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RESUMO

Introducédo: Os métodos diagndsticos séo infinitos para uma variedade de doencas,
especialmente aquelas que apresentam mutacbes em células somaticas, como
exemplo, as causadas pelo Papilomavirus Humano (HPV), acometendo tanto
homens como mulheres com infeccdes multiplas nos genitais. Objetivo: evidenciar a
utilizacdo de biossensores associados ao Papanicolau para o diagnostico do HPV.
Metodologia: de cunho, descrito, exploratorio, qualitativo e documental. Baseados
em artigos cientificos, documentos, livros, dissertacdes de mestrado e teses de
doutorado. Discussdo Teodrica: As lesdes que acometem o colo uterino, para
surgimento do céancer invasivo tende a progredirem lentamente em NIC I, NICII e
NIC Ill. Do ponto de vista clinico, o biossensor combina biomoléculas, imobilizada de
acido nucleicos a um transdutor para que ocorra a medi¢do quantitativa e qualitativa
do analito especifico do DNA do virus. Sua aplicabilidade esta no controle ambiental,
fiscalizacdo de substancias, dosagens bioquimicas e etc. Os biossensores podem
ser classificados de acordo com o elemento de reconhecimento bioldgico,
imobilizados na superficie do eletrodo, podendo ser biossensores enzimaticos,
microbioldgicos, imunossensores e genossensores. As estratégias de prevencao
baseiam-se, no uso de vacinas, preventivos, realizacdo de exames preventivos e 0
biossensor considerado padrdo ouro para o diagnoéstico HPV. Consideracfes
Finais: O biossensor associado ao exame citolégico (Papanicolau) permitira um
diagnéstico mais seguro, eficaz, com alta seletividade, sensibilidade, rapidez,
linearidade do sinal, portétil, aplicados nos laboratério, consultérios médicos e
facilitando o transporte para unidades distantes, onde acesso a saude é restrito,
considerando que o indice de infestacdo hoje existente no Brasil € preocupante.

Palavras chaves: Biossensor. Diagndstico. Papilomavirus Humano (HPV).

HUMAN PAPILOMAVIRUS (HPV): A REVIEW OF ITS DIAGNOSTIC ASPECTS IN
THE USE OF BIOSSENSORS AND THEIR PROPHILAXIES

ABSTRACT

Diagnostic methods are endless for a variety of diseases, especially those that have
somatic cell mutations, such as those caused by the Human Papillomavirus (HPV),
affecting both men and women with multiple genital infections. Objective: To highlight
the use of Papanicolau-associated biosensors for the diagnosis of HPV.
Methodology: Outlined, described, exploratory, qualitative and documents. Based on
scientific articles, documents, books, master's dissertations and doctoral theses.
Theoretical Discussion: Lesions that affect the cervix for the onset of invasive cancer
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tend to progress slowly in CIN I, CICII and CIC Ill. Clinically, the biosensor combines
immobilized biomolecules of nucleic acid to a transducer for quantitative and
qualitative measurement of virus-specific analyte. Its applicability is in environmental
control, substance inspection, biochemical dosages and etc. Biosensors can be
classified according to the biological recognition element, immobilized on the
electrode surface and can be enzymatic, immunosensor and genossensor
biosensors. Prevention strategies are based on the use of vaccines, preventives,
preventive tests and the biosensor considered the gold standard for HPV diagnosis.
Final Considerations: The biosensor associated with the cytological examination
(Papanicolau) will allow a safer, more efficient diagnosis, with high selectivity,
sensitivity, speed, linearity of the signal, portable, applied in the laboratory, doctor's
offices and facilitating transport to distant units, where access. health is restricted,
considering that the infestation rate currently existing in Brazil is worrying.

Keywords: Biosensor, diagnosis and Human Papillomavirus (HPV).
INTRODUCAO

Uma das caracteristicas inerentes ao ser humano é a busca constante por
tecnologias mais avancadas para o diagndstico preciso, como a utilizacdo de
biossensores, tornando cada vez mais um instrumento laboratorial de grande
definicdo no diagndstico e prevencdo de diversas doencas. Por outro lado, as
profilaxias também s&o indispensaveis na saude humana, como o uso de vacinas,
preservativos e exames que fornecem medidas para atenuar e prevenir.

