavel por um curto periodo de tempo. Pode
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ocorrer através do contacto directo da pele ou mucosas, ou indirectamente através de
objectos capazes de reter e transportar particulas infecciosas (Rombaldi, Serafini,
Mandelli, Zimmermann, e Losquiavo, 2008).

A transmissdo vertical, considerada uma infecgdo transitdria, pode ocorrer, através do
tracto genital, durante a passagem do bebé pelo canal vaginal no entanto é pouco
frequente (Hahn et al., 2013).

A transmissdo é dependente de vérios factores, tanto do organismo patogénico, como do
hospedeiro, incluindo o estado imunoloégico, sendo definida pela intensidade ou taxa de
exposicdo, susceptibilidade e duracdo do contacto. Dos diversos co-factores associados
(Tabela 1), os relacionados com o comportamento e actividade sexual sdo os que
possuem um maior impacto (Chelimo, Wouldes, Cameron, e Elwood, 2013).

Tabela 1. Resumo dos factores de risco associados a infeccdo por HPV: Verrugas Genitais e Cancro do

Colo do Utero no sexo feminino (Chelimo et al., 2013).

Infeccdo por HPV Verrugas Genitais Cancro do Colo do Utero
Novos parceiros sexuais; Positivo para 0 HPV Parceiros sexuais HPV positivos;
Multiplos parceiros sexuais; Contracepcdo oral por um longo | Mdltiplos parceiros sexuais;
Contracep¢do oral por um | periodo; ® Tabaco e 4lcool %;
longo periodo; Historia prévia de infeccdo por | e Contracepgdo oral por um longo

Historia prévia de infeccdo | Clamidia  genital, Gonorreia, | periodo (5 anos ou mais) %;

por Clamidia. Herpes genital ou Trichomonas. e Numero de filhos (maior ou
igual a cinco) %;

e Co-infeccdo com HIV ou com
outras DSTs (herpes simplex tipo

2 e Chlamydia trachomatis) *.

1 Co-factores que aumentam o risco de CCU em mulheres HPV positivas. DSTs: Doencgas Sexualmente

Transmissiveis; HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana;

Em Portugal, um estudo realizado entre 2008 e 2009 demonstrou uma relacdo entre o
namero de filhos e 0 CCU, o uso prolongado de contraceptivos orais e 0s casos de CIN
3 e 0s habitos tabagicos e historia prévia de DSTs com os casos de CIN 2 (Pista,
Oliveira, Lopes, e Cunha, 2013).
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I1l.  EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO POR HPV E CCU

A infecgdo genital por HPV é um das DSTs mais frequentes sendo que actualmente o
CCU fortemente associado ao HPV tem vindo a representar um problema crescente de
Saude Publica (Bruni et al., 2010). Mundialmente, o0 CCU ¢é considerado o terceiro
cancro mais comum entre as mulheres e o segundo cancro mais comum na Africa
Subsariana (Kohli et al., 2012; Louie, Sanjose, e Mayaud, 2009). Uma meta-analise
conduzida em 2010 demonstrou uma maior prevaléncia da infeccdo por HPV na Africa
Subsariana, (24.0%) seguida da América Latina e Caraibas (16.1%), Europa Leste
(14.2%) e Sudoeste Asiatico (14.0%). No entanto existiram diferencas significativas
entre regibes e paises (Bruni et al., 2010).

Em 2008 foram detectados cerca de 529,000 novos casos de CCU e cerca de 274,900
mortes, sendo que a maior parte dos casos de CCU (aproximadamente 85%) ocorrem
em paises em vias de desenvolvimento (Ferlay et al., 2010; Forman et al., 2012). A
maior morbilidade e mortalidade por CCU em paises em vias de desenvolvimento
resulta da inexisténcia ou ineficacia de programas de screening para a deteccdo e
tratamento precoce das lesdes percussoras (Kreimer, Rodriguez, et al., 2011; World
Health Organization, 2009). Portugal demonstra uma alta taxa de incidéncia do CCU
(13.5/100.000) e uma das taxas de mortalidade mais altas (4.5/100.000) na Unido
Europeia, maioritariamente explicado pela baixa adesdo ao programa de screening do
CCU (Pista, Oliveira, Verdasca, e Ribeiro, 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Salude (2009), a prevencao do CCU poderia chegar
até aos 80% se fossem implementados programas de rastreio organizados e eficientes
(World Health Organization, 2009).

E estimado que, durante a vida, 50 a 80% dos jovens sexualmente activos sejam
infectados por, pelo menos, um tipo de HPV (Stanley, 2010b).

Globalmente existe uma correlacdo entre a prevaléncia do HPV e a idade, que
demonstra uma alta percentagem em mulheres mais jovens (com menos de 25 anos de
idade) com, um declinio evidente ao longo do tempo. Em algumas regides, um segundo
pico, embora ligeiro, é observado a partir dos 40 anos de idade (Bruni et al., 2010;
Moscicki et al., 2012). Na Europa a taxa de prevaléncia do HPV é superior antes dos 25

anos de idade e tende a ser mais baixa ap0s os 45 anos de idade (Bruni et al., 2010;
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Forman et al., 2012). O facto de em mulheres mais jovens existir um pico de
prevaléncia e incidéncia esta relacionado com o seu comportamento sexual, considerado
muitas vezes de risco (Veldhuijzen et al., 2010).

Apesar de a infeccdo por HPV ser mais comum entre 0 sexo feminino, ambos os
géneros sdo susceptiveis sendo que as infec¢des anais, ainda que raras, estdo a tornar-se

cada vez mais comuns (Palefsky et al., 2011).

Dos HPV-AR, 0s gendtipos 16 e 18 sdo responsaveis por 55-60% e 10-15% de casos de
CCU no mundo, respectivamente, totalizando perto de 70%. O HPV 16 € o gendtipo
mais comum em todas as regides, encontrando-se em segundo lugar o genotipo 18,
seguido dos genotipos 31, 33, 35, 45, 52 e 58 (de Sanjose et al., 2010).

O HPV 6 e 11 sdo responsaveis por mais de 90% das verrugas genitais (Pista, Oliveira,
Cunha, Paix&o, e Real, 2011)

Entre 2008 e 2009, um estudo (Cleopatre study) de prevaléncia da infec¢do por HPV,
realizado em Portugal numa amostra de 2326 mulheres revelou uma prevaléncia da
infeccdo por HPV de 19.4%, existindo uma associacdo estatisticamente significativa
entre a idade e a prevaléncia da infeccdo. A prevaléncia mais alta foi observada entre os
18 e 0s 24 anos de idade e decresceu com o aumento da idade. Ao extrapolar os
resultados para a populacdo feminina residente em Portugal entre os 18 e 0s 64 anos de
idade a prevaléncia é de 12,7%. Em 76.5% das infec¢des por HPV foram detectados
genotipos de AR, sendo que 36.6% envolvia multiplos gendtipos. Pelo menos um dos
tipos de HPV 6, 11, 16 e 18 foi identificado em 32.6% das infecc¢bes. Destes, o tipo de
HPV AR mais frequente foi o 16, com 19.7%. O HPV 18 foi detectado em 4.4% das
amostras e outros tipos de HPV-AR como o 31, 51, 53 e 66 também foram
identificados. Dos casos de infeccdo por HPV, 16.5% demonstraram uma amostra
citolégica normal, existindo uma associacdo estatisticamente significativa entre a

infeccdo por HPV-AR e a presenca de alterac@es citoldgicas (Pista et al., 2011).

