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RESUMO

Introducao: A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV), com maior prevaléncia
entre as mulheres jovens, é considerada a infeccao de transmissao sexual mais
freqiente em todo o mundo. O papel fundamental desta infeccdo na carcinogénese
cervical foi estabelecido. Objetivos: Estimar a prevaléncia e identificar os fatores
associados a infeccao pelo HPV e as anormalidades citolégicas em estudantes
universitarias na faixa etaria de 18 a 25 anos de idade, na regidao de Sao Luis de
Montes Belos, no estado de Goias. Método: Estudo de corte transversal conduzido
na regido de Sao Luis de Montes Belos, no estado de Goias, incluindo 107
estudantes universitarias. Os dados sdécio-demograficos, comportamentais, historia
sexual e obstétrica foram obtidos por meio de um questionario. Em seguida as
estudantes foram submetidas a exame ginecolégico com coleta de espécime
biolégico cervical para analise citolégica e molecular. A classificacao citologica foi
baseada no sistema de Bethesda. A deteccdo do genoma do HPV foi realizada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os oligonucleotideos iniciadores
PGMY09/11. Para anadlise de dados foi utilizado o programa de anélise estatistica
Epi Info versdo 3.5.1. Os dados sécio-demograficos, comportamentais, histéria
sexual e obstétrica foram analisados por estatistica descritiva. Foi realizada analise
univariada com calculo do Odds Ratio (OR), com intervalo de confianca de 95% (IC
95%) e nivel de significancia estatistica de 5%. Resultados: A prevaléncia da
infeccdo pelo HPV foi de 39,3% (IC 95%: 30,0-49,2). Os fatores associados a
infeccao pelo HPV, na amostra estudada, foram o inicio da atividade sexual até os
15 anos de idade (OR: 2,7, IC95%: 1,1-6,7) e 0 niumero de parceiros sexuais acima
de trés (OR: 2,4, IC95%: 0,9-6,3). A prevaléncia de anormalidades citologicas foi de
3,7% (1C95%: 1,0-9,3) e nenhum dos fatores avaliados mostrou associacao
estatisticamente significativa com a ocorréncia destas anormalidades. Conclusoes:
Os resultados deste estudo mostraram uma elevada prevaléncia da infecgéo pelo
HPV. Os fatores significativamente associados a infecgao pelo HPV foram o inicio da
atividade sexual até os 15 anos de idade e o numero de parceiros sexuais acima de
trés.

Palavras chave: HPV, Reagdo em Cadeia da Polimerase, Citologia, Cancer do Colo
do Utero.



ABSTRACT

Introduction: Human papillomavirus (HPV) infections are highly prevalent among
young women and they are considered the most prevalent sexually transmitted
infection worldwide. The relationship between cervical carcinogenesis and HPV is
well established. Objectives: to study the prevalence of HPV infection and possible
risk factors associated with HPV infection and cytopathological abnormalities in a
group of university students, aged from 18 to 25 years old, from a Central area in
Brazil. Methods: a cross-sectional study was developed in Sdo Luis de Montes
Belos, Goias, Brazil, and it comprised 107 university students. Socio-demographic,
behavioural, sexual related and obstetrical data were obtained from all the students
by responding a questionnaire. The students were subjected to gynecological
examination and to collection of cervical specimens for cytological and molecular
analysis. The Bethesda Cytology Classification was used for the evaluation of
cytological abnormalities. Results: the prevalence of HPV infection was 39.3%
(95%Cl: 30, 0-49.2). HPV infection was significantly associated with the age under
15 years old at the first intercourse (OR: 2.7; 95%CI: 1.1-6.7), and with three or more
sexual partners during sexual life (OR: 2.4; 95%CI: 0.9-6.3). The prevalence of
cytological abnormalities was 3.7% and none of the examined factors were
significantly associated with the presence of such abnormalities. Conclusions: The
results of our study demonstrated a high prevalence of HPV infection in young
Brazilian women. First intercourse before the age of 15 years old, and the history of
more than three sexual partners during lifetime were significantly associated to HPV
infection.

Keywords: HPV, Polymerase Chain Reaction, cervical cytology, cervical cancer
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1 INTRODUCAO

A infeccdo pelo papiloma virus humano (HPV), com maior prevaléncia
entre as mulheres jovens, com vida sexual ativa (Didgenes et al., 2006; Ho et al.,
2008) é considerada a infeccdo de transmissdo sexual mais frequente e sua
incidéncia esta aumentando em todo o mundo (Koutsky, 1997). A atividade sexual é
o principal meio de transmissédo da infeccao, com valores préximos a 80% em uma
unica relacdo sexual (Tiago, 2001). Embora as relacées sexuais com penetracdo
sejam importantes na transmissao, admite-se que a aquisi¢do do HPV possa ocorrer
também através de contatos sexuais sem penetragéo (Lipsy, 2008).

Varios estudos demonstraram que dentre os fatores de risco associados a
infecgédo pelo HPV, a idade jovem, o inicio precoce da vida sexual e a existéncia de
varios parceiros sexuais ao longo da vida figuram como 0s mais expressivos
(Herrero et al., 1989; Kahn et al., 2002; Cavalcanti & Carestiato 2006; Campos et al.,
2008; Rama et al., 2008).

O exame citoloégico de Papanicolaou € recomendado como método de
rastreamento de grandes populagdes a fim de detectar lesdes pré-malignas e
malignas. A nomenclatura para emissdao de laudos citopatolégicos mais aceita
atualmente é o Sistema Bethesda (Solomon et al., 2002). O cancer cervical € um
raro resultado da infeccéo pelo HPV, pois a maioria dos casos de infeccéo pelo HPV
permanece assintomatica, subclinica e transitéria (INCA, 2010).

Os HPV séo classificados epidemiolégica e filogeneticamente em tipos de
baixo risco, provavelmente de alto risco e de alto risco oncogénico (Mufioz et al.,
2003; de Villiers et al., 2004). A infeccdo persistente por tipos de alto risco
oncogénico, quando associados a outros cofatores, predispde ao desenvolvimento
do céancer do colo uterino e suas lesbes precursoras, as denominadas
citologicamente lesbes intraepiteliais escamosas (Solomon et al., 2002; Franco,
2003; Diégenes et al., 2006). Os HPV de alto risco, especificamente HPV 16 e HPV
18, sdo os tipos mais freqlentemente associados ao carcinoma cervical no mundo
(Gnanamony et al., 2007; Beaudenon & Huibregtse, 2008), sendo o HPV 16
predominante no carcinoma de células escamosas e o HPV 18 nos
adenocarcinomas (Souza, 2004).

A infeccdo pelo HPV é o fator etiologico do cancer de colo uterino,
detectado em 99,7% dos casos (Bosch et al., 1995; Walboomers et al., 1999). Este
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cancer € o segundo mais comum entre as mulheres, com incidéncia de
aproximadamente 500 mil casos novos por ano e taxa de mortalidade de 230 mil
mulheres por ano, no mundo. O céncer do colo do utero pode ocorrer na faixa etaria
de 20 a 29 anos e o risco aumenta rapidamente até atingir seu pico, geralmente na
faixa etaria de 45 a 49 anos (INCA, 2010).

O progresso das técnicas de biologia molecular tem possibilitado uma
melhor condicdo de pesquisas para a caracterizacdo das particulas virais e seus
mecanismos de infeccdo e patogénese no organismo humano. Tem também
permitido o diagndstico mais preciso pois possibilita uma definicdo dos diferentes
tipos de HPV nas lesdes, a fim de tracar o risco real de oncogénese numa dada
populacdo, permitindo assim, elaborar medidas eficientes para a prevencdo do
cancer (Cavalcanti & Carestiato, 2006).

Com o avanco da tecnologia e o advento de técnicas moleculares, a
deteccdo de HPV tornou-se cada vez mais precisa 0 que permite correlacionar o
virus ao desenvolvimento de cancer. Dentre as técnicas mais recentes, destaca-se a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), por ser um método de extrema eficacia,
favorecendo uma detecgdo mais sensivel e especifica para os diversos tipos de HPV
(Souto et al., 2005).

1.1 ESTRUTURA E CLASSIFICACAO DO HPV

Os papilomavirus humanos (HPV) pertencem a familia Papillomaviridae,
incluida no género alpha-papilomavirus (de Villiers et al., 2004). O genoma do HPV é
constituido por uma dupla fita de DNA circular, com 7.900 pares de bases e peso
molecular de 5,2 x 10° daltons. O capsideo viral é composto de 72 subunidades
(capsdbmeros) organizadas em estruturas icosaédricas com diametro de 55 nm
(Brown & Fife, 1990; Chang, 1990; Arends et al., 1998; Queiroz et al., 2007).

Os HPV séao virus ndo cultivaveis e a dificuldade do cultivo advém do fato
desses virus se replicarem somente nas camadas basais do epitélio, constituidas
por células menos diferenciadas, onde também ocorre a expressao das proteinas
precoces. Entretanto, a replicacdo vegetativa do DNA viral, a sintese das proteinas
do capsideo (proteinas tardias) e a montagem das particulas virais s6 tém lugar nas
células em diferenciagao terminal (Villa, 1995; Munoz et al., 2006). O HPV apresenta
consideravel tropismo pelo tecido epitelial pavimentoso da pele e das mucosas
(Castro et al., 2004).
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Mutacdes e recombinacées no genoma do HPV séo eventos muito raros
(de Villiers et al., 2004). O genoma do HPV pode ser dividido em trés regides: uma
regiao reguladora LCR (Long Control Region) ou URR (Upstream Regulatory
Region), uma regidao que codifica proteinas expressas precocemente E (early) e uma
regiao que codifica proteinas expressas tardiamente L (/ate) durante a infeccao (de
Villiers et al, 2004; Rogazy, 2007; Wolschick et al., 2007; Tungteakkhun &
Duerksen-Hughes, 2008). Os genes precoces codificam proteinas implicadas na
transcricao e replicacao viral, bem como na proliferacao e transformacao das células
infectadas (Mendonga & Netto, 2005). A regido longa de controle da expresséo
génica (LCR) esta localizada entre as regides L1 e E6 e regula a transcricao dos
genes da regiao precoce. O mapa do genoma do HPV 16 é considerado o prototipo
de todos os genomas de HPV (Villa, 1997) e encontra-se descrito na figura 1.

Estimulo do
E crescimento

El Regulagdo da

Proteina 4 Replicacgio
principal L
do capsideo
Alteracdo
Proteina da matriz
secundaria intracelular

do capsideo

E5 E2
Estimulo do Regulacio
crescimento da transcrigéo viral

FIGURA 1. Esquema representativo do genoma do HPV 16
FONTE: Modificado de Villa, 1997.

Somente uma das fitas do genoma circular do HPV €& ativamente
transcrita (Castro & Bussoloti Filho, 2006), uma vez que todos os genes virais, ou
unidades de traducao, ORFs (Open Reading Frames) estao localizados na mesma
fita de DNA (Villa, 1995). O genoma do HPV é constituido por dez ORFs. As ORFs
E1, E2, L1 e L2 sdo bem conservadas entre todas as espécies da familia. A ORF L1
€ 0 gene mais conservado e por isso, 0 mais usado na classificacdo de novos tipos
do virus (de Villiers et al., 2004).
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As funcbes das proteinas precoces dos HPV sdo frequentemente
investigadas. A proteina E1 associa-se com a replicagdo viral, E2 com a regulagéo
da transcricao e replicagdo do genoma viral (de Villiers et al., 2004; Souza, 2004;
Garnett & Duerksen-Hughes, 2006; Gnanamony et al., 2007; Tungteakkhun &
Duerksen-Hughes, 2008) e E4 com a maturacdo viral e alteragdo da matriz
intracelular, promovendo o colapso da rede de queratina da célula, que leva a
desintegracao do epitélio e liberagdo de particulas virais infectantes. A proteina E4 é
o produto predominante da infeccdo viral produtiva e, por interagir com a
citoqueratina, talvez esteja relacionada as alteragdes estruturais do citoplasma das
células infectadas, levando a formacéao dos coilécitos (Souza, 2004).