Os métodos diagndsticos sd@o vastos utilizados para identificar uma grande
variedade de doencas, especialmente aquelas que apresentam mutacdes em
células somaticas, como por exemplo, as causadas pelo Papilomavirus Humano
(HPV), acometendo tanto homens como mulheres com infecGes mdltiplas nos
genitais, que como consequéncia, € um dos grandes responsaveis por ocorréncias
de canceres’.

Os HPVs fazem parte de uma grande familia de virus, denominada
papovaviridae. Este virus tem afinidade pelas epidermes e mucosas, onde sao
encontradas lesfes na regido em que 0 mesmo se instala, como por exemplo: na
cavidade bucal, seios paranasais, laringe, uretra, mucosa traqueobrénquica, trato
anogenital, esdfago, pénis, trato nasal, na conjuntiva dos olhos e pele, induzindo a
formacao de tumores benignos ou malignos®.

As enfermidades causadas pelos HPVs de alto risco, e em especial o que
contém o genotipo 16 é responsavel por aproximadamente 99% dos casos de
cancer cervical, sendo que, somente uma pequena parcela esta relacionada aos
canceres de cabeca e pescoco, assim como, anal, vulvar, peniano e vaginal®.

Esse virus trata-se de um epiteliotréficos, diminuto que mede em torno de 55
nm de diametro, possuindo uma estrutura proteica de formato icosaédrica. Este virus
é fundamentalmente composto por um capsideo que contém 72 capsdémeros, sendo
que, esta estrutura ndo é revestida por um envelope lipoprotéico. O papilomavirus
possui no interior de seu capsideo uma Unica molécula de acido desoxirribonucleico
(DNA) circular, contendo em torno de 7200 a 8000 pares de bases nitrogenadas®.

A identificagdo da infecgcdo por HPV ocorre pelo aparecimento de verrugas
condilomatosas simples, se ndo tratadas, evolui para neoplasias cervicais (NIC),
classificadas pelo sistema de Bethesda em intraepitelial escamosa (LIE) de baixo



grau; LIE de alto grau e carcinoma in situ. Este tipo de situacdo clinica pode ficar
silenciado por anos, ou regredir espontaneamente, mas em alguns casos podem
evoluir para o carcinoma invasivo®. Um dos métodos tradicionais para a identificacdo
da mutacao causada pelo HPV no tecido genital consiste no exame Papanicolau que
se baseia na utilizacdo do espéculo para a abertura do canal genital, possibilitando a
visualizacdo do colo. Com o auxilio da escova cervical, coletam-se as células da
endocérvice em angulo de 360°C e com espatula de Ayre, retira-se amostra da
parede genital nas proximidades ectocérvice. As etapas consistem, efetua-se a
fixacdo do material em lamina, com coloracdo, analise ao microscopio e avaliacéo
do contetido encontrado na amostra®.

O exame Papanicolau de citologia oncética, técnica que ajuda na avaliacéo
e deteccdo de coildcitos e outras alteracdes citologicas (disqueratose, papilomatose,
hiperqueratose, acantose e paraqueratose), pode ser apenas um indicativo de
lesbes causadas pelo Papilomavirus. Mas de contrapartida, ndo se considera um
meétodo de diagnéstico fidedigno para HPV, pois este exame tem a habilidade de
confirmar somente alteracées, ndo podendo confirmar a presenca do DNA do virus®.

Tendo em vista, que os métodos citados anteriormente para o diagnostico do
HPV sdo muito invasivos, demanda de maior certo tempo de andlise, de méo de
obra especializada e ainda causam um certo desconforto e constrangimento a
paciente, surge a seguinte pergunta norteadora do projeto: existe outro método de
analise ou de diagnéstico para a deteccdo do HPV em pacientes que contornem as
desvantagens apresentadas?

O presente trabalho apresenta um dos recursos de maior impacto no
diagnostico e prevencdo de doencas que é a utilizacdo de biossensores, que sao
dispositivos analiticos, que apresentam um elemento de reconhecimento bioldgico
imobilizado na superficie de um eletrodo, acoglado a um sistema de transducao,
amplificagéo e deteccao do sinal do analito alvo®.