No seguimento deste estudo, um segundo realizado igualmente em Portugal,
demonstrou uma alta prevaléncia da infecgdo por HPV em amostras citologicas de CIN
2, CIN 3 e CCU. O estudo envolveu um total de 582 amostras (177 de CIN 2, 341 de
CIN3 e 64 de CCU) do sexo feminino entre os 20 e os 88 anos de idade. A prevaléncia

da infec¢do por HPV foi de 97.9% com maior prevaléncia para os genétipos de AR,
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particularmente para o HPV tipo 16. Infeccdes multiplas foram observadas em 11.2%
dos casos. A prevaléncia da infeccdo por HPV foi de 95.5% para CIN 2, 99.4% para
CIN 3 e 96.9% para 0 CCU. Os gendtipos mais frequentes, por ordem decrescente,
foram os HPV 16 (49.7%), 31, 58, 33, 51, 52, 18 e 35 em casos de CIN 2 e os HPV 16
(60.2%), 31, 33, 58, 52, 35, 18 e 51 em CIN 3. No CCU, os genotipos detectados foram
HPV 16 (72.6%), 18, 31, 33, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59 e 73 sendo que o HPV 53 e 73
estavam sempre associados a outros HPV AR e o HPV 31, 51, 52, 56 e 59 foram
detectados cada um em um caso. N&o foi detectado nenhum tipo de HPV-BR 0 que
confirma que a presenca desse genotipo no CCU é raro (Pista et al., 2013).

Estes resultados sugerem que a vacinagdo em Portugal contra o HPV 16 e 18 tem o
potencial de prevenir mais de dois tercos dos casos de CCU (77.4%) e mais de metade
dos casos de CIN 2 (54.4%) e CIN 3 (62.9%) (Pista et al., 2013).
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IV. RESPOSTA IMUNITARIA AO HPV

A resposta imunitaria a uma infecgdo resulta da interaccdo de mecanismos complexos

inatos e adaptativos (Figura 7).

Particulas
virais HPV [ Anticorpos
e« .S _\¥
Sl © v < e N
Expresséo viral < e w Plasmaticas \
X . L 4 y @ E:aLinf()citosB memori \

| T o e— o g.h i« \‘\._
= 5 G — ) / 3E | infécitos T helper ;

<= Linfocitos T
citotoxicos

L1

2 g
E5 Linfécitos T CD8 meméria
E6 //
E7 g /
E2 T T T ————
Epitélio infectado Resposta Imune Inata Resposta Imune Adquirida

Os receptores TLR
reconhecem sinais estranhos

Figura 7. Resposta imunitéria a infeccdo por HPV. As células dendriticas migram para os tecidos
linféides onde interagem com os linfocitos T e B e dédo inicio a resposta imunitaria adaptativa: os
linfocitos T helper e T citotdxicos sdo activados sendo que as células T helper interagem com os
linfocitos B de forma a activa-los e as células citotéxicas dirigem-se as células infectadas (Stern et al.,
2012).

A imunidade inata actua como primeira linha de defesa, ndo especifica (Stern et al.,
2012). As células dendriticas (CD) encontradas maioritariamente no epitélio escamoso
sdo as de langerhans (CL) e sdo, possivelmente, em conjunto com os interferdes e as
citoquinas pré-inflamatorias, responsaveis por desencadear uma resposta imune inicial
contra a infecgdo por HPV (Bodily e Laimins, 2011).

A imunidade adaptativa € formada pelos linfdcitos B e T que medeiam, respectivamente
a resposta humoral (quando o virus circula) e a reposta mediada por células (quando o
virus entra nas celulas). A estimulacdo da imunidade adaptativa ocorre somente quando
as particulas virais ou antigénios sao transportados para os 6rgéos linféides ou quando

se obtém uma estimulagéo do sistema imune inato (Stern et al., 2012).
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Uma infeccdo produtiva origina uma resposta imunolédgica adaptativa que, se for
efectiva, produz uma infiltracdo e acumulacdo de linfocitos T (CD4 T helper e CD8
citotoxicas) que naturalmente leva a regressao do virus (Gravitt, 2011). Os linfocitos T
CD4 T helper activam os linfocitos B que por sua vez tornam-se efectores (células
plasmaticas) capazes de produzir anticorpos especificos neutralizantes contra as
proteinas da capside viral. Esta resposta é considerada lenta e fraca. Os linfocitos CD8
reconhecem e provocam a apoptose das células infectadas (Stanley, Pinto, e Trimble,
2012; Stern et al., 2012).

Todavia, apds um tratamento aparente, o virus pode permanecer em estado de laténcia e
neste caso, algumas células (possivelmente células estaminais ou células tronco) do
epitélio basal celular conseguem reter, a longo prazo, o genoma viral, grande parte na
sua forma epissomal (Figura 8) (Maglennon e Doorbar, 2012). Neste caso, uma
supressdo do sistema imunoldgico, assim como nova exposicdo ou estimulo, podem
conduzir a uma proliferacdo celular do virus e consequente reactivacdo e estimulacdo

dos linfécitos T memoria (Gravitt, 2011).
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Figura 8. Modelo de laténcia e reactivacdo do HPV. Regressdo viral | O inicio de uma resposta
imunitéria eficaz, acompanhada predominantemente por uma infiltracdo de células T, conduz a regressdo
viral. Laténcia | Pode ocorrer, quando células da camada basal do epitélio conseguem conservar o genoma
viral. Estimulo e Reactivacdo | Uma nova exposicao pode estimular a divisdo das células basais que retém
0 genoma viral, e como resultado hé reactivacdo e estimulacdo das células T memdria nos tecidos
adjacentes (Gravitt, 2011)
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O HPV ¢ considerado um fraco imunogénico por conseguir manter o hospedeiro
imunologicamente ignorante o que, numa infeccdo primaria por HPV (primeiro
contacto), se exprime numa resposta imune habitualmente tardia caracterizada por um
baixo indice de anticorpos neutralizantes especificos e por uma fraca resposta

inflamatdria local (Frazer, 2004; Mariani e Venuti, 2010).

O HPV reduz a resposta natural do hospedeiro através de varios mecanismos que
escapam aos sistemas de defesa e que tornam o HPV uma das DSTs mais comuns no
mundo (Mariani e Venuti, 2010). Sao infec¢Bes exclusivamente intraepiteliais, onde o
acesso dos antigénios virais ao sistema vascular e linfatico (onde as respostas imunes
sdo iniciadas) é dificil e limitado; s&o minimas as quantidades de replicacdo do virus
expostas as defesas imunes; ha auséncia ou praticamente nenhuma virémia; ndo origina
citolise, necrose ou inflamacao; a infiltracdo de citoquinas pré-inflamatorias é reduzida
e é capaz de inibir a sintese de interferdes. Esta capacidade e habilidade do virus, que o
torna um agente infeccioso de sucesso, desempenham um papel central na persisténcia
da infeccdo bem como na progressdao maligna (Bodily e Laimins, 2011; Frazer, 2004;
Mariani e Venuti, 2010).

Apesar dos mecanismos de defesa do préprio virus, a infeccdo por HPV € tipicamente
assintomatica, transitoria e auto-limitativa resolvendo-se, em aproximadamente 70 a
90% dos casos, dentro de um a dois anos apds a primeira exposicdo, excepto na
presenca de condi¢Ges que comprometam a imunidade do individuo (Kohli, Lawrence,
Haig, Anonychuk, e Demarteau, 2012; Stanley et al., 2012). Uma infeccdo persistente
por HPV que ndo seja correctamente eliminada, por falha ou insuficiéncia dos dois tipos
de resposta — inata e adaptativa - do sistema imunitario, pode levar a uma propagacéo
contigua das particulas virais nas celulas da mucosa e consequentemente ao
desenvolvimento de lesbes pré-cancerigenas resultando em CCU mesmo apds varias
décadas (Moody e Laimins, 2010; Saslow et al., 2012).
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V. ESTRATEGIAS DE CONTROLO DA INFECCAO POR HPV

O grau de conhecimento da populacdo em geral sobre o tema torna-se essencial para a
determinacdo de estratégias apropriadas para uma intervencao eficiente (Medeiros e
Ramada, 2010). As estratégias desenvolvidas centram-se essencialmente no screening e
imunizacdo pois, € numa fase inicial que existe uma maior possibilidade de actuacéo.
Desta forma, existem trés componentes basicos sendo que os dois primeiros, pelo seu
potencial impacto, assumem um papel preponderante na reducdo da incidéncia das
infeccdes por HPV e na morbilidade e mortalidade do CCU (Figura 9) (Liverani, 2013;
Tota, Chevarie-Davis, Richardson, Devries, e Franco, 2011):

(1) Prevencdo primaria: engloba a prevencdo da infeccdo por HPV através da
vacinacdo e a implementacdo de estratégias apropriadas que evitem a exposicdo a
factores de risco assim como de campanhas de informacdo e sensibilizacdo sobre a
infeccdo por HPV e medidas preventivas.