As proteinas E5, E6 e E7 estdo envolvidas na transformacao celular e
induzem a proliferacédo celular (E5) e a carcinogénese (E6 e E7). Acredita-se que a
expressao das proteinas E6 e E7 esteja intimamente relacionada ao inicio e a
manutencado do processo de carcinogénese cervical (de Villiers et al., 2004; Souto et
al., 2005; Wolschick et al, 2007; Gnanamony et al., 2007; Tungteakkhun &
Duerksen-Hughes, 2008). As proteinas E6 e E7 do HPV sdo capazes de interagir
com proteinas que regulam o ciclo celular e que atuam como supressoras de
tumores, tais como a p53 e pRb. Essa interacao resulta na degradacao e inativacao
das proteinas celulares, o que conduz a transformacdo, imortalizacdo celular, e
posteriormente, a formacao de neoplasias (de Villiers et al., 2004).

Mais de 200 tipos de HPV ja foram descritos na literatura (Novaes et al.,
2002; de Villiers et al., 2004; Silva et al., 2006). Cerca de 118 tipos ja foram
identificados, isolados e completamente sequenciados, dos quais aproximadamente
40 infectam o trato genital inferior (de Villiers et al, 2004; Castro et al., 2004;
Bernard, 2005). Dependendo da semelhanga na seqiéncia dos nucleotideos no
genoma viral, os HPV estdo classificados em tipos, subtipos e variantes virais
(Franco, 2003). Atualmente, considera-se um novo tipo de HPV quando as
seqlUéncias de nucleotideos dos genes L1, E6 e E7 diferem em mais de 10% dos
tipos conhecidos. Se esse percentual for menor que 2%, entdo, o novo virus isolado
€ designado como uma variante do mesmo tipo. Os subtipos virais correspondem a
genomas cujas sequéncias nucleotidicas nessas regides génicas diferem entre 2% e
10% dos tipos ja descritos (Burd, 2003; de Villiers et al., 2004). Os tipos sao
designados por numeros e os subtipos por letras, seguindo uma ordem cronoldgica

em relacao a sua descricdo (Rogazy, 2007).
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O género alfa-papilomavirus agrupa 15 espécies biologicamente
semelhantes. As espécies 5, 6, 7 e 9 contém os tipos de HPV considerados como de
alto risco oncogénico pela sua associagcdo com o cancer cervical. Cinco tipos de
HPV sdo membros da espécie 7 (HPV 18, 39, 45, 59 e 68) e sete da espécie 9 (HPV
16, 31, 33, 35, 52, 58 e 67) (Muinoz et al., 2003; de Villiers et al., 2004; Wolf et al.,
2003; Aggarwal et al., 2006; Garnett & Duerksen-Hughes, 2006), como descrito na
figura 2 e quadro 1.

Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delia-
papillomavirus

Gamma-
papillomavirus

Epsilon-papillomavirus ¥ ~_ =& 7 5 S S/ ."l."
Zata illomavirus P A S F \ EQ
-pap P Fﬂchan g wa bk aDF'SB-J;JA
-~ S MmPY | eppyy Fﬂ‘-—i e LBy
| \E_Tj/mw Pi-papillomavirus
\.J \_.J‘_

Yy Omikron-papillomavirus
/’;luwplllomavlirus Krapaplllumawrus
Lambda-papillomavirus Ill
Kappa-papillomavirus MNu-papillomavirus
lota-papillomavirus

Eta-papillomavirus {77V
FaPy
Theta-papillomavirus k"

FIGURA 2: Arvore filogenética do papilomavirus
FONTE: de Villiers et al., 2004.

Classificacao Epidemiolégica

Classificacao filogenética

Alto risco Baixo risco
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
Alto risco 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 70
26, 53,* 66*

. . 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54,
Baixo risco 3 61, 72, 81, CP6108
QUADRO 1: Classificagao epidemioldgica dos tipos de HPV
FONTE: Mufoz et al., 2003.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER CERVICAL

Esta bem estabelecido que a infeccdo pelo HPV é um fator necessario
para o desenvolvimento do cancer do colo de utero (Bosch et al., 1995; Koutsky,
1997; Walboomers et al., 1999).
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Os fatores que contribuem para a ocorréncia rara de cancer do colo do
utero apds a infecgéo pelo HPV diferem de populacao para populacao (Flores et al.,
2008). O cancer cervical é o segundo tipo de tumor mais comum entre mulheres no
mundo (Koutsky, 1997; Nyari et al., 2001; Diégenes et al., 2006; Garnett &
Duerksen-Hughes, 2006; Dehn et al., 2007; Tungteakkhun & Duerksen-Hughes,
2008) e o primeiro em alguns paises em desenvolvimento, onde a incidéncia & de
aproximadamente 40/100.000 mulheres (Nyari et al., 2001). Estima-se que 80% dos
471.000 novos casos de cancer do colo uterino diagnosticados anualmente em todo
0 mundo ocorram em paises menos desenvolvidos (Al-Daraji et al., 2009).

No Brasil, segundo os dados do Instituto Nacional do Céancer (INCA), o
cancer cervical representa a terceira neoplasia mais comum e a quarta maior causa
de morte entre as mulheres com incidéncia estimada de 18,43 casos novos por
100.000 mulheres no ano de 2010, com risco estimado de 18 casos a cada 100 mil
mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, é o mais incidente na
Regiao Norte, com risco de 23 casos a cada 100 mil mulheres. Nas regides Centro-
Oeste (20/100.000) e Nordeste (18/100.000) ocupam a segunda posicao e nas
regides Sul e Sudeste, a terceira. Os estados do Amazonas, Tocantins e Mato
Grosso do Sul apresentam as maiores taxas de incidéncia estimadas de 31,18,
28,03 e 25,46 por 100.000 mulheres, respectivamente. Em Goids, a estimativa de
incidéncia chega a 17,58 por 100.000 mulheres (INCA, 2010).

23,22a31,18
20,82a23,21
16,16 a 20,81
12,93 a 16,15

FIGURA 3: Representacédo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas
para o ano de 2010, segundo a Unidade da Federacao (neoplasia maligna do colo do utero)
FONTE: INCA, 2010).
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1.3 EPIDEMIOLOGIA DA INFECCAO PELO HPV

As doencas sexualmente transmissiveis (DST) representam um grave
problema de saude publica no mundo e a epidemiologia das DST varia em grande
extensdo em diferentes paises e em diferentes populagdes de um mesmo pais
(Nyari et al., 2001). A infeccdo pelo HPV é a doenca sexualmente transmissivel
(DST) mais comum no mundo (Koutsky, 1997).

De maneira geral, a prevaléncia das infec¢des pelo HPV em mulheres no
mundo varia de 2 a 44%, devido as diferencas nas faixas etarias das populacoes
estudadas, ao comportamento sexual diversificado e a sensibilidade dos métodos de
diagnéstico utilizados para a deteccao da infeccdo pelo HPV (Bosch & de Sanjosé,
2003; Pereira et al., 2003; Munoz et al., 2004; Flores et al., 2008). Cerca de 6,2
milhdes de novas infeccbes pelo HPV ocorrem todo ano nos Estados Unidos e,
atualmente, cerca de 20 milhdes de individuos encontra-se infectados (Ault, 2006;
Dehn et al., 2007).

Embora estudos epidemiol6gicos mostrem que a infeccdo pelo HPV é
muito comum somente uma pequena fracdo (entre 3% a 10%) das mulheres
infectadas com um tipo de HPV de alto risco desenvolvera cancer do colo do utero
(INCA, 2010).

Durante todo o periodo de vida, estima-se que aproximadamente 75% da
populagdo sexualmente ativa entre em contato com um ou mais tipos de HPV
(Koutsky, 1997; Queiroz et al., 2007), especialmente nos primeiros quatro anos apos
tornarem-se sexualmente ativos (Sheary & Dayan, 2005).

A infeccdo pelo HPV é mais comum em individuos jovens e sexualmente
ativos (Brown et al., 2005; Alves, 2006), apresentando dois picos de prevaléncia: um
mais elevado em mulheres jovens, com queda gradual com a idade, e outro entre a
quarta e quinta décadas de vida. Esse segundo pico reflete a perda da imunidade
original contra o virus, ao qual esteve exposta em idade mais jovem (Franco &
Harper, 2005). A menor prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres apés a
terceira ou quarta década de vida estaria relacionada a transitoriedade da infecgédo
pelo HPV e a menor incidéncia da infeccao nesta faixa etaria, por menor exposicao
e/ou aquisicdo de imunidade (Burk et al., 1996; Bosch et al., 2002).

O tipo de HPV associado ao cancer do colo uterino e as infeccoes

genitais apresenta variagdes geograficas. O HPV 16 é o responsavel pela maior
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proporcado de casos (50%) (Bosch et al., 1995; Ault, 2006). Na América Central e
América do Sul, os cinco tipos de HPV mais prevalentes sao o: 16, 18, 45, 59, 31 e
33. No Brasil, o HPV-16 € o mais prevalente em todas as regides, todavia, variacdes
sdo descritas em relacao aos outros tipos. O HPV 18 é o segundo tipo mais
prevalente nas regides Norte, Sudeste e Sul, enquanto que os HPV 31 e 33
representam os segundos tipos mais prevalentes na regido Nordeste e Central
(Rabelo-Santos et al., 2003; Queiroz et al. 2007).

Os HPV oncogénicos dos tipos 16 e 18 sdo detectados em
aproximadamente 76% dos casos de NIC (neoplasia intraepitelial cervical) de alto
grau e cancer cervical nos Estados Unidos, enquanto que os HPV dos tipos 6 e 11
estdo associados com 10% dos casos de lesdes de baixo grau e 90% dos casos de
verrugas genitais (Lipsy, 2008).

1.4 HPV EM MULHERES JOVENS

De modo geral, uma vulnerabilidade biolégica as infecgbes sexualmente
transmissiveis é reconhecida em mulheres jovens. A ectopia cervical, que também é
freqiente nesta fase evolutiva, induz a metaplasia, um mecanismo natural de
reparacdo, favorecendo a transmissdo do HPV e de outros microrganismos
(Moscicki, 1998).

Mulheres jovens apresentam risco significativamente maior de
desenvolver infeccao pelo HPV do que mulheres mais velhas (Johnson, 1995). A
prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres jovens esta relacionada,
principalmente, ao comportamento sexual (Sarian et al., 2003). Mais de 50% das
adolescentes e adultas jovens adquirem a infeccao pelo HPV nos primeiros quatro
ou cinco anos apos o inicio da atividade sexual (Moscicki et al., 2001). As maiores
prevaléncias sdo encontradas em mulheres abaixo dos 25 anos (Nyari et al., 2001;
Murioz et al., 2003; Rama et al., 2008), com taxas variando entre 20% a 46% (Ault,
2006; Dehn et al., 2007; de Sanjosé et al., 2007; Ho et al., 2008; Hoory et al., 2008).

Variagbes geograficas na prevaléncia do HPV e distribuicao de gendtipos
foram descritos em diferentes regides do mundo, inclusive no Brasil. Porém, os
dados sobre a prevaléncia da infecgdo pelo HPV em adultas jovens, sexualmente
ativas, com idades entre 18 e 25 anos, ainda sao limitados. Uma revisao da literatura

internacional mostra que a prevaléncia da infeccao pelo HPV em mulheres jovens
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varia de 8,6 a 57,1% (tabela 1). Esta faixa de variacéo é justificada pelo método de
deteccdo empregado, pelas caracteristicas socioeconémicas e pelo comportamento
sexual da populacdo estudada. Com base nos estudos revisados, o HPV 16 foi o
tipo mais prevalente dentre os HPV de alto risco oncogénico e a maior prevaléncia
(57,1%) foi observada em mulheres gregas com idades entre 16 e 20 anos
(Stamataki et al., 2010).