Os biossensores, do ponto de vista clinico, constituem uma importante
interface de ferramenta entre a pratica laboratorial, sobretudo no que diz respeito ao
diagndstico e o tratamento precoce de determinados tipos de cancer’. Além do mais,
esses dispositivos analiticos fornecem resultados de forma répida, precisa, sao
praticos, precisos, sensiveis, seletivos, sdo portateis e passiveis de serem
miniaturizados. Todas essas caracteristicas do biossensor fazem com que a sua
utilizacdo para a identificacdo precoce do cancer do colo de Uutero seja
extremamente promissor e de grande aplicabilidade na saude, que associados ao
exame citolégico, buscam a otimizacdo do tempo na entrega de laudos e até mesmo
na eficacia do exame, maximizando as possibilidades de tratamento precoce,
rastreabilidade da regressao e progresséo da doenca®.

Levando em consideracdo as informacdes citadas acima, esta atualizacao
se faz necessaria, pois constantemente, surgem novas técnicas para diagndésticos
moleculares por meio de biossensores para diferentes tipos de mutacdes,
possibilitando a identificacdo precoce da doenca e possibilidades de tratamento e
cura dos diferentes tipos de canceres. Com relagcdo as mutacdes causadas pelo
(HPV), é de suma importancia que este diagnostico seja 0 mais rapido e o mais
preciso possivel, pois quanto mais precoce a sua detec¢cdo mais rapido sera o
tratamento, minimizando as possibilidades de evolucdo das lesbes pré-
cancerigenas. Desta forma, alguns autores explicam que 0S genossensores sao
tecnologias indispensaveis para diagnostico médico e biomédico, pois exemplificam
em ambas as situacdes a facilidade para deteccéo célere de agentes infecciosos a
satide humana®.



Desta forma, a presente pesquisa teve por objetivos evidenciar a utilizacéo
de biossensores associados ao Papanicolau para o diagndstico do HPV. Para atingir
esse proposito foram delimitados os seguintes objetivos especificos: discorrer a
historia da neoplasia uterina causada pelo virus do HPV, descrever de forma geral a
definicdo de biossensor, componentes, vantagens e tipos de classificagfes, bem
como evidenciar técnicas de imobilizacdo e principais pesquisas sobre o
desenvolvimento de dispositivos analiticos para o diagndstico do HPV e informar
sobre a importancia dos meios de prevencdo como 0 uso de preservativos e
vacinacao.

METODOLOGIA

A presente pesquisa trata-se de uma ampla revisdo da literatura, de cunho
descritivo, exploratorio, de natureza qualitativa e documental a respeito da
importancia dos biossensores no diagnostico do HPV.

Inicialmente, foi realizada uma analise dos artigos, em leitura flutuante em
especial dos resumos, onde foi de extrema valia para tomar ciéncia do tema em
cada pesquisa, e assim, foram escolhidos os mais compativeis para fundamentar
este trabalho, sendo excluidos artigos que fugiam da tematica proposta ou que
apresentassem data inferior ao ano de 20009.

As plataformas on-line utilizadas para a busca de dados foram: Scholar
Google (Google académico), Biblioteca fisica e online, Scientific Electronic Library
Online (SCIELO), repositorios de Universidades, Bireme e sites governamentais
brasileiros, utilizando como descritores os seguintes termos: cancer do colo de utero,
biossensores, Papanicolau, virus, genossensores, testes moleculares e
Papilomavirus Humano. Em seguida, foram utilizadas as palavras correspondentes
na lingua inglesa.

Os artigos escolhidos foram organizados em uma matriz, distribuidos e
analisados de acordo com os itens: ano de publicacéo, referenciais bibliograficos,
autores, proposta de conclusGes, metodologia da pesquisa e objetivos. Apds a
comparacdo e analise qualitativa dos mesmos, foi possivel obter aportes teéricos
para embasar o estudo de revisao.

REVISAO DA LITERATURA
Historia da neoplasia uterina causada pelo virus do HPV.

A historicidade do HPV iniciou-se em 1933, por pesquisadores Shope e
Hurst que descobriram a presenca do virus em coelhas selvagem. Anos mais tarde,
em 1994, Rous e Kidd verificaram que o virus produzia o céncer de pele e
observando que em alguns animais domeésticos, como coelhos, mesmo apds o pré-
tratamento com alcatrdo, havia o surgimento de tumores que se comportava de
forma mais branda ou benigna. Nos experimentos em humanos identificou-se que
havia uma associagdo com HPV e verrugas tanto cutdnea como vulvares, estas
tltimas denominadas condilomas acuminados®.