(2) Prevencao secundaria: centra-se na deteccao e diagnostico precoce de lesbes pre-
malignas através de programas de rastreios (screening) adequados, organizados,
eficientes e custo-efectivos e na formacéo para profissionais e de educacédo para a saude.
(3) Prevencéo terciaria: abrange o tratamento tanto de lesdes pré-invasivas como de
lesBes invasivas, e todo o apoio psicolégico e familiar envolvido na gestdo da doenca.

Exposicio a factores _— Persisténcia da Lesdo pré-invasiva Lesdo invasiva do
[ de risco Aquisigdo de HPV-AR infecc@o por HPV-AR do colo do Utero colo do dtero
P -4
Terciaria

Figura 9. Estratégias de Controlo e Intervencéo da Infeccdo por HPV.

E essencial, enquanto Farmacéutico e Profissional de Sadde, assumir um papel de
exceléncia e contribuir para a educacéo, sensibilizagdo e prevencdo da populagdo, em

especial aos grupos de risco.
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VI. RASTREIO E DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR HPV

A prevencéo priméria do HPV inclui o rastreio e o diagnostico da infecgdo por HPV. Ha
uma grande incidéncia da infeccdo por HPV e por isso o diagnostico precoce assume
um papel relevante no controlo da infeccdo e das lesdes associadas pois 0s tratamentos
disponiveis carecem de eficiéncia e as vacinas ndo actuam em infeccdes pré-existentes.
(Bodily e Laimins, 2011). Para além disso, a deteccdo precoce permite uma terapéutica
direcionada e efectiva, contribuindo para um melhor prognostico. Os varios métodos de

rastreio e diagndstico estdo apresentados e caracterizados na Tabela 2.

Tabela 2. Métodos de Rastreio e Diagnostico da Infec¢do por HPV (Arbyn et al., 2007).

Sensibilidade/ Sensibilidade/

Técnica Especificidade Especificidade Clinica para
Analitica CIN 3/ CCU

PAP Né&o aplicavel Baixa/ Alta

Baseado na . . _ :

morfologia celular Colposc~op|a_ Nz~ao apl!crflvel querada_/ Baixa
Inspeccéo Visual Nao aplicavel Baixa/ Baixa
Imunou}togwmma/ Baixa/ Alta Baixa/ Baixa

. Histoquimica

Detecgdo de Microscopia

proteinas HPV . .p Baixa/ Alta Baixa/ Baixa
Electronica
Western Blot Baixa/ Alta Baixa/ Moderada
Southern Blot Moderada/ Alta Moderada/ Moderada
Hibridizacéo in situ Moderada/ Moderada Moderada/ Moderada

Detecgdo do Dot Blot Baixa/ Alta Baixa/ Alta

genoma HPV Captura Hibrida Alta/ Alta Alta/ Moderada
PCR Alta/ Alta Muito alta/ Moderada-alta
Real-Time PCR Muito alta/ Alta Muito alta/ SD

Deteccéo de Peptidos Baixa/ Baixa Baixa/ Baixa

anticorpos anti- VLPs Moderada/ Alta Baixa/ Baixa

HPV:
ELISA

Fusao da E6/E7

Alta/ Moderada

Baixa-moderada/ Alta

CIN: Neoplasia Cervical Intraepitelial; ELISA: Ensaio de ligagdo Imuno-enzimético; SD: sem dados;
PAP: Teste Papanicolau; PCR: Reaccdo de Polimerase em Cadeia; VLPs: Virus-like particles.
Sensibilidade analitica: quantidade minima de genoma viral presente na amostra necessaria para gerar um
resultado positivo. Especificidade analitica: capacidade do teste em identificar apenas a substancia em
questdo. Sensibilidade clinica: proporcdo de pacientes com a doenga que apresentaram teste positivo.

Especificidade clinica: proporgdo de pacientes com auséncia de doenga que apresentaram teste negativo.
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O diagnostico citologico (PAP) caracteriza-se pela presenca de alteracfes celulares e
apesar de ser 0 método de rastreio de eleicdo apresenta sensibilidade reduzida, detecta
apenas alteracdes celulares e clinicas da infeccdo, ndo detecta a presenca efectiva do
HPV e é dependente da qualidade da colheita bem como da interpretacdo do analista
pelo que apresenta limitagcdes e desvantagens quando comparado com as técnicas de
biologia molecular. A sua vantagem esta no seu preco reduzido. Para um resultado mais
fidedigno do rastreio deve ser realizada, em paralelo, uma colposcopia (exame de
avaliacdo visual do tracto genital inferior) (Branco et al., 2004).

A deteccdo de proteinas HPV, descrita na tabela 2, é dependente da preservacdo da
amostra e do tecido e ndo determina o tipo de HPV (Arbyn et al., 2007).

Os métodos moleculares, considerados directos, sdo frequentes e englobam diversas
técnicas sendo a mais recorrente o teste de Captura Hibrida (HC2) e a Reac¢do de
Polimerase em Cadeia (PCR) (Poljak et al., 2012).

O PCR tipifica o tipo de HPV presente mas ndo permite a quantificagdo viral, ao
contrario da HC2 que ndo tipifica mas quantifica. O PCR, através do uso de primers,
isto €, oligonucleotidos introdutores, amplifica exponencialmente e de forma especifica
um pequeno segmento de DNA complementar.

O teste de HC2 é baseado no uso de anticorpos que detectam hibridos DNA-RNA
através da amplificacdo do sinal dos hibridos formados. Utiliza sondas sintéticas de
RNA altamente especificas e complementares as sequéncias genomicas de 18 tipos de
HPV e que sdo agrupadas em duas reacc@es distintas. Uma contém 13 tipos de HPV AR
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68) e outra contém cinco tipos ndo
oncogenicos (6, 11, 42, 43 e 44). Habitualmente s6 as sondas de AR € que sdo utilizadas
(Chan et al., 2012).

A capacidade que o HPV tem em escapar aos mecanismos de defesa do sistema imune
do hospedeiro, limita a utilizacdo do teste seroldgico (ELISA). Desta forma, a deteccéo
da infeccdo por HPV é baseada essencialmente numa abordagem molecular (Chan et al.,
2012).

A escolha do método depende da aplicacdo que se pretende. Se o diagndstico nao for

efectuado com precisdo, 0 prognostico pode-se agravar e dai advirem diversas

complicagdes.
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VI1.1. Guidelines: Rastreio Citologico

O rastreio do CCU esta recomendado a partir dos 21 anos de idade e consoante a idade e
historia clinica, 0 método de rastreio deve ser adaptado. Para mulheres entre os 21 e 0s
29 anos, com dois ou mais testes citoldgicos negativos, o rastreio citologico esta
recomendado a cada trés anos. Entre os 30 e os 65 anos de idade esta recomendado o
rastreio citologico a cada trés anos e o teste de detec¢do do HPV a cada cinco anos. A
partir dos 65 anos de idade, mulheres com evidéncia de rastreios prévios negativos (trés
citologias negativas consecutivas e dois testes de deteccdo do HPV negativos
consecutivos nos ultimos dez anos) e sem histéria clinica de CIN 2 nos Gltimos 20 anos
ndo devem ser submetidas a rastreio do CCU. Caso contrario, 0 seguimento deve

continuar por mais 20 anos (Saslow et al., 2012).