Os estudos que avaliaram a prevaléncia do HPV em jovens universitarias
apresentaram resultados variando entre 15,2 e 52,65% (tabela 1). No Brasil, um
unico estudo avaliou a prevaléncia de infeccdo pelo HPV em relagdo ao grau de
escolaridade, demonstrando resultados positivos para 24,5% das universitarias. Este
estudo demonstrou uma associacdo mais significativa para a infeccao pelo HPV em
mulheres com maior escolaridade comparadas as de menor escolaridade. Uma
explicagdo para esse fato poderia ser que as mulheres com maior escolaridade
teriam mais acesso a informacao e aos exames de prevencdo para esta infeccao

(Nonnenmacher et al., 2002).

TABELA 1: Prevaléncia do HPV em jovens universitarias.

Referéncia Localizacao Fa::(; d?;aé::/ Método HPV
IS pys ~ o
Bibliografica geografica idade (anos) deteccao Yo
20a29 PCR 15.49
Kjaer et al, 1997 Copenhag, Dinamarca Média = 25 GP5/GP6 19,4% (20 a 23 anos)
. . 15,7% (15 a 19 anos)
Sellors et al., 2000 Ontario, Canada 15a24 CHII 24% (20 a 24 anos)
CHII + PCR o
Nonnenmacher et al., Porto Alegre, RS <4 MY 09/11 27,9%
2002
Winer et al., 2003* Washington 18 a 20 PCR 19,7%
17 a 42 PCR 52 65%
Richardson et al, 2003* Montreal, Canada Média = 23 MY09/11 o9 7e
Souza, 2004 Porto Alegre, S&o 15225 PCR 38,5%
Paulo, Campinas, | \1«4iz_ 503 SPF10
Fortaleza e Curitiba -
Cuschieri et al., 2004 Edinburgh, Escécia <25 PCR 429
v ’ GP5+/GP6+ °
. . 46,3% (11 a 20 anos)
Carvalho et al., 2005 Rio de Janeiro, RJ 11a30 CH 50.4% (21 a 30 anos)
. PCR o
Manhart et al., 2006 Estados Unidos 18a25 MY 09/11 26,9%
. PCR 24,5% (14 a 19 anos)
Dunne et al., 2007 Estados Unidos 14a?24 PGMY09/11 44.8% (20 a 24 anos)
. . CHII + PCR o
Datta et al., 2008 Delhi, North India 16a24 PGMY09/1 1 8,6%
. New Brunswick, i o
Ho et al., 2008 New Jersey Média = 20+3 PCR 26%
. PCR o
Lenselink et. al., 2008 Holanda 18 a 29 SPF10 19%
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Cont.

Referéncia Localizacao Fa:;x; d?;aé:: J Método HPV
o i pys- ~ o
Bibliografica geografica idade (anos) deteccao %
N PCR o
Oh et al., 2008 Busan, South Korea 17 a 26 SPF10 15,2%
Rama et al., 2008 Sao Paulo e <05 CHII 27.1%
Campinas, SP
33,3% (<20 anos)
Fernandes et al., 2008 Natal, RN 15a30 PCR 43,7% (21 a 30 anos)
. PCR o
Dursun et al., 2009 Ankara, Turquia 20a?29 GP5/GP6 28,8%
. s 57,1% (16 a 20 anos)
Stamataki et al., 2010 Grécia 16 a 30 PCR 26.6%(21 a 30 anos)
. T 14 a 26 PCR o
Oliveira et al., 2010 Niteréi, RJ Média = 19,6 MY 09/11 27,4%

* Estudos em universitarias.

Uma conclusdo comum dos diversos estudos que avaliam a prevaléncia
de infeccdo pelo HPV em mulheres jovens € que dentre as mulheres jovens
infectadas, somente 1% apresentam risco aumentado para desenvolver cancer
cervical, sendo elas as portadoras dos tipos virais de alto risco oncogénico (Arends
et al., 1998; Nicolau, 2002; Richardson et al., 2003; Wolschick et al., 2007; Dehn et
al., 2007; Lipsy, 2008).

1.5 FATORES DE RISCO PARA A INFECCAO PELO HPV E PARA O
DESENVOLVIMENTO DE LESOES

Entre os fatores de risco para a infecgéo pelo HPV, a faixa etaria, a idade
do inicio da atividade sexual e o numero de parceiros sexuais durante a vida figuram
como os mais expressivos (Herrero et al., 1989; Kahn et al., 2002; Campos et al.,
2008; Rama et al., 2008). Quanto ao tabagismo, ao uso de contraceptivos hormonais
orais e as alteracbes na imunidade celular, os resultados ainda sdo inconclusivos
(Koutsky, 1997; Baseman & Koutsky, 2005; Campos et al., 2008; Fernandes et al.,
2008; Ho et al., 2008; Rama et al., 2008; Rosa et al., 2009).

Uma infeccao pelo HPV €& dependente de atividade sexual recente,
entretanto, as infeccdes persistentes ou latentes podem ser consequiéncia do
comportamento sexual no passado. Um maior numero de parceiros sexuais ao longo
da vida aumenta o risco de infeccdo com um ou mais tipos de HPV (Lenselink et al.,
2008).

Estudos demonstraram indices mais elevados de infeccbes e de

anormalidades citoldégicas entre adolescentes, comparadas as mulheres adultas
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(Murta et al., 2001; Longatto Filho et al., 2003; Nascimento et al., 2005; Nascimento
& Varga, 2008). Na adolescéncia, a replicacao celular, a composicao quimica do
muco cervical (Derchain et al., 1991), as alteracées hormonais e comportamentais
parecem facilitar a infeccédo pelo HPV (Murta et al., 2001).

A idade no inicio da atividade sexual, assim como o numero de parceiros
sexuais estdo ligados a aquisicdo da infeccdo pelo HPV, todavia ndo séo
considerados fatores de risco para o desenvolvimento de lesGes (Rousseau et al.,
2003). Com relacao ao inicio da atividade sexual, demonstrou-se, que o risco para o
desenvolvimento do cancer cervical é duas vezes maior nas mulheres que iniciam a
atividade sexual antes dos 16 anos, comparadas com aquelas que iniciam depois
dos 20 anos de idade (Muioz et al., 2002; Burd, 2003; Dunne et al., 2007).

Estudos relacionando o uso de contraceptivos orais com o risco de cancer
cervical sdo complexos e vem sendo inconsistentemente associados a infec¢ao pelo
HPV (Ley et al., 1991; Noronha et al., 2005). A liberdade e a independéncia feminina
adquirida ao longo dos anos e fomentada pelo uso de anticoncepcionais orais
possibilitam o inicio da atividade sexual em idade cada vez mais precoce, permitindo
maior numero de parceiros, contribuindo para o aumento das DST e para a
neoplasia intra-epitelial de colo do utero (Murta et al., 1999). Este aumento de risco
seria explicado por agdes hormonais que levariam a imunomodulacao (Ley et al.,
1991), com maior susceptibilidade a infeccdo pelo HPV (Murta et al., 2001; Queiroz
et al.,, 2007). O uso de anticoncepcionais orais poderia influenciar a progressao da
infeccdo por favorecer a integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro e
estimular a transcricdo dos genes E6 e E7 envolvidos na carcinogénese
(Castellsague & Munoz, 2003; Rosa et al., 2009). Alguns estudos observaram, em
mulheres com infeccédo pelo HPV, uma associacao entre o uso de anticoncepcionais
orais por mais de cinco anos e o carcinoma de colo uterino (Castellsague et al.,
2003; Fernandes et al., 2008; Rama et al., 2008; Rosa et al., 2009).

O tabagismo estaria relacionado a maior persisténcia e desenvolvimento
das lesdes pré-malignas e malignas induzidas pelo HPV (Murta et al., 2001; Sellors
et al., 2003; Castellsague & Mufoz, 2003; Baseman & Koutsky, 2005). O tabagismo
diminui significativamente a quantidade e a funcdo das células de Langherans,
células apresentadoras de antigenos, que sao responsaveis pela ativacdo de
imunidade celular local contra o HPV (Poppe et al., 1996; Pinto et al., 2002; Giuliano
et al., 2002; Queiroz et al., 2007).
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Fatores que levam a supressdo da imunidade celular, como o uso de
drogas citotoxicas em transplantados, as imunodeficiéncias inatas ou adquiridas,
como a AIDS, aumentam a persisténcia da infec¢do viral no individuo (Pinto et al.,
2002; Queiroz et al., 2007). Mulheres imunodeprimidas apresentam risco elevado
para o desenvolvimento de neoplasia escamosa intra-epitelial e invasiva do trato

genital inferior (Pinto et al., 2002).
1.6 HISTORIA NATURAL DA INFECCAO PELO HPV

A infeccdo inicia-se com a entrada do virus em locais de micro
traumatismos ou solucdes de continuidade nos epitélios pavimentosos da pele ou
mucosas do hospedeiro, freqientemente durante a relagdo sexual com parceiro
infectado. Apds a inoculagéo, o virus alcanga a camada basal, onde o genoma é
transportado ao ndcleo das células, estabelecendo-se na forma epissomal (Pereyra,
2000). A medida que estas células mais profundas do epitélio vdo se dividindo,
migram para as camadas superficiais, gradativamente mais diferenciadas
(Stubenrauch & Laimins, 1999; Silva et al.,, 2003; Souto et al., 2005; Garnett &
Duerksen-Hughes, 2006; Aggarwal et al., 2006; Rogazy, 2007). Nestas células, na
dependéncia de fatores do virus e do hospedeiro, a infeccdo pode tornar-se
produtiva, com formacao de particulas virais completas, infectantes (Zur Hausen,
2002). A infecgdo produtiva pode evoluir para as formas subclinica e/ou clinica,
representadas pelas lesbes citologicas de baixo grau e pelos condilomas
acuminados. Por outro lado, na infeccao persistente por tipos oncogénicos pode
ocorrer a integracdo do DNA viral ao DNA do hospedeiro, que pode levar ao
desenvolvimento de alteracbes genéticas com progressdo para cancer invasor
(Arends et al., 1998; Zeferino et al., 2002; Sellors et al., 2003; Bagarelli & Oliani,
2004; Rama et al., 2006; Bettini et al., 2008).

A infeccdo pelo HPV pode evoluir para resolucdo espontanea, por
atuagado do sistema imune, principalmente em jovens (Sheary & Dayan, 2005), em
um periodo de 8 a 24 meses apds o seu inicio (INCA, 2010). Os tipos de alto risco
persistem, em média, mais do que os de baixo risco (Sheary & Dayan, 2005).
Todavia, pouco se sabe sobre a duragcao média de infeccdes por tipos especificos
do HPV, bem como de suas variantes e do seu padrao de persisténcia (Fu Xi et al.,
2002; Richardson et al., 2003).
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Duas classes de proteinas sdo codificadas pelo genoma do HPV: as
proteinas transformadoras, que induzem fungdes na célula hospedeira e as
proteinas reguladoras, que controlam a expressao dos genes virais (Queiroz et al.,
2007). Nas camadas mais superficiais da epiderme sdo expressas as proteinas L1 e
L2, que constituem o capsidio e posterior montagem das particulas virais. As
alteracoes induzidas pelo HPV séo causadas pela combinagdo de genes virais E1,
E2, E4, E5, E6 e E7. Os primeiros genes a se expressarem sao os genes E1 e E2
cujos produtos estdo envolvidos na replicagcdo e transcricdo do genoma viral
(Rogazy, 2007). O produto do gene E1 é essencial para a replicagéo viral. A proteina
codificada pelo gene E2 é um fator que regula a transcricao dos oncogenes E6 e E7
(Arends et al., 1998; Burd, 2003; Souto et al., 2005). O gene E2 é freqientemente o
local de quebra do genoma circular para sua integracdo no genoma da célula
hospedeira. Uma vez que a proteina E2 reprime a expressado dos genes E6 e E7, a
ruptura do genoma viral na regiao do gene E2 é acompanhada de aumento
concomitante dos niveis de expressao destas oncoproteinas (Burd, 2003; Mandic &
Vujkov, 2004; Garnett & Duerksen-Hughes, 2006). As etapas do ciclo de infecgéao e
replicacdo do HPV estéo representadas na figura 4.