A ocorréncia da invasao do virus dentro da célula do hospedeiro ocorre na
camada profunda que sao ceélulas menos diferenciadas do epitélio escamoso que
ainda tem atividade mitética, fenda essa que favorece a entrada do virus' Particulas
entram através da juncdo de proteinas presente no capsideo com receptores
especifico na superficie da membrana celular'®. Os receptores mais prevalentes na



superficie das membranas celulares e matriz extracelular (ME) séo os proteoglicanos
como heparam sulfato e as proteinas integrinas a634, visto que sdo moléculas que
encaixam na molécula alvo de seu receptor no caso o virus do HPV*.

Minutos depois que o virus do HPV invade a célula, o DNA é exposto e o
capsideo é perdido, favorecendo a multiplicacdo de genes virais na célula
hospedeira. Dentro da célula o virus pode interagir de duas formas: se juntando ao
material genético da célula do hospedeiro ou ficando dentro do nucleo em forma
circular apenas integrado ao genoma celular*?.

As lesGes que acometem o colo uterino tendem a progredirem lentamente e
0s quadros dessas progressfes se baseiam em niveis de anormalidades, como por
exemplo as NIC I, que séo lesfes intraepiteliais escamosas de baixo grau, a NIC II,
displasia moderada recobrindo até dois ter¢cos do epitélio e a NIC I, displasia grave
ou lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau, cobrindo o terco superior do epitélio
ou carcinoma in situ®.

Nos esfregacos vistos ao microscépio, essas ceélulas apresentam displasia
incluindo maturacdo desordenada do epitélio, mitoses, pleomorfismos, disceratose
coilécitos e binucleacdo®. J& foram catalogados molecularmente mais de 100 tipos
de virus associados ao HPV, destes, 40 sdo aptos a infectarem o trato genital
inferior. Os sorotipos 16 e 18, de alto risco oncogénicos, representam o maior
percentual de casos de lesBes cervicais além desses outros sorotipos 31, 33, 35, 39,
45, 52, 56, 58, 59 e 68, que sdo descritos na literatura. Normalmente s&o
encontrados em canceres de vagina, anus, colo uterino, pénis e vulva',

Outro ponto importante associados ao cancer cervical sdo o0s que
apresentam baixo risco (ndo oncogénicos), que causam o0 aparecimento de verrugas
vaginais e lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (sorotipos 11, 40, 42, 43,
44, 54, 61,70, 72 e 8). Normalmente esses sorotipos ndo sédo encontrados nos
tumores. Porém as les6es no colo uterino, em geral, podem progredir, regredir e
persisti para forma de cancer cervical invasivo™.

De forma geral a definicdo de biossensor, componentes, vantagens e tipos de
classificagoes.

Os biossensores tém sido utilizados no diagndstico de varias enfermidades
abrangendo a deteccdo in situ de varios agentes patoldgicos®®’, uma vez que,
oferece subsidios para um rapido diagnéstico com custos-beneficios vantajosos
baseado nas medidas analiticas que obedeca aos padrdes ou regras estabelecidas
para monitorar substancias de interesse na demanda do diagndstico clinico'®*°,

Esses aparelhos miniaturizados podem ser utilizados como método de
analise qualitativa, onde detecta a presenca ou nao do analito alvo, ou como método
de andlise quantitativa, no qual vai determinar a concentracdo do analito de
interesse presente numa amostra. Do ponto de vista clinico, esses dispositivos
constituem uma importante interface de ferramenta entre a pratica laboratorial,
sobretudo no que diz respeito ao diagnostico e ao tratamento precoce por efetuarem
a deteccdo do analito em concentracdes baixissimas, muito antes dos sintomas
aparecerem nos individuos®.

Desta forma, os biossensores podem ser definidos como dispositivos
analiticos que convertem o sinal obtido de um evento de reconhecimento biologico
em um sinal elétrico mensuravel. Os componentes de um biossensor sdo: o
biorreceptor, transdutor e detector. O biorreceptor € constituido por elemento
guimico ou biolégico imobilizado na superficie do eletrodo que tem o compromisso



de detectar a amostra de interesse. O transdutor tem a funcéo de transduzir o sinal
biolégico em outro tipo de sinal como por exemplo o sinal elétrico e o detector
apresenta funcdo de processar o0s sinais vindos de um transdutor que serao
analisados e ampliados. O sinal gerado é proporcional & concentracdo do analito®.