V1.2. Guidelines: Testes de Deteccao

O teste de deteccdo da infeccdo por HPV deve ser realizado em contexto apropriado
sendo indicado nos seguintes casos: (i) mulheres com mais de 30 anos e idade em
conjunto com o rastreio citologico, (ii) pacientes com resultados citoldgicos
inconclusivos/indeterminados (exemplo: presenca de células atipicas) que determina
quais os pacientes que se devem dirigir a colposcopia, (iii) no seguimento de pacientes
com colposcopia inicial negativa mas resultados citolégicos irregulares, (iv) estagios
pré-cancerigenos iniciais ou moderados de forma a prever a regressdo, persisténcia ou
progressao da lesdo e pacientes que receberam tratamento de lesGes pré-cancerigenas e
cancerigenas de forma a avaliar a terapéutica (Poljak et al., 2012).
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VIl. TRATAMENTO DA INFECCAO POR HPV

A escolha da terapéutica depende essencialmente da idade do paciente, do seu estado
imunitario, do tipo de HPV, localizacdo, extensao e evolucdo das lesdes, do custo e da
preferéncia do paciente. Os métodos terapéuticos correntes sao (Arbyn et al., 2007;
Branco et al., 2004):

(i) Agentes quimicos e citotoxicos: Acido Tricloroacético, Podofilina, Podofilotoxina e
5-Fluorouracilo. Os tratamentos que utilizam Acido Tricloroacético, Podofilina e
Podofilotoxina visam a destruicdo de lesbes genitais externas e podem ser aplicados
pelo doente. A Podofilina e a Podofilotoxina sdo agentes citotoxicos com accéo
necrotizante. O 5-Fluorouracilo, utilizado em lesfes extensivas, € um anti-neoplasico
citostatico que causa a destruicdo do tecido por interferir com a sintese de DNA e RNA.
(if) Tratamentos cirurgicos: crioterapia, cirurgia a laser, cirurgia com bisturi classico e
electrocoagulacdo. Estes sdo procedimentos efectuados apenas pelo médico, em geral
em casos de recidivas ou de lesdes muito extensas.

(iv) Imunomodeladores: interferdo e Imiquimod indicados para verrugas genitais. O
interferdo tem accdo anti-viral, anti-proliferativa e imunoestimulante. O Imiquimod é
capaz de potenciar a resposta imunolégica face a infeccdo ao induzir a produgdo de
interferdes e outras citoquinas. E indicado apenas para lesdes externas e pode ser

aplicado pelo paciente.

Apesar de existirem diversas formas de tratamento, a maior parte das vezes o tratamento
é misto e surge de uma combinacdo de terapéuticas; ndo ha um tratamento Unico, é
individualizado e personalizado a situacdo (Branco et al., 2004). Nenhum tem a
capacidade de eliminar o virus; o objectivo € de controlar a doenc¢a dado que a maioria
tem como finalidade destruir o tecido infectado. Pode existir a possibilidade de
recidivas dai a importancia de uma vigilancia e acompanhamento clinico ap6s
tratamento (Arbyn et al., 2007).

As vacinas ndo tém a capacidade de eliminar infeccOes ja existentes o que sublinha a
necessidade de se continuar a criar € a desenvolver estratégias terapéuticas contra
infeccOes existentes bem como métodos de rastreio e diagnostico precoce (Bodily e
Laimins, 2011).
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VIIl. VACINACAO

Actualmente sdo duas as vacinas licenciadas e comercializadas, apenas para uso
profilatico, que conferem imunidade contra a infeccdo por determinados tipos de HPV
(European Medicines Agency, 2010, 2013):

1) Cervarix®: vacina bivalente produzida pela GlaxoSmithKline Biologicals, S.A.
(GSK) que confere imunidade contra os tipos de HPV 16 e 18 responsaveis por cerca de
70 a 75% dos casos de CCU;

i) Gardasil®: vacina tetravalente, desenvolvida pela Merck Sharp e Dohme BV que
para além de incorporar antigénios contra o HPV 16 e 18 também incorpora contra o
HPV 6 e 11 responsaveis por cerca de 90% dos casos de verrugas genitais.

Obtidas por tecnologia de DNA recombinante, sdo vacinas constituidas por particulas
semelhantes ao virus (Virus like particles - VLPs) L1, para que o organismo, na
presenca de uma infeccdo, as reconheca facil e rapidamente (European Medicines
Agency, 2010, 2013). Estas particulas, ndo oncogénicas e ndo-replicantes, sdo incapazes
de causar infeccdo pois, apesar de serem VLPs, apenas mimetizam o HPV em
morfologia e imunogenicidade pelo que ndo contém material genético ou genes virais
especificos exigidos a infeccdo por HPV (Brotherton e Gertig, 2011; Mariani e Venuti,
2010; Schiller, Castellsagué, e Garland, 2012). Sdo VLPs altamente purificadas a partir
da proteina L1 da capside viral podendo o seu gendétipo ser bivalente - 16 e 18 —
(Cervarix®) ou tetravalente - 6, 11, 16 e 18 — (Gardasil®) (European Medicines
Agency, 2010, 2013).

Sao estruturas altamente imunogénicas (Figura 10) que, ao contrario da resposta imune
natural do hospedeiro a infeccdo por HPV, induzem altas concentracfes de anticorpos
neutralizantes da L1, provocando uma resposta imunoldgica forte, muito superior a
infeccdo natural e mesmo na auséncia de adjuvantes (devido a sua habilidade em activar
tanto uma resposta imune inata como adaptativa) (Mariani e Venuti, 2010). Esta
qualidade e quantidade de resposta imune acontecem fundamentalmente devido a sua
rota de imunizacdo e alta concentracdo de antigénios VLPs L1. As vacinas ao serem
administradas intramuscularmente com uma elevada dose de antigénios, permitem um
acesso quase imediato aos nodulos linfaticos e ao baco e desta forma uma exposi¢édo
directa das proteinas L1 ao sistema imune o que marca o inicio de respostas imunes
adaptativas (Mariani e Venuti, 2010; Stanley et al., 2012).
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Figura 10. Mecanismo de infeccdo do HPV do epitélio cervico-vaginal, e inibicdo da infeccdo por
anticorpos VLPs. a) A ligagdo inicial do HPV & membrana basal, exposta ao micro-traumatismo, é
mediada pelos proteoglicanos sulfato de heparina. Antes de alcancarem as células alvo (queratindcitos),
os virides tém de sofrer uma série de altera¢fes conformacionais, como a clivagem da proteina da capside
L2 (amarelo), de forma a expor o local de ligacdo da proteina da cépside L1 (azul). Ao dar-se a ligacdo do
receptor celular do queratindcito do epitélio basal com o possivel receptor a proteina da capside L1,
ocorre a internalizagdo do virus e consequente infeccdo viral. b) Niveis elevados de anticorpos induzidos
pelos VLPs previnem a ligacdo inicial do virus & membrana basal, 0 que por sua vez impossibilita as
alteracbes conformacionais necessarias a ligagdo do virido a superficie celular e viabiliza uma resposta
eficiente por parte do sistema imunitario. c) Baixos niveis de anticorpos induzidos pelos VLPs permitem
a ligagdo do virus @ membrana basal e respectivas alteragdes conformacionais, porém impedem uma

associacdo estavel entre o virido e o receptor da superficie do epitélio basal (Schiller e Lowy, 2012).