A proteina E6 associa-se a proteina p53, que resulta na ubiquitinacao de
p53 seguido por sua rapida degradacao (Souto et al, 2005; Tungteakkhun &
Duerksen-Hughes, 2008; Beaudenon & Huibregtse, 2008). A proteina E7 dos HPV
liga-se as proteinas da familia pRb, e esta interacdo permite que a proteina E2F
atue na ativacao constitutiva dos fatores transcricionais da célula hospedeira, o que

acarreta a progressao do ciclo celular (Souto et al., 2005).

1.Nomal 2 Infectado Virign
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FIGURA 4: Etapas do ciclo de infeccao e replicacao do HPV
FONTE: Modificado de Mufoz et al., 2006.
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Ambos os eventos, a promogdo da degradacao de p53 por E6 e o
bloqueio da fungdo do gene RB por E7, impedem a regulagcdo normal do
crescimento celular, particularmente de células com DNA danificado (Wolf et al.,
2003; Palefsky, 2006). A eficiéncia do processo de transformacao aumenta quando
as duas proteinas virais (E6 e E7) sdo expressas conjuntamente (Garnett &
Duerksen-Hughes, 2006; Tungteakkhun & Duerksen-Hughes, 2008). E6 e E7 sao os
dois Unicos genes virais expressos em praticamente todos 0s carcinomas cervicais
HPV positivos (Beaudenon & Huibregtse, 2008).

Os HPV de baixo e alto risco diferem em sua capacidade de induzir
imortalizacdo e transformacdo celular, bem como de interagir com os varios
componentes do ciclo celular, o que resulta na perda dos pontos de checagem do
ciclo celular, importantes para a manutencdo do genoma do hospedeiro e para a
prevencao do acumulo de anormalidades genéticas (Brenna & Syrjanen, 2003).

O exame citologico de Papanicolaou avalia o grau de alteragdes celulares
presentes no epitélio descamativo cervical. Atualmente, o sistema de classificacao
citologica de Bethesda é o mais utilizado, classificando as anormalidades epiteliais
cervicais em células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US),
células escamosas atipicas ndo excluindo lesdo intraepitelial escamosa de alto grau
(ASC-H), lesbes intraepitelial escamosa de baixo (LSIL) e de alto grau (HSIL) e
células glandulares atipicas (AGC) (Solomon et al., 2002), conforme demonstrado no

quadro 2 a seguir.

Infecgao
transiente por
HPV

Infeccdo persistente
por HPV
com tipos de alto risco

Neoplasia
cervical
intra-epitelial

Cancer
cervical
invasivo

®

Co-fatores: fumo, contraceptivos orais,
paridade, outras DST

FIGURA 5: Fatores de risco envolvidos na historia natural das infecgbes pelo HPV e neoplasia do
colo uterino
FONTE: Modificado de Villa, 1995.
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Negativo para lesao intra-epitelial ou neoplasia maligna
Anomalias de células epiteliais
Célula escamosa
Células escamosas atipicas {ASC)
"de significado indeterminada” (ASCUS)
"nao pode excluir HSIL" (ASC-H)
Lesao intra-epitelial escamosa de baixo
grau (LSIL)
Lesao intra-epitelial escamosa de alto
grau (HSIL)
Carcinoma escamoso
Glandular
Células glandulares atipicas (AGC)
(endocervicais, endometriais ou ndo-
especificadas)
Células glandulares atipicas,
provavelmente neoplasicas
(endocervicais ou ndo especificadas)
Adenocarcinoma in situ endocervical (AlS)
Adenocarcinoma
QOutro (lista nao integral)
Células endometriais em mulher acima de 40 anos
de idade

QUADRO 2: Classificagao das lesbes cervicais de acordo com o sistema de Bethesda de 2001
FONTE: Solomon et al., 2002.

Os gendtipos de alto risco oncogénico, especialmente o HPV 16, séo
comumente detectados em mulheres que desenvolvem infecgbes persistentes e com
multiplos tipos. As infeccoes com multiplos tipos de HPV desempenham um papel
importante no desenvolvimento e/ou progressao das lesdes cervicais, comparadas
as infeccbes com um unico tipo (Trottier et al., 2006). Lesdes causadas pelo HPV 16
apresentam risco cinco vezes maior para progredir, em compara¢cao com lesdes
causadas por outros tipos oncogénicos de HPV (Sellors et al., 2003; Bagarelli &
Oliani, 2004).

Um estudo prospectivo envolvendo mulheres brasileiras mostrou que
aquelas com infeccédo persistente pelos HPV 16 e 18 apresentam maior risco de
desenvolver lesGes intraepiteliais escamosas (Schlecht et al, 2001). Em
consonancia com este achado, mulheres com infecgdo cervical pelo HPV tém um
risco maior (78%) de ter NIC 2/3 (Johnson, 1995). Mulheres com citologia cervical
normal, infectadas pelo HPV, apresentaram, aproximadamente, risco 100 vezes
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maior de desenvolver NIC 3 quando comparadas com mulheres néo infectadas pelo
HPV (Aggarwal et al., 2006).

A resolucao de uma infecgdo causada por um tipo especifico de HPV
induz imunidade parcial ou total para este tipo viral (Schiffman, 2007). Porém,
estudos demonstraram que a auséncia de células de memdria para a infec¢ao por
um tipo especifico de HPV permite infec¢bes repetidas com o mesmo tipo
(Richardson et al., 2003; Lipsy, 2008). Ja para as lesbes induzidas pelo HPV, as
evidencias mostram que a NIC 1 regride espontaneamente em 57% dos casos. Nos
casos de NIC 2, a regressao ocorreria em 43% dos casos e, de NIC 3, em 32%. As
evidéncias mostraram ainda que as NIC 2 e NIC 3 evoluem para cancer invasor em

aproximadamente 5% e 12% dos casos, respectivamente (Ostor, 1993).
1.7 DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HPV

As técnicas de biologia molecular permitem a deteccao do DNA do HPV,
mesmo na auséncia de alteracdes morfolégicas (Wolschick et al., 2007). Os métodos
de detecgdo do genoma do HPV incluem as hibridizagdes moleculares de acidos
nucléicos, tipo Southern Blot, Captura Hibrida, Hibridizacdo in situ e Reagdo em
Cadeia de Polimerase (Hubbard, 2003; Oliveira et al., 2003; Salvia, 2004; Molijn et
al., 2005; Queiroz et al, 2007). Estes testes diferem em sensibilidade,
especificidade, aplicacao pratica e custo (Wolschick et al., 2007).

A hibridizacédo in situ (HIS) detecta seqiéncias especificas de DNA ou
RNA, sendo possivel detectar até uma unica coépia viral por célula e permitindo a
avaliacao do estado fisico (epissomal ou integrado ao genoma do hospedeiro) do
HPV. A HIS também possibilita estabelecer a correlacdo com os aspectos
histopatolégicos (Bagarelli & Oliani, 2004). A HIS é uma técnica bastante especifica,
porém pouco sensivel o que € explicado por necessitar de DNA integro em grande
quantidade no tecido (Salvia, 2004).

A hibridizagdo por Southern Blot é utilizada para a detecgdo do DNA do
HPV a partir do DNA de espécimes celulares, ja foi considerada como o “padrao-
ouro” para deteccdo do HPV, devido o seu elevado grau de especificidade e
sensibilidade (Wolschick et al., 2007). E um procedimento de excelente qualidade,
mas requer grande quantidade de DNA purificado de alta qualidade (Hubbard, 2003;

Oliveira et al., 2003), amostras frescas e € extremamente trabalhoso e dispendioso,
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sendo utilizado ocasionalmente em experimentos de pesquisa, mas nao para
indicacoes clinicas (Wolschick et al., 2007).

A Captura Hibrida (CH) é uma reacdo de hibridizagdo molecular, com
amplificacdo do sinal dos hibridos formados pela utilizacdo de sonda de RNA
especifico, nao radioativa. Estes hibridos de DNA-RNA sdo posteriormente
capturados por anticorpos monoclonais e visualizados através de métodos de
quimioluminescéncia (Hubbard, 2003; Souza, 2004; Salvia, 2004; Cavalcanti &
Carestiato, 2006). A CH é um procedimento de processamento rapido e leitura
confiavel para detectar 18 tipos de HPV divididos em grupos de baixo e de alto risco
oncogénico (Hubbard, 2003; Gontijo et al., 2005), além de permitir avaliagdo de carga
viral (Salvia, 2004; Rama, 2006). O método nao distingue entre os tipos de HPV
dentro destes grupos (Hubbard, 2003; Molijn et al., 2005; Wolschick et al., 2007).

A segunda geracdo desta técnica, a versao Captura Hibrida 1l (CHII)
idealizada para a detecgéo de 13 tipos de alto risco, € um método de facil realizacao,
rapido e reprodutivel, aplicado a andlise de um grande numero de amostras
(Wolschick et al., 2007). Apresenta alguns problemas de resultados falso-positivos,
resultantes de reacdes cruzadas e de falso-negativos (Cavalcanti & Carestiato, 2006).

A PCR é uma técnica que permite a multiplicagdo in vitro de regides
especificas do DNA e pode ser usada para deteccao, genotipagem, quantificacao da
carga viral e sequenciamento (Hubbard, 2003; Molijn et al., 2005). E a ferramenta
mais sensivel para a deteccéo e genotipagem do HPV, em células coletadas do colo
uterino (Nicolau, 2002; Souza, 2004; Novaes et al., 2006; Wolschick et al., 2007). Na
PCR séo utilizados iniciadores gerais (consensuais) ou iniciadores tipo especificos
para a amplificagdo do DNA do HPV. Com o uso de iniciadores tipo especificos
consegue-se detectar apenas um tipo do HPV em cada reacéo. Isto limita a utilidade
clinica da PCR, ja que diversos tipos do HPV podem ser encontrados nas infec¢des
genitais. Por outro lado, com os iniciadores gerais, pode-se amplificar varios tipos do
HPV em uma unica reacao (Van Doorn et al., 2001).

Os protocolos mais utilizados atualmente fazem uso de oligonucleotideos
iniciadores consensuais, MY09/11, PGMY09/11, GP5+/GP6+ e SPF, que amplificam
uma regiao dentro do gene L1, comum a varios tipos de HPV. Sistemas de PCR
usando multiplos oligonucleotideos iniciadores como o PGMY09/11, por exemplo,
tem-se mostrado mais eficientes na deteccdo de infeccbes multiplas do que
sistemas que utilizam oligonucleotideos iniciadores consensuais simples (lftner &
Villa, 2003; Lima, 2009).
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Regides amplificadas do genoma do HPV, geradas com os
oligonucleotideos iniciadores PGMY09/11, podem ser genotipadas pelo ensaio line
blot (LB), a reacao de hibridizacao reversa nao-isotdpica (Kornegay et al., 2003).

A sensibilidade de um método diagndstico pode ser definida como o limite
de deteccao ou como a menor quantidade de DNA disponivel necessaria para ser
detectada. A especificidade determina o nivel de precisdo de um método. Para que
uma metodologia seja precisa e confiavel, o ideal é que, por ela, se obtenha o
minimo possivel de resultados falso-negativos e falso-positivos (Hubbard, 2003).

Menor ] Maior
_ SENSIBILIDADE I—’-

Hibridacao in sifu
Scouthem bloft

PCR em
Captura hibrida tempo real

> w

Sondas
Amplificagao
do sinal

Amplificagao do alvo

FIGURA 6: Testes moleculares e grau de sensibilidade
FONTE: Modificado de Hubbard, 2003.