A andlise de um biossensor baseia-se em uma ligacdo entre afinidade do
analito com a camada biorreceptora imobilizada na superficie do eletrodo, visto que
essa afinidade especifica resulta na resposta de alteracdo de uma ou mais
propriedades fisico-quimicas, como por exemplo, alteracdo de massa, transferéncia
de calor, transferéncia de elétrons, alteracéo de pH, ions especificos ou liberacdo de
gases, que sdo avaliados pelo transdutor, em tempo real®®. A figura 1 mostra um
esquema de um biossensor com 0s seus constituintes.

Figura 1. Configuracdo de um biossensor, mostrando a organiza¢do dos seus componentes
funcionais.
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Fonte: Oliveira, 2016.

Sabendo o vasto conhecimento dos biossensores e seu reconhecimento nos
dias atuais, suas utilidades sédo vastas devido a sensibilidade, reprodutibilidade,
tempo de resposta, seletividade e estabilidade. Eles podem ser aplicados em
diversas areas, como no controle ambiental, na fiscalizacdo de substancias de
metais pesados, pesticidas e fendis, diagnéstico clinico, abrangendo as dosagens
bioquimicas, teste rapidos, teor de contagio de microrganismo, na induastria de
alimento, em analises forenses, entre outros”.

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o tipo de transdutor
do sinal gerado por meio do evento de reconhecimento biolégico entre sonda-alvo,
no qual os principais tipos existentes sao:

A) biossensor térmico: caracterizado por medir a mudanca da temperatura
provocadas por meio de reacdes exotérmicas catalisadas por enzimas®* %,

B) biossensor piezoelétrico: é caracterizado pela variagdo da frequéncia e
pela variacdo da massa, devido ao aumento da massa do eletrodo através da
interacdo da sonda com o analito alvo®.

C) biossensor 6ptico: se baseia na fluorescéncia, comprimento de onda,
fosforescéncia, absorcéo e indice de refragéo, fermitindo a identificacdo do analito
usando um ou mais atributos da radiacdo 6ptica®® %.

D) biossensor eletroquimico: caracterizado no processo de duracdo da
biointeracdo entre o analito alvo e a biomolécula imobilizada, que ocorre através de
reacées quimicas produzindo e consumindo elétrons ou fons?*.

Esses dispositivos analiticos também podem ser classificados quanto ao
elemento de reconhecimento biolégico, no qual sdo imobilizados na superficie do
eletrodo acidos nucléicos, anticorpos, antigenos e enzimas?*.

Os biossensores enzimaticos sdo embasados por reacdes catalisadas por
enzimas que foram imobilizadas na superficie do eletrodo, sendo o0 mais prevalente



o glicosimetro, utilizado para afericdo da glicose presente no sangue total, tendo
como elemento de conhecimento a glicose oxidase ou a desidrogenase. A sua
monitoracdo baseia-se no aparecimento de reagentes ou produto de reacdo que €&
emitido por um sinal que muda a concentracdo de prétons, como a liberacdo ou
absorcado de gases (NH;ou O,), ou uma emisséo refletancia de luz ou absorcéo?®’.

Os bhiossensores microbiolégicos apresentam alta sensibilidade, estabilidade
e viabilidade in vitro para detectar algas, leveduras e bactérias, pois, ocorre a
imobilizagdo de um microrganismo no eletrodo. Os microrganismos S&o
considerados analogos possuindo enzimas coenzima/cofatores que sao capazes de
reconhecer o analito alvo através de produtos quimicos. Sao largamente utilizados
também na deteccéo de benzeno, tolueno, fenol e outros compostos?®.

Os imunossensores sdo sensiveis e seletivos tendo como potencial
identificar niveis baixissimos do analito alvo como drogas, virus, horménios,
bactérias, marcadores tumorais e pesticidas. Contudo se baseia na resposta
imunologica entre antigeno e anticorpo que sao imobilizados na superficie do
eletrodo?®.