Ambas contém na sua formulacdo um adjuvante, um sal de aluminio, que tem como
funclo precipitar os VLPs e, aumentar a sua imunogenicidade através da libertacdo
lenta dos antigénios e consequente, activacdo da resposta inata e estimulacdo da
resposta celular dos linfocitos B (resposta adaptativa humoral). Os linfocitos B ligam-se
aos antigenios e sdo activados pelos linfocitos T helper 2 CD4, tornando-se efectores
(células plasmaéticas) capazes de secretar anticorpos neutralizantes que bloqueaiam a
infeccdo primaria por HPV (Lin, Roosinovich, Ma, Hung, e Wu, 2010; Schiller e Lowy,
2012). Para além do sal de aluminio, a Cervarix® inclui um outro adjuvante, o lipido A
monofosforilado (MPL) — que em conjunto com o fosfato de aluminio compde um
complexo sistema adjuvante 04 designado ASOs. O MPL é um metabolito de um
lipopolissacarido bacteriano Gram e, funciona como um agonista receptor toll-like 4

(TLR4). Através do receptor TLR4, activa uma resposta imune inata superior que
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provoca um aumento da resposta dos anticorpos contra os VLPs (Schiller et al., 2012;
Schiller e Lowy, 2012). A Cervarix® revelou niveis de anticorpos neutralizantes
superiores a Gardasil® que podem ser explicados pela presenca do sistema ASO4
(Einstein et al., 2009). De salientar que a Cervarix® é a primeira vacina profilatica a
conter um agonista TLR aprovado pela Food and Drug Administration dos Estados
Unidos (Schiller et al., 2012).

As caracteristicas das duas vacinas encontram-se descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas das vacinas contra 0 HPV (Lin, Doolan, et al., 2010)

Vacina Gardasil® Cervarix®
Industria Farmacéutica | Sanofi Pasteur MSD GlaxoSmithKline Biologicals
Tipos de VLPs 6/ 11/ 16/ 18 16/ 18
Dose de antigénio L1 20/ 40/ 40/ 20 pg 20/ 20 ug
Producéo Saccharomyces cerevisiae Baculovirus
Adjuvantes ﬁ;zdSr gc% gczts(,)ulfato de aluminio de S;S;?miﬁiioézsgoﬁg“& g(?_ hidréxido
Conservantes Ausente Ausente
Esquema de Vacinagdo | 0, 2 e 6 meses 0, 1 e 6 meses

Ambas sdo administradas intramuscularmente em trés doses e a idade recomendada é
dos 9 até aos 26 anos de idade para a Gardasil® e dos 10 aos 25 anos de idade para a
Cervarix® (European Medicines Agency, 2010, 2013).

E de salientar que nenhuma das vacinas existentes confere protec¢do contra todos os
tipos de HPV, pelo que a continuidade dos rastreios é fundamental.

VI, Estudos de Efectividade Profilatica

A GSK, a Merck e o Instituto Nacional do Cancro nos Estados Unidos realizaram
durante quatro anos ensaios clinicos randomizados em mulheres jovens, entre 0s 15 e 0s
26 anos de idade, de forma a confirmar a eficacia das vacinas comercializadas.

De acordo com o0s ensaios, ambas as vacinas, revelaram uma eficacia proxima de 100%
aquando da prevencéo da infeccdo por HPV 16 e 18, associada a displasia CIN 3, em
mulheres jovens (designadas como amostra TVC-naive) que receberam pelo menos uma
dose de vacina e que, até ao inicio do ensaio, ndo possuiam evidéncia de infec¢do

genital por HPV (Lehtinen et al., 2012; Mufoz et al., 2010). A eficicia das vacinas
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numa amostra de mulheres jovens (identificadas como amostra TVC), que receberam
pelo menos uma dose de vacina e foram avaliadas independentemente de estarem
infectadas por HPV foi substancialmente menor que a observada na TVC-naive 0 que
vai de encontro ao esperado, uma vez que muitas das mulheres poderiam ter infecgdes
pré-existentes e as vacinas profilaticas ndo possuem qualquer efeito nesses casos
(Lehtinen et al., 2012; Mufioz et al., 2010). Este resultado demonstra a importancia de
se administrar a vacina numa fase precoce e jovem, antes do inicio da actividade sexual
de forma a diminuir o risco de contacto inicial com o HPV.

A Gardasil® revelou uma reducéo de 97% contra verrugas genitais relacionadas com o
HPV 6 e 11 e uma reducgéo superior a 95% de casos de HSIL e displasias da vulva (VIN
2/3) e vaginais (ValN 2/3), relacionadas com o HPV 16 e 18 (Mufioz et al., 2010).
Paralelamente, um estudo realizado a jovens homossexuais do sexo masculino
demonstrou um perfil de seguranca favoravel e uma accao preventiva da neoplasia anal
intraepitelial (AIN) grau 1, 2 e 3 por parte da Gardasil®. Os autores, embora cientes que
sejam necessarios mais estudos, sugerem que esta proteccdo se estende igualmente ao
sexo feminino e a homens heterossexuais que também estdo susceptiveis a infeccédo anal
intraepitelial, AIN e cancro anal (Palefsky et al., 2011).

Kreimer e seus colaboradores (2011) evidenciaram a proteccdo de infec¢des anais por
HPV 16 e 18 oferecida Cervarix® em jovens do sexo feminino (Kreimer, Gonzélez, et
al., 2011).

A duracgéo da proteccdo de ambas as vacinas revela ser de 5 anos para a Gardasil® e 8,4
anos para a Cervarix®. A durabilidade da Cervarix® pode ser explicada pelo seu
sistema adjuvante ASO4 que esta concebido para garantir uma proteccdo longa atraves
de uma resposta imune sustentdvel com elevados niveis de anticorpos neutralizantes
(Brotherton e Gertig, 2011; Roteli-martins et al., 2012).

Em relacdo a seguranga, ambas as vacinas exibem um excelente perfil. Os efeitos
adversos mais comuns, passageiros e de resolucdo espontanea, envolvem dor pequena a

moderada no local da injeccdo, cefaleias e fadiga (Einstein et al., 2009).
E de salientar que ndo ha evidéncia que as vacinas actuem de forma terapéutica,

removendo as infeccdes e lesGes ja existentes. De facto, € pouco provavel que as

vacinas sejam efectivas na elimina¢do de uma infec¢do pré-existente uma vez que a
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camada basal do epitélio infectado por HPV ndo expressa niveis detectaveis de
antigénios da cépside (L1 e L2) (Monie, Tsen, Hung, e Wu, 2009).
Um resumo dos Varios ensaios clinicos efectuados as duas vacinas profilaticas do HPV

encontra-se na Tabela 4.

Tabela 4. Resumo dos resultados provenientes dos ensaios clinicos realizados as vacinas Gardasil® e a

Cervarix® (Schiller et al., 2012).

G:;Eg:e Resultado Gardasil® Cervarix®
Proteccdo da infeccdo Comprovada Comprovada
Proteccdo de CIN 2 Comprovada Comprovada
Proteccdo de CIN3 Comprovada Comprovada
Proteccéo de VIN/VaIN 2 e 3 Comprovada Comprovada
MchJ)i/heer::S Proteccdo de verrugas genitais Comprovada -
Proteccdo da infecgdo anal N&o comprovado Comprovada
Proteccdo cruzada Comprovada Comprovada
Eficacia terapéutica Nenhuma Nenhuma
Seguranga Sim Sim
Proteccdo da infeccdo Comprovada Comprovada
Mulheres | Proteccdo de CIN 2 Comprovada Né&o comprovada
Adultas Imunogenicidade Comprovada Comprovada
Seguranca Sim Sim
Proteccdo da infecgéo Comprovada Né&o comprovada
Proteccédo de verrugas genitais Comprovada -
l}'g\r}lennss Proteccao da infeccdo anal Comprovada N&o comprovada
Proteccdo AIN 2 Comprovada N&o comprovada
Seguranca Sim Sim
Protecg¢do da infecgdo N&o comprovada N&o comprovada
Criancas Imunogenicidade Comprovada Comprovada
Seguranga Sim Sim

CIN: Neoplasia cervical intraepitelial; VIN: Neoplasia da vulva intraepitelial; ValN: Neoplasia vaginal

intraepitelial.