O indice de especificidade e a sensibilidade da técnica de PCR
dependem do tipo de primer, da técnica de referéncia a ser utilizada, do tipo de
material, do método de deteccao do produto amplificado, do método de preparacéo
da amostra para o PCR, considerando a presenca de inibidores e ocorréncia de
contaminacao do tamanho de produto da PCR. Depende ainda do desempenho da
DNA polimerase utilizada na reagdo e da quantidade de DNA do HPV amplificado
(Iftner & Villa, 2003; Igansi, 2005; Carmo & Fiorini, 2007).



32

2 JUSTIFICATIVAS

O presente estudo se justifica pelas seguintes observacoes:

(1) A prevaléncia da infecgdo pelo HPV varia em diferentes paises e,
dentro do mesmo pais, nas diferentes regides. Desse modo, a epidemiologia da
infeccdo deve ser avaliada em cada regido geogréfica.

(2) Poucos estudos avaliaram a prevaléncia da infeccao pelo HPV em
jovens universitarias, mais especificamente no Estado de Goias, onde ndo ha
publicacao referente a este tema.

(38) A disponibilidade atual de técnicas de biologia molecular com
acuracia elevada para deteccdo do genoma do HPV permite avangos no estudo da
epidemiologia da infeccao, por possibilitar a deteccdo da infeccdo com elevada

sensibilidade e especificidade.

(4) O estabelecimento de estratégias adequadas para a prevencao do
cancer cervical requer o conhecimento prévio da epidemiologia da infeccao pelo
HPV, em diferentes faixas de idade e nivel socioeconémico e cultural.



33

3 OBJETIVOS

(1) Estimar a prevaléncia da infeccdo pelo HPV em estudantes
universitarias na faixa etaria de 18 a 25 anos de idade, na regidao de Séo Luis de
Montes Belos, no estado de Goias.

(2) Avaliar os fatores de risco para a infeccao pelo HPV em estudantes
universitarias na faixa etaria de 18 a 25 anos de idade, na regidao de Séo Luis de
Montes Belos, no estado de Goias.

(3) Avaliar os possiveis fatores associados as anormalidades citol6gicas
em estudantes universitarias na faixa etaria de 18 a 25 anos de idade, na regido de

Sao Luis de Montes Belos, no estado de Goias.
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

O trabalho consistiu de um estudo de corte transversal. Amostras
cervicais obtidas de adultas jovens foram coletadas e submetidas a analise para a
deteccdo de anormalidades citoldgicas e para a deteccdo molecular do genoma do
HPV.

4.2 ENCAMINHAMENTO E APROVACAO DO PROJETO PELO COMITE DE
ETICA EM PESQUISA

O estudo foi realizado apés apreciacdo e aprovagdo pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Associacdo de Combate ao Cancer em Goias — CEP/ACCG sob n®
014/08, em 12/02/2008 (Anexo ).

4.3 SELECAO DE PACIENTES

O estudo incluiu 107 amostras cérvico-vaginais obtidas de adultas jovens,
universitarias, com idades entre 18 e 25 anos, da Faculdade Montes Belos, em Sao
Luis de Montes Belos, em Goias. Todas as pacientes foram informadas sobre os
objetivos do estudo, o método de coleta, os possiveis riscos e o destino do material
coletado. Apds serem informadas e concordarem em participar do estudo, as
pacientes incluidas assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(Apéndice 1). As mulheres que atenderam ao convite foram encaminhadas para uma
entrevista individual com a pesquisadora, na qual responderam um questionario
(Apéndice 2), contendo dados so6cio-demograficos, comportamentais, histéria sexual
e obstétrica. Posteriormente, essas pacientes foram submetidas ao exame
ginecoldgico com coleta de material cérvico-vaginal pelo ginecologista colaborador
do estudo, para exame citoldgico e detec¢cao do genoma viral.

4.4 COLETA DE ESPECIMES CERVICO-VAGINAIS

As amostras cérvico-vaginais foram coletadas no ambulatério de

enfermagem da Faculdade Montes Belos, em Sao Luis de Montes Belos. As
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participantes foram submetidas a exame clinico cuidadoso, com inspecdo da
genitalia externa e interna, e regido perianal. A seguir, com uma espatula de Ayre,
foi coletado material da ectocérvice e com uma escova de cytobrush, com um
didmetro 5 a 8 mm, foi coletado material da endocérvice (com movimentos
rotatorios). As laminas contendo os esfregacos foram imediatamente fixadas e
encaminhadas para exame citoldgico. O material colhido com a cytobrush foi
colocado em uma solucédo-tampao preservadora (Universal Colection Médium —
Digene Corporation) e utilizado para pesquisa do DNA do HPV, utilizando o método
de PCR. As amostras foram armazenadas em freezer a — 20° C até a extracao de
DNA, no Laboratério de Diversidade Genética da Pontificia Universidade Catdlica de
Goias.

4.4 .1 Critérios de inclusao

e mulheres com idades entre 18 e 25 anos;

e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pela
participante;

e concordancia em responder ao questionario do estudo relacionado aos
seus dados sécio-demograficos, comportamentais, historia sexual e
obstétrica;

e submissao a coleta de material cérvico-vaginal.

4.4.2 Critérios de excluséao

e mulheres que nao atenderam a pelo menos um dos critérios de incluséo
acima descritos;

e gravidas, virgens, histerectomizadas e durante o periodo menstrual.

4.5 EXAME CITOLOGICO DO MATERIAL CERVICO-VAGINAL

O estudo dos esfregagos citolégicos foi realizado pela equipe de
citologistas do Laboratério Rémulo Rocha, da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Goias, sob a supervisdo da Dra. Silvia Helena Rabelo,
colaboradora deste estudo. Utilizou-se a técnica de Papanicolaou para coloracao
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das laminas e leitura sob microscépio éptico. As anormalidades citoldégicas foram
classificadas de acordo com o sistema de Bethesda em atipias de células
escamosas de significado indeterminado (ASC-US), atipias de células escamosas
que nao afasta lesao de alto grau (ASC-H), lesdes de baixo (LSIL) e de alto grau
(HSIL) e atipias de células glandulares (AGC) (Solomon et al., 2002).

4.6 DETECCAO MOLECULAR DO GENOMA DO HPV NOS ESPECIMES
ENDORCERVICAIS UTILIZANDO ENSAIOS DE PCR

O material preservado em solugdo-tampao preservadora (Universal
Collection Médium — DIGENE) foi processado para extracao de DNA. A extracao do
DNA do HPV das amostras coletadas foi feita com a utilizacdo do kit comercial
PURE LINK INVITROGEN, utilizando o protocolo do fabricante (Apéndice 3).

4.6.1 Analise da qualidade do DNA extraido por meio de amplificacdo de um
segmento do gene GAPDH:

A fim de verificar a qualidade do DNA extraido e a auséncia de inibidores
da PCR, um fragmento do DNA gendémico com cerca de 98pb, contendo parte do
gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase), considerado um gene
constitutivo humano, foi amplificado para cada amostra de DNA extraido. As reacdes
de PCR mediadas por oligonucleotideos iniciadores especificos para GAPDH foram
realizadas num volume final de 25pl, utilizando um termociclador e os reagentes
descritos no quadro 3. As condi¢des de ciclagem usadas encontram-se descritas no
quadro 4 (os itens em destaque foram repetidos por 40 ciclos).

Protocolo de PCR para amplificacao do gene constitutivo de GAPDH
Reagente [ 1inicial [ ]final Volume para uma reacao
Tampao 10x [ 10x] [ 1x] 2,5ul
MgCl- 50 mM 2mM 1,0 ul
dNTP’s 2mM 0,2 mM 2,5 ul
P 2,5 uM 0,05 uM 0,5 ul
P2 2,5 uM 0,05 uM 0,5 ul
DNA 100 ng/ul 2 ng/ul 2,0 ul
Taq. Pol. 5 U/ul 0,2 U/ul 1,0 ul
H-0O milli-Q g.s.p. 25ul 15,0 ul
Total @ e e 25,0 ul

QUADRO 3: Protocolo de PCR para amplificagcdo do gene constitutivo de GAPDH
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Protocolo de ciclagem
94 C 5 minutos
94C 30 segundos
59C 1 minuto (35 ciclos)
72C 1 minuto
72C 7 minutos
4C Infinito

QUADRUO 4: Protocolo de ciclagem.

Para ndo haver contaminacdo da PCR, esta foi realizada em camara de
fluxo laminar previamente limpa com hipoclorito de s6dio a 10%, depois com élcool
70% e irradiada com luz ultra-violeta por 15 minutos. Todos os reagentes da PCR
foram rapidamente centrifugados e homogeneizados no vértex, de forma a preservar
o DNA, sendo previamente descongelados sobre o gelo picado. Os tubos de PCR
foram marcados de acordo com a lista da amostra. Os reagentes foram pipetados na
seguinte ordem: H20 mili-Q, MgCI2, dNTP’s, P, P2 e Taq. Pol. Apés a pipetagem dos
reagentes, os tubos foram homogeneizados e centrifugados rapidamente (spin
down). Em seguida adicionou-se, a cada tubo marcado de PCR, 23 ul de MIX e 2 ul
de DNA. Um controle negativo da reacado contendo todos os componentes, exceto o
DNA, foi incluido em todas as amplificacbes Como controle positivo utilizou-se DNA
humano extraido do sangue. O protocolo para PCR de GAPDH com todos os
reagentes encontra-se descrito no quadro 3. As amplificacbes foram realizadas em
termociclador e as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e as condi¢cdes da
PCR estéo descritas no quadro 5.

Ap6s o término da reacdo, as amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata (Apéndice 4), para verificagdo de uma
banda de aproximadamente 98pb correspondente ao fragmento do gene GAPDH.
As amostras positivas para a amplificacdo de GAPDH foram submetidas a reacdes
de PCR para a deteccdo do DNA do HPV. As amostras negativas para o gene
GAPDH tiveram o DNA re-extraido e foram novamente testadas para esse gene.
Somente as amostras positivas para o GAPDH foram utilizadas para deteccao.

4.6.2 Deteccdo do genoma viral utilizando os oligonucleotideos iniciadores
consensuais PGMY09/11:

Para deteccao do genoma do HPV, foi utilizada a técnica convencional de

PCR com oligonucleotideos iniciadores consensuais PGMY09/11, cujo produto é
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visualizado pela presenca de uma banda de aproximadamente 450 pb. As
sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores PGMY09/11 encontram-se no quadro
5. As concentracdes dos reagentes utilizados nesta reagdo encontram-se descritos
no quadro 3, e o protocolo de ciclagem encontra-se descrito no quadro 4. Cada
experimento de amplificacdo utilizou controles positivos e negativos para garantir a

confiabilidade da reacéo.