Os genossensores sao baseados no reconhecimento da fita simples de DNA
imobilizada na superficie do eletrodo com a fita complementar do analito alvo
presente na amostra. Esse processo de reconhecimento que ocorre o pareamento
das bases nitrogenadas, numa dada temperatura, recebe o nome de hibridizacéo®"
31 tal fato é mostrado na figura 2.

Figura 2. llustracdo esquemética das etapas envolvidas do evento DNA hibridizacdo do
biossensor eletroquimico.
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Fonte: Ferreira, 2014.

Em destaque no relatorio disponivel pela Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada- IUPAC (2010), é vasto os tipos de DNA utilizado como elementos
no biorreconhecimento como moléculas de PNA, RNA, DNA e aptameros™.



Acidos nucléicos peptidicos (PNA) s&o acidos nucléicos sintéticos, eficazes
por serem mais estiveis em intervalos maiores de pH e temperatura. Possuem
especificidade na deteccdo de mutacbes de ponto, como polimorfismos de
nucleotideo Unico, ocorrendo um mau acoplamento entre as bases Unicas de PNA-
DNA do hibrido®.

Os aptameros se mostram mais estaveis que o DNA e o RNA, por
possuirem sintese e armazenamento mais resistentes a desnaturacédo, apresentam
afinidade por ligantes e ndo séo reconhecidos por ions e anticorpos, se mostrando
mais preferiveis na utilizacdo em biossensores™.

Técnicas de imobilizacdo e principais pesquisas sobre o desenvolvimento de
dispositivos analiticos para o diagnéstico do HPV.

Uma das etapas cruciais na constru¢cdo de um biossensor é a imobilizacédo
do elemento de reconhecimento biolégico na superficie do eletrodo. Para garantir
uma imobilizacdo eficaz € necessario efetuar uma modificacdo quimica do eletrodo
em questdo para que o mesmo adquira grupos funcionais e possam interagir com o
biorreceptor. As principais técnicas para a imobilizacdo da sonda na superficie do
eletrodo sdo: adsorcdo quimica, ligacdo covalente, adsorcédo fisica e ligagcdo por
afinidade®.

Na adsorcdo quimica a imobilizacdo da sonda baseia-se em monocamadas
de um agente como alcanos tiolados, sobre o eletrodo, onde sdo capazes de fixar
moléculas biologicas. Um exemplo que ilustra a adsor¢cao quimica € o processo de
imobilizacdo do DNA pelo agrupamento tiol presente no aminoacido cisteina que tem
afinidade pelo ouro (Au)**.

A ligagdo covalente possui uma alta sensibilidade de deteccdo, pois nao
permite que biomoléculas inespecificas se ligarem a superficie do eletrodo, porque
possui na sua extremidade final da sonda o biorreconhecimento que tem maior
especificidade pelo tipo de eletrodo escolhido. Os mais grupos funcionais mais
utilizados para essa modificacdo estdo na cadeia lateral de alguns aminoacidos
como tiol, carboxilico, amino e etc. A adsorc¢ao fisica representa um método simples
de imobilizacdo, pois ocorre interacdo eletrostatica entre 0s grupos anidnicos
presentes na sonda de DNA e as cargas catidnicas que recobrem a superficie do
eletrodo?.

Na ligacdo por afinidade, o processo de imobilizagdo da sonda ocorre por
meio da utilizacdo da biotina que tem uma maior sensibilidade aos quatro sitios de
ligagdo na avidina ou na estreptavidina, conectando a sonda ao eletrodo do
trabalho®.

Apo6s a imobilizagdo da sonda no eletrodo, o biossensor € colocado em
contato com a amostra para a deteccdo e quantificacdo do analito alvo. Essa
deteccdo ocorre por meio da transducdo do sinal obtido entre a reacdo da sonda
com o alvo. Os principais tipos de deteccdo utilizados nos genossensores é a
deteccado eletroquimica que permite a analise de baixos niveis de concentracdo do
analito®®.

O meétodo de deteccao direta nos genossensores, baseia-se na mensuragao
do sinal de corrente antes e apds o processo de hibridizacdo. A intensidade da
corrente elétrica antes da formacao do hibrido é maior, devido uma maior exposi¢ao
e oxidacdo da guanina na superficie do eletrodo. Apos o processo do pareamento
das bases nitrogenadas, os residuos de guanina ficam menos suscetiveis a
oxidacdo, consequentemente, ocorre um decréscimo do sinal de corrente gerado.