Os ensaios clinicos de Fase Ill conduziram a autorizacdo mundial de ambas as vacinas
para individuos do sexo feminino e, mais recentemente, a aprovagdo da Gardasil® em
individuos do sexo masculino em alguns paises. Foi no final de 2011, principio de 2012
que paises como a Australia, o Canadda, os Estados Unidos e a Austria licenciaram e
recomendaram a vacina¢do do HPV, no sexo masculino, com o intuito de prevenir

verrugas ano-genitais e AIN (Crosignani et al., 2013).
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Kreimer e seus colaboradores (2011) avaliaram a eficacia de uma dose inferior as trés
doses recomendadas pela Cervarix®. A sua analise indicou existir um efeito protector,
essencialmente igual as trés doses, de duas e até de uma dose. Porém, torna-se essencial
realizar estudos adicionais de forma a determinar se doses inferiores a trés irdo
proporcionar, a longo prazo, uma proteccdo comparavel ao descrito (Kreimer,
Rodriguez, et al.,, 2011). Estes dados, ainda que carecam de estudos, revelam-se
importantes na medida em que a maior parte dos paises afectados pelo CCU séo paises
em vias de desenvolvimento, com recursos econdémicos insuficientes e em que o custo

associado a administracdo das trés doses é considerado elevado.

VI11.1.1. Proteccédo Cruzada

Protec¢do cruzada define-se como a capacidade de exibir proteccdo contra outros tipos
de HPV que nédo se encontram contidos na vacina (Kohli et al., 2012).

Apesar da auséncia de evidéncia clinica e durabilidade da proteccdo, ambas as vacinas
indicaram possuir um grau de proteccdo cruzada contra alguns tipos de HPV
especificos, filogeneticamente relacionados com o HPV 16 (A9) e 18 (A7) - HPV 31
(A9) para a Gardasil® e HPV 31 (A9), 33 (A9) e 45 (A7) para a Cervarix® (Schiller et
al., 2012). Para além disso, a Cervarix® exibiu também uma protec¢do, ainda que
ligeira, para 0 HPV 51 (espécie A5) 0 que sugere que esta protec¢do cruzada se estende
as espécies A7 e A9 (Wheeler et al., 2012).

Relacionando o perfil de proteccdo cruzada de ambas as vacinas, a Cervarix® assume
uma ligeira vantagem na reducédo da incidéncia da CIN e do CCU. Possivelmente esta
vantagem deve-se a presenca do sistema adjuvante AS0s, que aumenta a resposta imune
(Bresse, Adam, Largeron, Roze, e Marty, 2013; Wheeler et al., 2012).

Os mecanismos imunoldgicos associados a proteccdo cruzada ainda ndo estdo
completamente esclarecidos mas muito provavelmente relacionam-se com a partilha ou
semelhancas estruturais entre epitopos (locais antigénicos localizados a superficie do
virido na capside L1), dos diferentes tipos de HPV, que acabam por induzir anticorpos
neutralizantes ainda que em quantidades muito mais reduzidas que os contidos na
vacina (Wheeler et al., 2012).

Apesar do beneficio extra oferecido pela Gardasil® e Cervarix® € inexequivel prever a
proteccdo e a durabilidade destes tipos de HPV, ndo contidos na vacina, em mulheres

vacinadas pelo que estudos de eficacia devem ser realizados.
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Ainda que sejam poucos os tipos de HPV abrangidos por esta protec¢do cruzada, €
importante considerar esta ac¢do pois os tipos de HPV, ndo contidos na vacina, estéo
associados aproximadamente a 30% de casos de CCU (Schiller et al., 2012).

VIII.2. Estudos Custo-Efectividade

A efectividade e impacto do programa de vacinagdo ao depender de taxas de cobertura e
de medidas e estratégias nacionais, diverge de pais para pais. Ainda assim, um elevado
numero de estudos custo-efectividade indicam que a vacinacao no sexo feminino possui
beneficios econdmicos quando comparado a auséncia de vacinagdo (Marty, Roze,
Bresse, Largeron, e Smith-Palmer, 2013). Com a vacina¢do, ha uma reducdo futura da
necessidade de uma prevencdo secundaria e terciaria e consequentemente uma reducao
de custos associados a infec¢do (Crosignani et al., 2013).

Contudo, um estudo epidemiolégico recente revela que a vacina¢do ndo é mais segura
ou efectiva que o rastreio citoldgico associado a procedimentos cirurgicos (Wilyman,
2013). Wilyman (2013) considera que que em paises onde estdo implementados e sdo
requisitados programas de rastreio citologico, a introducdo de um programa de
vacinagdo ndo possui beneficio custo-efectividade (Wilyman, 2013).

Goldie e seus colaboradores (2008) estudaram o perfil custo-efectividade em paises com
reduzidos recursos econdémicos, principalmente em Africa, e demonstraram que nesses
paises, onde o CCU ndo esta controlado por programas de rastreio convencionais, 0
perfil é favoravel (Goldie et al., 2008). Por outro lado, em paises desenvolvidos, como a
Irlanda, Reino Unido, Suica, Finlandia e Holanda, que conseguem controlar a incidéncia
do CCU através de programas de rastreio citolégico sélidos e que por isso mantém uma
taxa de incidéncia reduzida, a vacina contra 0 HPV néo é tdo favoravel no ponto de
vista custo-efectividade. Estas evidéncias sugerem que o maior beneficio da vacina ndo
resulta da sua sinergia com programas de rastreio mas sim, na sua substituicdo em
paises ou regiGes onde os programas de rastreio sdo insuficientes e existe uma alta
prevaléncia de infeccdo por HPV AR (Fonseca, Ferreira, e Neto, 2013).

Permanece uma preocupacdo generalizada, pois a vacina contra o HPV é uma das
vacinas mais caras do mercado, o que dificulta a sua implementacdo nos sistemas de
salde que mais beneficiariam da sua introdugdo, especialmente os paises em vias de

desenvolvimento (Fonseca et al., 2013).
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Comparando ambas as vacinas, um estudo epidemioldgico custo-efectividade realizado
em Franga demonstrou que a Gardasil® possui maiores beneficios econdémicos em
comparacdo a Cervarix®. Estes beneficios estdo associados ao facto de existir uma
maior prevencdo de verrugas genitais (que origina uma poupanca no sistema de saude
entre 37-56% ao longo de 100 anos), ao potencial de proteccdo cruzada (que
corresponde a cerca de 4% dos custos de saude) e a prevencao de carcinomas anais, da
vulva e vaginais (Bresse et al., 2013). Este resultado foi de encontro a outros estudos
realizados no Reino Unido, Irlanda e Canada (Bresse et al., 2013).

Outro estudo realizado na Holanda onde a protec¢do cruzada e outros tipos de
carcinomas (orofaringeo ou anal) foram considerados (somente com a vacina bivalente)
sugere que existem beneficios econdmicos e de salde associados e que estes vdo muito

mais além da proteccdo contra o CCU (Luttjeboer et al., 2013).

VIIIL3. Globalizagéo da Vacina HPV

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, em 2011, 40 paises, dos quais 22 Europeus,
ja tinham introduzido a vacina no seu plano nacional de vacinacdo (PNV) (World
Health Organization, 2012). Os Estados Unidos, Reino Unido, Canada e Australia
foram dos primeiros paises. (Markowitz et al., 2012).