Nome do primer Seqiiéncia do primer (5’-3’)
PGMY 11-A oo GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B oo, GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY 11-C ..ot GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY 11-D..oooiiieeieeeeeeeeeeee GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGYMII-E ..ot GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMYO009-F....oooiiiiiiiiiicieneeeeeeeen CGT CCC AAA GGA AACTGA TC
PGMYO09-G...ooovveiiiiieeeeeeeeeeeee CGA CCT AAA GGA AACTGA TC
PGMYO09-H....coooiiiiiiiieeeeecee CGT CCA AAA GGA AACTGA TC
PGMYO00-I ....ooiiiiiiiieeiceeeeceeee G CCA AGG GGA AACTGA TC
PGMYO00-J .ot CGT CCC AAA GGA TACTGA TC
PGMYO09-K ..ot CGT CCA AGG GGA TAC TGA TC
PGMYO09-L ...oooiiiiiiieeeeee e CGA CCT AAA GGG AATTGA TC
PGMYO00-M ...cceiiiiiiiniiiinicneeeeceeee CGA CCT GAT GGA AAT TGA TC
PGMYO009-N....oooiiiiiiiniiieieneeeeeeeeee CGA CCA AGG GGA TAT TGA TC
PGMYO09-P....ooiiiiiiiiiiieeeeeeeeee G CC AAC GGA AACTGA TC
PGMY09-Q ..o CGA CCC AAG GGA AACTGG TC
PGMYO009-R ..ottt CGT CCT AAA GGA AACTGG TC
HMBOL ... GCG ACC CAA TGC AAATTG GT

QUADRO 5: Sequéncia do primer PGMY09/11

4.6.3 Processamento e analise de dados:

O banco de dados foi construido no programa EPIDATA. As informacdes
foram digitadas a partir do questionario, contendo os dados sécio-demograficos,
comportamentais, historia sexual e obstétrica assim como os resultados dos exames

citologicos e moleculares. Para andlise de dados foi utilizado o programa de analise
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estatistica Epi Info versdo 3.5.1, de 13 de agosto de 2008. Os dados sécio-
demograficos, comportamentais, histéria sexual e obstétrica foram analisados por
estatistica descritiva. Foi realizado analise univariada com calculo do Odds Ratio
(OR), com intervalo de confianca de 95% (IC 95%) e nivel de significancia estatistica
de 5%.
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5 RESULTADOS

As caracteristicas sécio-demograficas, de comportamento sexual e os
antecedentes de gravidez na amostra estudada sdo apresentadas na tabela 2. A
média da idade das 107 estudantes universitarias foi de 21,7 com desvio padrao de
2,6 anos, 59 (55,1%) eram solteiras, 61 (57,0%) tinham renda familiar inferior a dois
salarios minimos e 3 (2,8%) eram fumantes. Vinte e seis (24,3%) tiveram a primeira
relacdo sexual até os 15 anos, 23 (21,5%) com mais de trés parceiros e 92 (86,0%)
referiram um Unico parceiro nos Ultimos seis meses. Apenas 24 (22,4%) relataram
uso freqlente do preservativo pelo parceiro e 39 (36,4%) referiram antecedente de

gravidez.

TABELA 2: Caracteristicas sdcio-demogréficas, de comportamento sexual e antecedente de gravidez
das 107 estudantes universitarias da regido de Sao Luis de Montes Belos, Goias.

Variaveis n %
Idade (anos) 15 14.0
1198 12 11,2
20 16 15,0
o1 10 9,3
55 5 4,7
23 6 5,6
o4 16 15,0
o5 27 25,2
Estado CI.V~I| ) 59 55,1
Sem uniao estavel 41 383
Casada/Uniao estavel 7 6 5
Sem informagéao ’
Rendg familiar (salario minimo) 61 57.0
Abaixo de 2
5ad 30 28,0
Acima de 4 151 140’73
Sem informagao ’
Tabagismo 3 58
Sim 101 94,4
Nao 3 2,8
Sem informagéao ’
Idade na primeira relacao sexual (anos) 26 243
Até 15 81 75.7
Acima de 15 ’
Numero de parceiros sexuais 84 78.5
Até 3 23 21,5
mais de 3
Numero de parceiro nos ultimos seis meses 92 86.0
Até 1 15 14,0

Mais de 1
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Cont.
Variaveis n %
Uso do preservativo pelo parceiro o4 22,4
Frequentemente
. 80 74,8
Ocasionalmente/raramente
. = 3 2,8
Sem informagéo
Ussoi rge método contraceptivo hormonal 66 617
= 38 35,5
Nao
. = 3 2,8
Sem informacéo
An’\tlggedente de gravidez 68 63.6
; 39 36,4
Sim

A prevaléncia da infeccao pelo HPV nas 107 estudantes universitarias foi
de 39,3% (IC95%: 30,0-49,2). A tabela 3 mostra a andlise univariada dos potenciais
fatores associados a infeccdo pelo HPV nas 107 estudantes universitarias. Das
variaveis estudadas, o inicio da atividade sexual até os 15 anos de idade e 0 nUmero
de parceiros sexuais acima de trés foram significativamente associados a infeccao,
com OR 2,7 (IC95% 1,1-6,7) e 2,4 (IC95%: 0,9-6,3), respectivamente.

TABELA 3: Analise univariada dos potenciais fatores associados a infeccdo pelo HPV em 107
estudantes universitarias da regido de Sao Luis de Montes Belos, Goias.

Infeccéo pelo HPV

Variaveis
OR (IC 95%) p
n/total %
Idade (anos)
Até 22 24/58 41,4 1,2 (0,5-2,6) 0,31
Acima de 22 18/49 36,7
Estado civil®
Sem uni&o estavel 24/59 40,7 1,3 (0,5-3,0) 0,25
Casada/Unido estavel 14/41 34,1
Renda familiar (salario minimo)b
Até 2 24/61 39,3 0,8 (0,3-1,8) 0,32
Acima de 2 18/41 431
Tabagismo®
Sim 3/3 100,0 0,00 (ND-ND)
Nao 39/101 38,6
Idade na primeira relacao sexual
(anos)
Até 15 15/26 57,7 2,7 (1,1-6,7) 0,01
Acima de 15 27/81 33,3

Numero de parceiros sexuais
Mais de 3 13/23 56,5 2,4 (0,9-6,3) 0,03
Até 3 29/84 34,5
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Cont.
Variaveis Infeccéo pelo HPV
OR (IC 95%) p
n/total %

Numero de parceiro nos ultimos

seis meses
Mais de 1 6/15 40,0 1,0 (0,3-3,1) 0,47
Até 1 36/92 39,1

Uso do preservativo pelo

parceiro®
Ocasionalmente/raramente 31/80 38,8 0,7 (0,2-1,8) 0,27
Frequentemente 11/24 45,8

Uso de método contraceptivo

hormonal®
Hormonal 22/66 33,3 0,5 (0,2-1,25) 0,08
Outro/nenhum 18/38 47,4

Antecedente de gravidez
Sim 13/39 33,3 0,6 (0,2-1,5) 0,17
Né&o 29/68 69,0

2 7 participantes sem informacao; ° 5 participantes sem informacao; ¢ 3 participantes sem informagao;
3 participantes sem informacéo; ® 3 participantes sem informac&o

Dos 107 esfregagcos citologicos coletados, quatro foram considerados
insatisfatorios para avaliacao e 99 (96,1) normais. A prevaléncia de anormalidades
citologicas, segundo a Classificacdo Citologica de Bethesda (Solomon et al., 2002)
foi de 3,7% (IC95%: 1,0-9,3), das quais duas foram categorizadas como ASC-H e
duas como lesdo de baixo grau. Nao foram observadas, na amostra estudada,
lesGes de alto grau, atipias de células glandulares e achados citol6gicos sugestivos
de céancer cervical invasor.

A tabela 4 mostra que, pela analise univariada, nenhum dos fatores avaliados
foi significativamente associado as anormalidades citolégicas nas 107 estudantes
universitarias.

TABELA 4: Andlise univariada dos potenciais fatores associados as anormalidades citolégicas em
107 estudantes universitarias da regido de Sao Luis de Montes Belos, Goias.

Anormalidade citolégica

Variavei
ariavels OR (IC 95%) p
n/total %
Idade (anos)
Até 22 3/56 5,4 2,6 (0,2-25,9) 0,37
Acima de 22 1/47 2,1
Estado civil®
Sem unido estavel 2/56 3,6 1,5 (0,1-16,9) 0,61

Casada/Uniao estavel 1/41 2,4
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Cont.
Variaveis Anormalidade citoldgica
OR (IC 95%) p

Renda familiar (salario minimo)®
Até 2 3/88 3,4 0,3 (0,0-3,4) 0,35
Acima de 2 1/10 10,0

Tabagismo®
Sim 0/3 0,0 0,0 (ND-ND) -
Nao 4/97 41

Idade na primeira relacao sexual

(anos)
Até 15 1/25 4,0 1,0 (0,1-10,8) 0,67
Acima de 15 3/78 3,8

Numero de parceiros sexuais
Mais de 3 0/21 0,0 0,0 (ND-ND) -
Até 3 4/82 4,9

Numero de parceiro nos ultimos

seis meses
Mais de 1 0/14 0,0 0,0 (ND-ND) -
Até 1 4/89 4,5

Uso do preservativo pelo

parceiro
Nunca/ocasionalmente 3/80 3,8 0,8 (0,1-8,6) 0,42
Sempre 1/23 4,3

Uso de método contraceptivo

hormonal
Hormonal 3/62 4,8 2,0 (0,2-20,2) 0,30
Outro/nenhum 1/41 2,4

Antecedente de gravidez
Sim 1/38 2,6 0,5 (0,0-5,5) 0,34
Nao 3/65 4,6

PCR para HPV
Positiva 0/38 0,0 0,0 (ND-ND) -

Negativa 4/65 6,2

2 6 participantes sem informac&o; 85 participantes sem informacéo; ¢ 3 participantes sem informacéo
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6 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo mostraram uma elevada prevaléncia da
infeccdo pelo HPV, 39,3% (42/107) (IC95%: 30,0-49,2), em adultas jovens
universitarias. Este resultado € compativel com estudos que avaliaram a prevaléncia
da infeccéo pelo HPV em mulheres jovens variando de 8,6 a 57,1% (Rama et al.,
2008; Fernandes et al., 2008; Lenselink et. al., 2008; Datta et al., 2008; Dursun et al.,
2009; Stamataki et al., 2010; Oliveira et al., 2010), sendo a maior prevaléncia
(57,1%) observada em mulheres gregas com idades entre 16 e 20 anos (Stamataki
et al., 2010) (tabela 1). Da mesma forma, alguns estudos também conduzidos em
jovens universitarias apresentaram resultados variando entre 152 e 52,65%
(Nonnenmacher et al., 2002; Winer et al., 2003; Richardson et al., 2003; Oh et al.,
2008; Ho et al, 2008) (tabela 1). Em Washington, um estudo prospectivo em
universitarias com idades entre 18 e 20 anos, sexualmente ativas, empregando a
PCR, detectou uma incidéncia cumulativa, em 24 meses, da infeccao pelo HPV de
38,8% (IC95%: 33,3- 45,0) (Winer et al.,, 2003). As variacbes entre os estudos
refletem, provavelmente, diferencas na populagcdo estudada com relacao aos fatores
de risco de exposicao ao HPV e a sensibilidade do método diagnéstico utilizado para
deteccdo da infeccdo pelo HPV (Castellsague et al., 2002; Rama et al., 2008;
Dursun et al., 2009).

O nivel de escolaridade indica algum conhecimento em matéria de
informacao sexual. Estudo transversal com 975 mulheres atendidas em um servigo
publico de rastreamento para o cancer cervical, em Porto Alegre, Brasil, observou
que as mulheres com mais anos de escolaridade estao positivamente associadas a
infeccdo. Uma explicacdo para esse fato poderia ser que estas mulheres teriam
maior acesso a informacdo e aos exames de prevencao para esta infeccao
(Nonnenmacher et al., 2002). Embora o conhecimento seja um pré-requisito
necessario para um comportamento sexual seguro ele ndo garante, por si s6, uma
adequada protecdo (Andersson-Ellstrém & Milsom, 2002). Além disso, alguns
estudos mostraram que a probabilidade de adquirir a infeccdo é elevada em
mulheres jovens e em adolescentes, mesmo para aquelas com parceiro Unico
(Woodman et al.,, 2001; Winer et al., 2003). A vulnerabilidade biolégica do colo

uterino, nestas faixas de idade configura-se como fator importante a explicar a
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elevada prevaléncia da infeccao (Moscicki et al., 1998; Murta et al., 2001; Kahn et
al., 2002).

No presente estudo, a analise revelou que nao houve associacao
estatisticamente significativa entre a infeccdo pelo HPV e as variaveis estudadas,
como idade, estado civil, tabagismo, uso de preservativo pelo parceiro, uso de
método contraceptivo hormonal e paridade. Outros estudos também n&o
encontraram uma associacdo entre a infeccdo pelo HPV e estado civil, renda
familiar, tabagismo, uso de preservativo pelo parceiro, uso de método contraceptivo
ou paridade (Murta et al., 2001; Sellors et al., 2003; Fedrizzi et al., 2008; Campos et
al., 2008; Ho et al., 2008; Oliveira et al., 2010; Stamataki et al., 2010).