Das bases nitrogenadas presentes na molécula de DNA, a guanina apresenta maior
facilidade de sofrer oxidacdo no eletrodo e, portanto, pode ser usada para a
deteccdo da hibridizacdo pelo método direto®.

No método de deteccdo indireta, mensura-se o sinal de corrente elétrica
antes e depois da hibridizacdo com a fita complementar. Porém, apos submeter a
sonda na presenca do analito alvo para ocorrer a formacdo do hibrido, coloca-se
uma substancia eletroativa, como o brometo de etidio, que se intercala na molécula
de DNA, fazendo com que o sinal eletroquimico gerado, seja aumentado>®.

Como visto anteriormente, 0os biossensores apresentam diversas vantagens
na sua utilizagdo como analise da amostra em tempo real, ndo demandam obra
qualificada para analise, etc. Desta forma, muitas pesquisas tém sido realizadas no
desenvolvimento de biossensores para a deteccdo do HPV. Um biossensor
eletroquimico que determinava a presenca do oligonucleotideo do virus HPV
adsorvido em eletrodo de ouro impresso. A detec¢cdo do oligonucleotideo foi
realizada de forma direta, onde se verificava a oxidacdo de purinas (guanina e
adenina) e fragmentos de DNA na superficie dos eletrodos, por meio de voltametria
de onda quadrada®”.

Em uma outra pesquisa, foi desenvolvido um imunossensor utilizando um
copolimero conjugado poli (5-hidroxi-1,4-naftoquinona-co-5-hidroxi-2-carboxietil-1,4-
naftoquinona) para a deteccdo de infeccdo por HPV. Esse dispositivo é capaz de
identificar a interacdo entre o peptideo antigénico L1 do principal HPV-16 proteina
do capsideo, um epitopo dominante envolvido na infeccéo viral na vacina profilatica
e no anticorpo relevante. O HPV-16-L1 foi enxertado como sonda para detectar o
anticorpo HPV-16.

No mesmo ano, alguns pesquisadores desenvolveram um trabalho similar
onde verificou-se o desempenho analitico dos filmes de nanotubos de carbono de
polianilina com multiplas paredes (PANi-MWCNT) em matrizes de eletrodos de
platina interdigitados para a deteccéo do virus HPV®,

Em contrapartida, foram realizadas pesquisas, permitindo o desenvolvimento
de um nanobiosensor usando um transistor de efeito de campo do nanotubo de
carbono (CNTFET) e o condicionamento de sinal. Os circuitos projetados tém
interface com o sensor para amplificar o biopotencial gerado com a reacao quimica
do antigeno com o anticorpo colocado sobre o eletrodo de CNTFET*.

Estes trabalhos realizados tém sido promissores para a deteccdo em tempo
real de HPV, no entanto, mais estudos sdo necessarios para determinar a
viabilidade dos ensaios para aplicacdes clinicas.

Meios de prevencdo como o uso de preservativos e vacinacao.

O uso da vacina € uma medida profilatica indispensavel para a imunizacéo
de variadas patologias incluindo as infec¢ées causadas pelo o HPV*" 2 No Brasil,
sao disponibilizados dois tipos de vacinas: as terapéuticas e preventivas baseadas
na resposta imune celular (linfécito T) para se ativarem e a outra se baseia na
resposta imune humoral (linfécito B)*,

Com isso, sdo disponibilizadas no mercado duas doses de vacina bivalente:
a Cervarix® (GlaxoSmithKline — GSK), que protege o paciente de dois tipos de
(HPV) 16 e 18 e a vacina quadrivalente (a Gardasil®), que protege o paciente de
quatro tipos variantes do virus: 6, 11, 16 e 18%. Para se obter uma protecéo eficaz é
recomendavel 3 doses da vacina em um tempo recomendado de seis a doze
meses*’. Mas para manter sua eficacia completa, varia de cinco a dez anos de
individuo para individuo necessitando de um reforco a cada 5 anos*.
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As vacinas sao compostas por particulas iguais ao do virus (virus-like
particles — VLP) originarias das proteinas (L1 e L2) presentes no capsideo do virus
do HPV*“® Individuos que apresentam infeccdo pré-existentes, os antigenos L1 e
L2 ndo s&o detectados, visto que ndo existe um efeito terapéutico, pois a limitacédo
esté no fato de que a vacina ndo contra-ataca infeccées pré-existentes do HPV*" %8,