Caracteristicas epidemiologicas, sociais e demogréaficas, assim como 0 respectivo
sistema de saude e infraestruturas resultaram na adopcdo de diversas estratégias de
vacinacgao consoante o pais em causa (Markowitz et al., 2012).

A idade de vacinagdo escolhida pela maior parte dos paises foi entre 0s 10 e 0s 12 anos
uma vez que a resposta imunoldgica a vacina demonstrou ser significativamente mais
elevada entre 0s 9 e 0s 16 anos de idade e que se considerou a sua eficacia tanto maior
quanto menor a probabilidade de se estar infectado (idealmente antes do inicio da
actividade sexual) (Adams, Jasani, e Fiander, 2007).

VI111.3.1. Casos de Sucesso

A Austrélia apesar de ter um programa nacional de screening de sucesso foi, em 2007, o
primeiro pais a desenvolver um PNV contra o HPV com a Gardasil®. Dados
epidemiolégicos (2007-2011) indicam que a incidéncia de verrugas genitais diminui
81.8% em mulheres vacinadas com idade inferior a 21 anos; o diagndstico de verrugas

genitais desceu para 93% ao fim do 5° ano da implementacdo do programa de
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vacinacdo. Observou-se também uma diminuigéo da incidéncia de verrugas genitais em
homens heterossexuais que ndo foram alvo de vacinacéo. Isto sugere uma proteccdo dos
nédo vacinados como resultado de uma redugéo da prevaléncia microbial e consequente
transmisséo entre individuos (Ali et al., 2013).

Na Alemanha, Horn e seus colaboradores (2013) realizaram um estudo do efeito a longo
prazo da vacinagdo (Horn et al., 2013). As suas estimativas, num modelo de 100 anos
apos a implementacdo do programa de vacinagdo foram: (i) na auséncia de protec¢do
cruzada o nimero de casos de CCU seria reduzido em 36.8%. por ambas as vacinas; (ii)
considerando o efeito de proteccdo cruzada, a reducdo seria de 43.8% para a vacina
bivalente e 41.5% para a tetravalente (Horn et al., 2013).

Marty e seus colaboradores (2013) demonstraram, a nivel Europeu, que a vacinacao
mutua de ambos o0s géneros contra o HPV 6, 11, 16 e 18 teria potencial para conduzir a
uma diminuicdo significativa da incidéncia da infeccdo por HPV associada ao cancro
(31% - 77% no sexo masculino e 14% - 68% no sexo feminino) e verrugas genitais
(30% - 99% no sexo masculino e 21% - 98% no sexo feminino) (Marty et al., 2013).

VI111.3.2. Vacinagdo em Portugal

A Gardasil® encontra-se autorizada em Portugal desde 2006 e a Cervarix® desde 2007.
Porém, s em 2008, com base na proposta da Direc¢cdo Geral de Saude e da Comissdo
Técnica de Vacinagdo, com a publicacdo em Diario da Republica, 22 série, n° 57 de 20
de Marco de 2008 — Despacho Ministerial n.° 8378/2008?, € que se aprovou a inclusédo
de uma vacina, dirigida ao HPV, no PNV (Ministério da Saude, 2008). O despacho
aprovou:

i) A vacinacdo anual de rotina apenas do sexo feminino com 13 anos de idade, com
inicio em 2008 (coorte nascida em 1995);

i) Uma campanha de repescagem, entre 2009 e 2011, a raparigas que completem os 17
anos de idade durante os dois anos de campanha (coortes nascidas em 1992, 1993 e
1994).

A campanha de repescagem e seleccdo das coortes foi baseada no grupo de idades que
apresenta uma resposta imunolégica mais efectiva e maior risco de infecgdo por HPV
(Adams, Jasani, e Fiander, 2007). Actualmente, e com o término da repescagem em
2012, apenas uma coorte por ano (13 anos de idade) é vacinada (Ministério da Saude,
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2008). A Gardasil foi a vacina escolhida para integrar o PNV sendo por isso gratuita

para a idade indicada.

A Cervarix® ¢ a unica comparticipada pelo Estado, em 37% que reflecte uma despesa
de 46.26€ por dose (preco de venda ao publico (PVP) 73.44€) num total de 138.80€ (3
doses) por mulher vacinada. A Gardasil® ndo tem qualquer comparticipacdo e 0 seu
PVP ¢é de 119.04€/dose. A vacina pode ser adquirida mediante receita médica em
farmacias (INFARMED, n.d.).

Até hoje ndo estdo disponiveis dados actuais e crediveis acerca dos custos associados a
vacinacdo por parte do Sistema Nacional de Saude (SNS) pelo que ndo € possivel
correlacionar ou retirar ilacbes sobre o seu custo-beneficio. Porém, em Fevereiro de
2009 o INFARMED publicou uma nota de imprensa onde referiu que desde Dezembro
de 2006, data do inicio da comercializacdo da vacina, foram disponibilizadas 268,753
doses de Gardasil®, das quais 181,535 foram através do PNV. Se tivermos em conta
este valor e o custo que a Gardasil® apresenta, entdo as 181,535 doses disponibilizadas
em aproximadamente 2 anos e dois meses corresponderam aproximadamente a 21.6
milhGes de euros por parte do SNS (INFARMED, 2009).
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IX. NOVAS TERAPEUTICAS: VACINAS DE 22 GERACAO

Actualmente estdo a ser desenvolvidas vacinas profilaticas de 22 geracdo com o
objectivo de combater algumas das limitacfes das existentes como a protec¢édo limitada
aos tipos de HPV contidos na vacina (Peres, 2011). Paralelamente, estdo a ser

desenvolvidas vacinas de 22 geracdo terapéuticas. A Tabela 5 resume algumas das

vacinas em desenvolvimento.

Tabela 5. Vacinas Profilaticas e Terapéuticas contra 0 HPV em desenvolvimento (Peres, 2011)

Inddstria

Imunogénio

Tipo de Vacina

Fase do Ensaio
Clinico (2011)

Merck

9 tipos de L1, em leveduras

Profilatica

Fase Il1

Péptidos longos da E6 e E7

Farmacéutica ISA S Terapéutica Fase Il
sintetizados

Hoffman-La Roche E6’.E7 ¢ mterlgucma 2 numa Terapéutica Fase Il
vacina recombinante

Advaxis E.7 atepuad_a, huma vacina Terapéutica Fase Il
viva Listeria

BioSidus E7 fundido a L1 Profilatica e Terapéutica | Pré- Clinica

Sanofi L2 Profilatica Pré-Clinica

Indian Imunoldgica L1 numa vacina tifoide Profilatica Pré-Clinica
recombinante

Cadila L1 numa vacina sarampo Profilatica Pré-Clinica

recombinante

As vacinas profilaticas pretendem bloquear a entrada inicial do virus nas células
epiteliais enquanto, as vacinas terapéuticas pretendem gerar respostas imunes capazes

de eliminar a infec¢do existente e lesbes associadas.

Um estudo realizado por Smolen e seus colaboradores (2012) indica que a idade e a
dose tém impacto diferente, respectivamente na formacéo das células de memériaBe T
e consequentemente sugere que o desenho e a concepcdo de novas vacinas deve ter em

conta a intervencado que se pretende (Smolen et al., 2012).
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IX.1. Vacinas Profilaticas

As vacinas que existem actualmente sdo de custo elevado, requerem trés doses e exigem
condicdes especificas de armazenamento. Limitacdes estas que se evidenciam nos
paises em vias de desenvolvimento que carecem de recursos economicos e logisticos e
que apresentam elevada incidéncia da infeccdo por HPV. Para além de tentarem
maximizar a proteccdo contra os varios tipos de HPV, as novas vacinas pretendem

também combater estas limitacGes (Lin, Doolan, et al., 2010; Monie et al., 2009).