Varios estudos demonstraram que dentre os fatores de risco para a
infeccao pelo HPV, a idade jovem, o inicio precoce da atividade sexual e o0 nimero
de parceiros figuram como os mais expressivos (Kahn et al., 2002; Campos et al.,
2008; Lenselink et al., 2008; Rama et al., 2008). No presente estudo, o inicio da
atividade sexual até os 15 anos de idade (média 16,74; DP: 1,71) e o numero de
parceiros sexuais acima de trés foram significativamente associados a infecgdo, com
risco de 2,7 (IC95% 1,1-6,7) e 2,4 (IC95%: 0,9-6,3), respectivamente, em
concordancia com estudos anteriores (Manhart et al., 2006; Lenselink et al., 2008).
Ho et al., 2008, demonstraram que universitarias que tiveram = 4 parceiros nos
ultimos seis meses apresentaram risco 3,6 maior de adquirir infeccéo pelo HPV. Por
outro lado, diferente de outros (Woodman et al., 2001; Winer et al., 2003; Rousseau
et al., 2003; Sellors et al., 2003), este estudo ndo demonstrou associacado entre o
namero de parceiros recentes e a infeccdo pelo HPV. O estudo de Sellors
demonstrou que o numero de parceiros no ultimo ano foi significativamente
associado com a maior incidéncia da infeccao pelo HPV, com risco de 6,2 (IC 95%:
1,6—24,5) (Sellors et al., 2003).

Em relacdo aos preservativos, alguns estudos n&o encontraram
evidéncias de que o seu uso poderia proteger contra a infeccdo pelo HPV
(Richardson et al. 2000; Rousseau et al. 2003). Isso pode ser explicado pela
transmissdao do HPV ocorrer geralmente por meio do contato sexual ou por
fragmentos de tecido infectado que penetram através de solugdes de continuidade
(Queiroz et al., 2007). Os preservativos podem ajudar a reduzir o risco de aquisicao

de uma infeccéo pelo HPV. No entanto, como os preservativos ndo cobrem todas as



46

areas da regiao genital, eles ndo sdo capazes de prevenir completamente a infecgao
(Lipsy, 2008).

O presente estudo ndo encontrou efeito protetor do uso de preservativos,
que poderia ser decorréncia do pequeno tamanho amostral, mas também pelo fato
deste estudo néo ter sido projetado para avaliar o papel do preservativo masculino.
Todavia, estudos desenhados para avaliar o desempenho do preservativo na
prevencao da infeccdo pelo HPV demonstraram que o uso correto e consistente do
preservativo pode além de proteger contra a infeccéo, reduzir a persisténcia viral e
conseqlentemente o desenvolvimento de anormalidades citolégicas (Shew et al.,
2006; Steiner & Willard, 2006; Winer et al., 2006).

A prevaléncia de anormalidades citolégicas encontrada na amostra
estudada foi de 3,7% (IC 95% 1,0-9,3). Segundo dados de literatura a prevaléncia de
anormalidades citologicas varia de 12,5 a 17% em jovens (Souza, 2004; Oliveira et
al., 2010) e de 6,4 a 45,5% em adultas (Medeiros et al., 2005; Trottier & Franco,
2006; Cavalcante, 2007; Rama et al., 2008; Fernandes et al., 2008; Dursun et al.,
2009). Levando em consideracéo o grau de anormalidades citoldgicas, a prevaléncia
varia de 1,1 a 10,7% em ASCUS, de 2,0 a 6,0% em LSIL e 0,4 a 1,17% em HSIL
(Souza, 2004; Medeiros et al., 2005; Cavalcante, 2007; Wright et al., 2007; Rama et
al., 2008).

Sabe-se que a infeccdo pelo HPV esta freqlientemente associada aos
resultados anormais de citologia (Pinto et al., 2002). Mulheres infectadas pelo HPV
apresentam risco significativamente maior de apresentar anormalidade citolégica
(Kjaer et al., 2002). Em mulheres com anormalidade citoldégica a presenca da
infeccdo pelo HPV gira em torno de 36,0 a 59,8% dos casos (Cavalcante, 2007;
Fernandes et al., 2008; Dursun et al., 2009), variando entre 13,8 a 28,9% nas
ASCUS, 51,0 a 76,6% nas LSIL e em 50 a 100% nas HSIL ou cancer (Herrero et al.,
2000; Nonnenmacher et al., 2002; Carvalho et al., 2005; Cavalcante, 2007; Wright et
al., 2007; Dursun et al., 2009). No presente estudo nao foi detectada a infeccao pelo
HPV em estudantes com anormalidades citolégicas. O fato pode ser atribuido a
variabilidade entre observadores na avaliacdo dos esfregacos citolégicos,
particularmente daqueles de significado indeterminado e de baixo grau (Stoler et al.,
2001). A citologia oncética € o principal método de rastreamento do cancer cervical,
entretanto, apresenta limitacdes, pois a taxa de resultados falso-negativos gira em
torno de 50% (INCA, 2010). Os resultados falso-negativos ocorrem principalmente
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devido a erro de coleta, de escrutinio e de interpretacédo (Tavares et al., 2007). Além
disso, a divergéncia entre a elevada prevaléncia da infeccdo pelo HPV e a baixa
ocorréncia de anormalidades citolégicas no presente estudo, corrobora o fato
conhecido de que a infeccao pelo HPV é causa necessaria, mas nao suficiente para
o desenvolvimento de anormalidades citolégicas (Castellsague & Muroz, 2003;
Richardson et al., 2003). Ja& a evolugcao para o cancer cervical ocorre em uma
pequena fracdo, cerca de 1%, das mulheres infectadas por virus de alto risco
oncogénico (Arends et al.,, 1998; Nicolau, 2002; Richardson et al., 2003; Wolschick
et al., 2007, Dehn et al., 2007; Lipsy 2008). Outro fato a ser considerado refere-se ao
tamanho amostral, que nao foi suficiente para o calculo da prevaléncia de
anormalidades citolégicas, como mostra o intervalo de confianca. Apesar dos dados
de literatura ressaltarem a falta de representatividade de elementos celulares da
juncdo escamo-colunar como a principal causa de falso-negativos citolégico (Joste
et al, 1995), no presente estudo os quatro esfregacos foram considerados
insatisfatorios pela presenca de sangue e piocitos. Desta forma, a possibilidade de
erro de avaliacao citol6gica ndo pode ser descartada.

A paridade, o tabagismo, e 0 uso de anticoncepcionais orais a longo
prazo sao fatores que podem modular o risco de progresséo da infeccao pelo HPV
para HSIL e cancer cervical (Castellsague & Mufioz, 2003). O habito de fumar tem
sido relacionado com a maior persisténcia da infecgdo pelo HPV e com a neoplasia
pré-invasiva e invasiva (Sellors et al., 2003; Murta et al., 2001; Campos et al., 2008;
Guarisi, 2008; Rama et al, 2008). Todavia, no presente estudo, nenhuma das
variaveis estudadas apresentou associacdo estatisticamente significativa com a
ocorréncia de anormalidades citolégicas. O fato pode ser explicado pela baixa
prevaléncia de tabagismo, da multiparidade, pelo pequeno nimero de usuarias de
contraceptivos hormonais, bem como pelo uso por curto prazo uma vez que a faixa
etaria estudada foi composta por mulheres jovens.

Em conclusao, o presente estudo fornece a primeira estimativa regional,
no estado de Goias, sobre a prevaléncia da infeccdo pelo HPV (39,3%) entre
estudantes universitarias com idades entre 18 e 25 anos. A elevada prevaléncia da
infeccao nesta faixa de idade e neste nivel socio-econémico e cultural, identifica um
segmento da populacdo que provavelmente se beneficiara com o emprego da

vacinacao profilatica contra o HPV.
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7 CONCLUSOES

1. A prevaléncia da infeccdo pelo HPV em estudantes universitarias na
faixa etaria de 18 a 25 anos de idade, na regido de Sao Luis de Montes Belos, no
estado de Goias, foi elevada.

2. Os fatores associados a infeccdo pelo HPV em estudantes
universitarias na faixa etaria de 18 a 25 anos de idade na regido de Sao Luis de
Montes Belos, no estado de Goias, foram o inicio da atividade sexual até os 15 anos
de idade e o numero de parceiros sexuais acima de trés.

3. Nenhum dos fatores de risco avaliados apresentou associagcao

estatisticamente significativa com anormalidades citologicas.
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0 ASSOCIACAO DE COMBATE

ANEXO 1: Aprovacao do projeto pelo comité de ética em pesquisa

AO CANCER EM GOIAS

PROTOCOLO CEPACCG N° 014/08 Goidnia, 08/05/2008

INVESTIGADOR (A) RESPONSAVEL (IES): Mestranda - Roséngela Nazareth
Pereira

Orientadora: Dra. Vera Aparecida Saddi

TITULO: “Detecgio e Genotipagem do Papilomavirus Humano (HPV) em Adultas
Jovens, de 18 a 25 anos, em Sio Luis de Montes Belos/GO.”

Area Temitica: Grupo I — Genética Humana

Local de Realizacdo: Universidade Catolica de Goids/Nucleo de Pesquisa Replicon

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da ACCG analisou e aprovou o projeto
de Pesquisa acima referido, juntamente com os documentos apresentados e os mesmos

foram considerados em acordo com os principios éticos vigentes.

Niio hd necessidade de aguardar o parecer da CONEP- Comissdo Nacional de Etica em

Pesquisa para iniciar a pesquisa.

ApOs iniciar a pesquisa, o Pesquisador responsavel devera encaminhar ao CEP/ACCG,
relatérios trimestrais do andamento da pesquisa, encerramento, conclusio (Bes) e

publicagéio (Oes).

DRA. JULIANA C ASTR\’) RADO PINEZI
Coordenador do CEPACCG

Rua 239 n2206 Setor Universitario - Goiania - GO
Fone: 62 3243-7000 - Fax: 62 3218-5513 - CEP 74605-070
www.accg.org.br
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Universidade Catdlica de Goias
Pro-Reitoria de Pos-Graduacao e Pesquisa
Departamento de Biologia — Mestrado em Genética

APENDICE 1:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estda sendo convidada para participar; como voluntaria; em uma pesquisa.
ApGs ser esclarecida sobre as informagcdes a seguir e no caso de aceitar fazer parte do
estudo; assine ao final deste documento. Vocé devera assinar duas vias; uma delas € sua e
a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de duvida sobre a pesquisa; vocé devera
entrar em contato com o pesquisador responsavel: Rosangela Nazareth Pereira nos
telefones: (64)3671-5174 e (64)8423-5535. Em caso de duvidas sobre o0s seus direitos como
participante nesta pesquisa; vocé poderd entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa; no telefone (62)3243-7050.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: DETECCAO DO GENOMA DO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM
ESTUDANTES UNIVERSITARIAS, COM IDADES ENTRE 18 E 25 ANOS, DA REGIAO DE
SAO LUIS DE MONTES BELOS - GOIAS

Pesquisador Responsavel: Rosangela Nazareth Pereira

Orientadora: Vera Aparecida Saddi

Pesquisadores colaboradores: Domingos Ribeiro Casimiro (médico); Silvia Helena
Rabelo (Farmacéutica); Rosane Ribeiro F. Alves (médica)

Meu nome é Roséngela Nazareth Pereira; sou farmacéutica-bioquimica; professora
da Faculdade Montes Belos; na regido de Sdo Luis de Montes Belos-GO; mestranda em
Genética da Universidade Catodlica de Goias e responsavel pela pesquisa a ser realizada.