A protecdo contra infec¢cbes sexualmente transmissiveis (ISTS) no sexo
masculino e feminino sdo o0 uso dos preservativos, apesar dos mesmos hao
oferecerem protecdo completa ao (HPV). Visto que essas transmissdes ocorrem
pelo o contato de epidermes a epidermes, vaginal com vaginal, mdos com genital e
entre outros, 0 mesmo vale para lesdes na vulva, vagina e lesdes masculinas tende
a progredir e transmitir ao parceiro. Diante disso, estudos comprovaram na Australia,
em uma clinica de DST, aproximadamente 2.000 mil casos e entre casos de
controles que o uso de preservativos tende a cair significativamente o risco de
adquirir o condiloma acuminado entre ambos 0s sexos mostrando que prevencgao
ainda é indispensavel**,

As estratégias de prevencgdo para o controle epidemiologico preconizada nos
servicos de saude. Baseia-se, na orientacdo da sociedade sobre 0 uso de vacinas e
realizacdo periédica de exames preventivos tanto nas medidas primarias e
secundarias considerado o padrdo ouro para o diagnéstico do HPV>. Os programas
de atencdo basica a saude para prevencao clinica por meio de exames e
diagnéstico, esta voltada para a parte educativa, preventiva, diagnéstico precoce,
cura, prognostico e qualidade de vida para esse tipo de patologia e demais
doencas™.

Notoriamente, os dispositivos analiticos, como biossensor, tém sido
desenvolvidos para diagndstico de varias doencas, abordando a deteccao in situ de
agentes infeciosos como HPV. Em comparado com a instrumentacao de laboratorio
classico, o biossensor esta sendo cada vez mais explorado com alternativa
promissora e simples para um diagndstico por que tem a capacidade de diferenciar
mais de um tipo de doenca em um Unico analito. Além disso, pode ser uma
alternativa barata e célere para medidas analiticas convencionais, devido oferecer
parametros de sensibilidade, estabilidade, seletividade, tempo de resposta e
possibilidade de reutilizacdo do mesmo®.

CONSIDERACOES FINAIS

O Papilomavirus apresenta grandes incidéncias tanto nos paises
desenvolvidos como subdesenvolvidos. A limitagdo da deteccdo do virus pelos
testes citoldégicos existentes por apresentarem elevados custos, favorece que
mulheres acometidas por lesbes, evoluam para o carcinoma cervical invasivo pela
falta do diagnostico precoce. O método citolégico associado a utilizagdo de
biossensores permitira detectar da presenca do DNA do virus em uma amostra
biolégica, propiciando uma deteccdo precoce do mesmo, favorecendo a
administracdo de terapia adequada, para evitar a evolucéo da doenca.

Apesar de ter uma limitacdo na utilizagdo em saude publica, ja séo feitos
diagnésticos clinicos em laboratorios apresentando ter confiabilidade na ocorréncia
dos resultados, pois reduz substancialmente custos de produgao aos biossensores e
conferindo vantagem para a sua aplicacdo. O biossensor associado ao exame
citolégico (Papanicolau) permitirda um diagnéstico mais seguro, eficaz, com alta
seletividade, sensibilidade, rapidez, linearidade do sinal, portétil, ajudando no
manuseio em laboratorio de analises clinica, consultérios médico e facilitando o
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transporte para unidades distantes, onde a atencdo basica de saude é de dificil
acesso.

A prevencao contra o virus do HPV € indispensavel, pois consiste em evitar
sua disseminagao e que proliferem a outros parceiros. Muitos sdo engajados na
procura do diagndstico pensando no seu bem-estar e do proximo. Essa prevencao
pode ser realizada por meio da vacinagao, utilizacdo de preservativos e
conscientizacdo da populacdo através dos profissionais da saude. Tal
conscientizacdo, tem papel de orientar para que os indices sejam minimos,
considerando que os indices de infestacdo hoje existentes no Brasil séo
considerados preocupantes.
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