Para Kawana e seus colaboradores (2012), a vacina profilatica baseada em VLPs L1
para ser realmente efectiva teria que conter os 12 tipos de HPV AR no entanto,

implicaria um custo muito elevado (Kawana, Adachi, Kojima, Kozuma, e Fujii, 2012).

IX.1.1. Vacinas profilaticas contra 9 tipos de HPV

A Merck esta a desenvolver uma vacina (V503) que pretende incorporar nove tipos de
antigénios: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 e que neste momento se encontra em Fase
I11 de ensaios clinicos. Segundo Serrano et al. (2012), se esta vacina possuir 0 mesmo
nivel de eficacia que as anteriores e se 0s programas de implementacdo da mesma forem
eficientes, a taxa de incidéncia, a nivel mundial, de CCU podera ser reduzida
substancialmente; a proteccdo de infeccBes associadas ao CCU poderia aumentar para
90% (Serrano et al., 2012).

IX.1.2. Vacinas profilaticas dirigidas as proteinas da capside L2 do HPV

Nos Gltimos anos tém-se assistido a um interesse gradual nas vacinas baseadas na
proteina L2 da capside (Schiller et al., 2012). Nas infec¢cdes naturais por HPV, as
proteinas L2 da capside ndo tém a capacidade de libertar anticorpos neutralizantes
(Stanley et al., 2012). Todavia, a imunizacdo com proteinas L2 da capside produz
anticorpos neutralizantes do tipo cruzado contra diversos tipos de HPV que afectam
tanto as mucosas como o tecido cutaneo. Isto traduz-se na possibilidade de existir uma
vacina monovalente de baixo custo e com grande potencial protector (Schiller et al.,
2012; Stanley et al., 2012). Porém, e comparando com as particulas VLP L1, as L2 sdo
fracamente imunogenicas pelo que se tem tentado criar e desenvolver estratégias no
sentido de fortalecer a sua imunogenicidade, nomeadamente através do uso de

adjuvantes como os agonistas TLR2 (Lin, Doolan, et al., 2010). Segundo Stanley e seus
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colaboradores (2012) e fundamental recorrer a ensaios clinicos que demonstrem a

seguranga, eficdcia e imuno-patogenicidade destas vacinas (Stanley et al., 2012).

IX.2. Vacinas Terapéuticas

Estas vacinas, de caracter terapéutico, ttm como objectivo controlar ou regredir
infeccOes ou lesdes especificas do HPV.

Os alvos terapéuticos destas vacinas devem-se focar em antigénios HPV constitutivos
expressos tanto na infeccdo persistente por HPV bem como no carcinoma invasivo. As
vacinas profilaticas utilizam VLPs L1 e/ou L2 no entanto, as proteinas da capside sdo
praticamente indetectaveis na camada basal, em lesGes pré-cancerigenas e no carcinoma
invasivo pelo que ndo podem ser utilizadas como alvos nas vacinas terapéuticas (Lin,
Roosinovich, et al., 2010; Monie et al., 2009). Desta forma, os alvos da vacina
terapéutica tém-se centrado em proteinas essenciais ao processo de transformacao
celular nomeadamente na E6 e E7, que ndo tém expressdo em células normais mas que

se encontram sempre presentes em células infectadas com o HPV (Kawana et al., 2012).

Diversos métodos tém sido utilizados no desenvolvimento das vacinas terapéuticas e
incluem vacinas peptidicas, ou a base de proteinas, vacinas baseadas em vectores vivos,
vacinas baseadas no DNA ou RNA, vacinas de celulas inteiras e combinacdes. As
vacinas baseadas no DNA sdo as de eleicdo pela sua seguranca, estabilidade e
habilidade em induzir antigenios de imunidade especifica (Lin, Roosinovich, et al.,
2010).

Os mecanismos de actuacdo das vacinas profilaticas e terapéuticas distinguem-se. A
vacina profilatica foca-se na imunidade humoral (linfocitos B) enquanto, que a vacina
terapéutica foca-se essencialmente na imunidade mediada por células (linfocitos T). Os
linfocitos T citotoxicos (CTL) sdo capazes de reconhecer e matar as células infectadas
(Han e Sin, 2013; Lin, Roosinovich, et al., 2010). Os dois mecanismos de actuacdo das

vacinas contra o HPV, profilatica e terapéutica, encontram-se na Figura 11.
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Figura 11. Vacina Profilatica versus Vacina Terapéutica. As vacinas profilaticas induzem anticorpos
neutralizantes contra a proteina L1 da cépside do virido. As vacinas terapéuticas induzem linfdcitos T
citotdxicos (CTL). Os CTLs reconhecem proteinas reguladoras do HPV e matam as células nocivas (Han
e Sin, 2013).

Até ao momento ndo existem dados concretos resultantes dos ensaios clinicos sobre a
eficacia destas vacinas. Este tipo de terapéutica combinada com outros tratamentos
como a quimioterapia e a radiagdo podem ter potencial para controlar as infec¢fes por

HPV associadas a carcinogénese (Monie et al., 2009).
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Conclusoes

X. CONCLUSOES

A infeccdo por HPV é considerada o factor etioldgico mais relevante no CCU e lesdes
percursoras (CIN), causando anualmente meio milhdo de casos de CCU dos quais cerca
de metade acabam por ser fatais. O CCU é assim o terceiro cancro mais comum entre as
mulheres. Em Portugal 13.5 mulheres em 100.000 sdo afectadas pelo CCU, o que
demonstra uma alta taxa de incidéncia.

Com base nestes dados torna-se essencial discutir e apostar na concepgdo e
desenvolvimento de novas estratégias preventivas e terapéuticas. De forma a contribuir
para este desenvolvimento é fundamental compreender os mecanismos associados a
infeccdo e a sua progressdo maligna.

A introducdo das vacinas profilaticas marcou o inicio de uma nova fase de combate
contra a infec¢do por HPV e lesbes associadas, nomeadamente contra o CCU. Até a
data, estudos efectuados tém relevado resultados positivos e benéficos associados a
vacinacao porém, o seu impacto a nivel global continua ainda por determinar, carecendo
de mais estudos.

Cada pais tem um programa de rastreio e um PNV diferente, adaptado as suas infra-
estruturas, condi¢cdes econdmicas, populacionais e logisticas. Para que exista uma
percepcdo nacional e global do impacto da vacinagédo incluindo a durabilidade da sua
proteccdo e custo-beneficio, € essencial que, cada pais monitorize a incidéncia da
infeccdo por HPV e CCU assim como 0s custos associados a prevencdo primaria,
secundaria e tercidria. Desta forma também é possivel optimizar estratégias de
prevencdo, nomeadamente ao nivel dos rastreios organizados, e maximizar o beneficio
decorrente da vacinagdo. Neste cenario, Portugal, apesar de ja ter desenvolvido alguns
estudos, ainda nédo revelou dados suficientes acerca do impacto da vacina desde da sua
implementacao.

As vacinas profilaticas demonstram ser uma forte promessa na redu¢do da incidéncia do
CCU, no entanto outras estratégias estdo a ser desenvolvidas de forma a ultrapassar as
limitacdes associadas a Cervarix® e a Gardasil®, nomeadamente a auséncia de
proteccdo contra outros tipos de HPV e periodo de proteccdo. No futuro é essencial
pensar numa vacina eficiente, seja esta profilatica ou terapéutica, mas também acessivel
e vidvel a populagdo, em termos econdmicos e logisticos, pois Sdo 0s paises em vias de
desenvolvimento que, pela escassez de recursos, mais carecem de meios de rastreio e de

diagndstico sendo por isso os mais afectados com a infeccdo por HPV e CCU.
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