Descri¢ao da pesquisa; objetivos; procedimentos; forma de acompanhamento:

Esta comprovado que o cancer de colo uterino ocorre em mulheres com infecgéo
persistente por um virus chamado Papilomavirus Humano (HPV). O HPV é um virus de

transmissdo sexual muito comum na populagdo. Na maioria das vezes; a infecgdo néao
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apresenta nenhum sintoma e desaparece por acdo do sistema imunolégico; mas em
algumas mulheres; a infeccdo pode provocar alteragdes nas células e persistir por anos.
Nestas mulheres; o risco de cancer cervical estd aumentado. A deteccdo das lesdes
precursoras do cancer permite seu tratamento precoce.

O presente estudo visa analisar a distribuicao dos tipos de HPV identificados em
adultas jovens; com idades entre 18 e 25 anos; com vida sexual ativa; residentes na cidade
de Sao Luis de Montes Belos. Visa ainda avaliar as possiveis correlacoes existentes entre a
infecgdo pelo HPV; no grupo de jovens analisadas; e seus habitos sexuais (numero de
parceiros; inicio da atividade sexual; uso de preservativos; etc.).

Objetivo: Avaliar a prevaléncia das infec¢des pelo HPV e o0s gendtipos virais mais
comuns em um grupo de adultas jovens; sexualmente ativas; atendidas no Ambulatério de
Enfermagem da Faculdade Montes Belos; em S&o Luis de Montes Belos-GO.

Metodologia: Apds concordar em participar do projeto; vocé devera assinar um
consentimento escrito. Sé entdo; serd encaminhada e atendida no Ambulatério de
Enfermagem da Faculdade Montes Belos; onde devera responder a um questionario sobre
dados pessoais e habitos de vida. S6 entdo sera submetida ao exame clinico de inspecao
dos érgaos genitais e coleta esfoliativa de material do colo de utero; pelo médico
colaborador do projeto; Dre. Domingos Ribeiro Casimiro; que sera usada para o exame
citologico e para a deteccao do genoma viral.

Os riscos e desconfortos deste estudo sdo aqueles associados aos procedimentos
descritos acima; ou seja; a coleta de material para o exame citolégico podera de modo
pouco freqliente; causar um pequeno sangramento local; que cessara espontaneamente.

Como beneficio indireto vocé estara contribuindo com informagdes fundamentais
para ampliar o conhecimento desta doenca e de sua evolugéo.

N&o havera nenhum tipo de pagamento ou gratificagdo financeira caso vocé
concorde em participar do estudo; bem como ndo tera nenhum custo relacionado aos
procedimentos e as visitas médicas.

Em caso de duvida sobre o direito de pleitear indenizacdo em caso de danos
decorrentes de sua participagdo na pesquisa; vocé podera entrar em contato com o Comité
de Etica e Pesquisa do Hospital Aratjo Jorge; em Goiania-GO; no telefone (62) 3243-7050.

Os seus dados pessoais serdo mantidos sob absoluto sigilo. Os resultados obtidos
serdo utilizados somente para fins cientificos; apenas para essa pesquisa e ndo serao
armazenados para estudos futuros; podendo ser publicados em revistas e jornais
especializados.

O projeto tem duracao doze meses e devera ser concluido até o més de Marco de
2009. Sua participacao no projeto deve durar cerca de 60 minutos; constando de resposta a

um questionario e a coleta de material do colo de utero.
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Vocé tem garantia expressa de liberdade de nao aceitagao; bem como de retirar o
seu consentimento escrito e se desligar da pesquisa em qualquer fase que julgar

necessaria.

Rosangela Nazareth Pereira
CPF: 394.522.631-72
Telefone: (64) 8423-5535



CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu; ;. RG/ CPF/ n?2 de
matricula ; abaixo assinado; concordo em
participar do estudo: “DETECCAO DO GENOMA DO PAPILOMAVIRUS HUMANO
EM ESTUDANTES UNIVERSITARIAS, COM IDADES ENTRE 18 E 25 ANOS, DA
REGIAO DE SAO LUIS DE MONTES BELOS — GOIAS”; como suijeito voluntario. Fui
devidamente informada e esclarecida pela pesquisadora Roséngela Nazareth Pereira;

sobre a pesquisa; os procedimentos nela envolvidos; assim como 0s possiveis riscos
e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento; sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupcdo de meu acompanhamento / assisténcia.

Local e data

Nome e Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacao de consentimento; esclarecimentos sobre a
pesquisa e aceite do sujeito em participar

Testemunha (n&o ligada a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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Universidade Catodlica de Goias.
Mestrado em Genética
Projeto: Deteccao do Genoma do Papilomavirus Humano (HPV)
em adultas jovens

APENDICE 2:

QUESTIONARIO
Nome:
Data de nascimento:___ /__ /___ Idade:
Endereco:
Telefone: Celular:
Naturalidade: Procedéncia:
Estado civil: (1) solteira (2) casada (3) Outro:
Profissao Renda familiar mensal:
Escolaridade: (1) I Grau (2) II Grau (3) III Grau
Raca/Cor: (1) Branca (2) Parda (3) Negra
Idade da 1* relacao sexual: Paridade:

N° de parceiros sexuais nos ultimos 6 meses:

N° de parceiros durante a vida sexual:

Orientacdo sexual: (1) Homossexual (2)Heterossexual (3) Bissexual
Tabagismo: (1) Sim (2) Nao

Se sim; tempo de tabagismo (anos): (1) 1-9anos (2) > 10 anos

Consumo diério: (1) 1-19 cigarros (2) > 20cigarros

Uso de anticoncepcional oral: (1) Sim (2)Nao

Usa outro tipo de método contraceptivo: (1) Sim  Qual? (2) Nao
Uso de preservativos: (1) frequentemente (2) Ocasionalmente (3) Raramente
Ja foi no ginecologista? (1) Sim (2) Nao Periodicidade:

Ja foi tratada com algum tipo de DST? (1) Sim (2) Nao

Qual?

Faz o exame preventivo regularmente? (1) Sim (2) Nao

Data do dltimo exame ginecoldgico: / /

Local: PSF:

Enf. Resp.

Os dados dessa ficha foram coletados por: Em / /
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APENDICE 3:

DETECCAO MOLECULAR DO GENOMA DO HPV NOS ESPECIMES
ENDORCERVICAIS UTILIZANDO ENSAIOS DE PCR:

1. Extragcdo de DNA
O material preservado em solucdo-tampao preservadora (Universal
Collection Médium — DIGENE) foi processado para extracao de DNA. A extracdo do
DNA do HPV das amostras coletadas foi feita com a utilizacdo do kit comercial
PURE LINK INVITROGEN, utilizando o protocolo descrito abaixo.

2. Preparagéao do lisado de células

Antes de iniciar a extracdo, os tubos contendo as amostras de células
cervicais foram retirados do freezer e deixados, rapidamente, a temperatura
ambiente para descongelar. As amostras foram agitadas vigorosamente, por 20
segundos, no vortex, para desgrudar as células cervicais da escova (cytobrush).
Com uma micropipeta, foram transferidos cerca de 200 ul da suspensao de células
colhidas em UCM para um microtubo (1,5 ml). Cerca de 20 pl de Proteinase K (kit-
Invitrogen) foram adicionados a cada microtubo e, apdés homogeneizacao, foi
adicionado igual volume (220 pl) de tampao de lise (Pure Link Genomic
Lysis/Binding Buffer). Os tubos foram novamente homogeneizados por meio de
pipetagens sucessivas. O lisado celular foi incubado a 55°C por 30 minutos. Apés os
30 minutos, os tubos foram centrifugados rapidamente (spin down), somente para
baixar as goticulas que estivessem na tampa do tubo. Em seguida adicionou-se 200
ul de Etanol 96-100% ao lisado e entdo a mistura foi agitada no vortex por 5

segundos, a fim de se obter uma mistura homogénea.

3. Ligacédo do DNA a coluna
Uma coluna foi posicionada no respectivo tubo coletor e o lisado de
células foi pipetado sobre a coluna. As colunas foram centrifugadas a 10.000 rpm
por um minuto, a temperatura ambiente. O liquido coletado foi descartado e a coluna

reposicionada no tubo coletor.
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4. Lavagem do DNA aderido a coluna

A cada coluna, foram adicionados 500 upl de tampao de lavagem 1
(Genomic Wash Buffer 1), previamente preparado com etanol, e posteriormente,
centrifugados a 10.000 rpm por um minuto, a temperatura ambiente. O liquido
coletado foi descartado e a coluna foi reposicionada no microtubo coletor. Em uma
segunda lavagem adicionou-se a coluna, 500 ul de tampao de lavagem 2 (Genomic
Wash Buffer 2), previamente preparado com etanol, e o microtubo novamente
centrifugado a 10.000 rpm por trés minutos, a temperatura ambiente. O liquido
coletado foi descartado e a coluna foi transferida para um novo microtubo coletor.

5. Eluicao do DNA

O tubo coletor foi descartado e a coluna foi transferida para um novo
microtubo coletor limpo e autoclavado e rotulado com os dados da amostra usada
para extracdo de DNA. Apéds adicionar 25 ul de Tampao de Eluicao (Elution Buffer) a
coluna, foi incubada a temperatura ambiente por um minuto. Posteriormente, a
coluna foi centrifugada a 12.000 rpm por um minuto, a temperatura ambiente. Para
aumentar o rendimento da extracao, repetiu-se a etapa de eluicdo com mais 25 pul de
tampao de eluicdo e novamente incubada a temperatura ambiente por um minuto.
Apobs centrifugar a 12.000 rpm por um minuto, a temperatura ambiente, a coluna foi

descartada e o DNA armazenado no tubo rotulado no freezer a -20°C.
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APENDICE 4:
Gel de Poliacrilamida a 8% e coloracao do gel por nitrato de prata

Gel de Poliacrilamida a 8%

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida a 8% e
posteriormente corados com Nitrato de Prata.

O gel de poliacrilamida 8% foi preparado com 34 ml de agua destilada e
deionizada, 10 ml de solucédo de acrilamida 40%, 5 ml de TBE (tampao Tris- Borato-
EDTA) 10 X concentrado. Para a polimerizagdo foi adicionado 500 pl de persulfato
de aménio a 10% e 50 yl de TEMED (tetrametiletilenodiamina).

As amostras e controles negativo e positivo foram preparadas com 10 pl
do produto de amplificacao, acrescido de 3 pl do tampao de corrida. Como marcador
de peso molecular foi utilizado o LADDER de 50 pb. O marcador de peso molecular
foi preparado com 5 pl do LADDER, acrescido de 3 pl de agua milliQ e 3 pl do
tampéao de amostra.

Apés a polimerizacao foram aplicados em gel cerca de 10 ul de todas as
amostras. Em seguida o gel foi submetido a eletroforese, na fonte de tensdo, com
voltagem constante de 150 V e 150 A por 1 hora e 15 minutos, utilizando-se como
tampé&o de corrida TBE 1X concentrado, pH 8,3.

Coloracao do gel por nitrato de prata AgNO3

Utilizamos o protocolo de coloracao rapida pela prata.

Solugéo de Fixacado: 50 mL de alcool etilico P.A., 2 mL de acido acético,
agua deionizada g.s.p. 300 mL. Solucdo de coloragdo: Nitrato de Prata 15%.
Solucéo de revelagédo: 15 mL de hidréxido de sodio 30%, 2 mL de formaldeido 37%
e agua deionizada qg.s. p. 200mL. O gel era depositado em um recipiente de plastico
limpo, no qual eram adicionados 150mL da solucéo de fixacdo, 2 mL de solugcao de
coloracao, agitando por 5 minutos. A Solucdo de Fixacdo era desprezada e o gel
lavado com agua deionizada, por 15 segundos (repetir este procedimento por duas
vezes);

A solucdo de revelacdo era adicionada juntamente com 2 mL de
formaldeido a 37% (no momento do uso), homogeneizando e a mistura agitada
lentamente até a revelacao das bandas. Em seguida era adicionado o restante da
solucao de fixacdo e o gel era colocado no secador a vacuo durante 1 hora e 45
minutos a 60°C.



