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RESUMO

O papilomavirus humano (HPV) é responsavel pela infeccdo sexualmente
transmissivel mais comum no mundo e € reconhecido como principal agente
causador do cancer do colo do Utero, porém pouco se conhece sobre a
prevaléncia deste virus em comunidades isoladas da Amazodnia. Objetivamos
neste estudo identificar, entre mulheres de comunidades ribeirinhas de diversos
municipios do Estado do Para - Brasil, a prevaléncia geral e especifica dos
tipos 16 e 18 da infecgédo pelo HPV, construindo um perfil epidemiologico das
mulheres positivas para 0 virus e seus tipos em questdo. No periodo
compreendido entre fevereiro e dezembro de 2008, foram coletadas amostras
de cérvice uterina de mulheres ribeirinhas através de busca ativa para a
realizacdo do exame citopatologico. Nestas amostras, foi realizada a pesquisa
molecular de HPV através da reacdo em cadeia da polimerase convencional
(PCR) seguida de uma PCR em tempo real especifica para os tipos 16 e 18.
Das 353 amostras analisadas, 58 (16,4%) foram positivas para HPV, 8 (2,3%)
foram identificadas positivas para o tipo 16 e 5 (1,4%) positivas para o tipo 18
havendo um caso de infec¢cdo mudltipla pelos tipos investigados. Mulheres
abaixo dos 16 anos apresentaram 34,6% taxa de prevaléncia e mulheres entre
52 e 66 anos taxa de 29,8% (p = 0,003), mulheres que relataram possuir Unico
parceiro sexual fixo apresentaram menor prevaléncia da infeccéo viral (11,8%)
(p<0,001). Houve um aumento relativo na presenca viral de acordo com a
severidade citolégica apresentada (p=0,026). Nao foi constatada associagao
estatistica entre os tipos virais 16 e 18 com as variaveis epidemiologicas
investigadas. A presenca de HPV e seus tipos mais associados ao cancer de
colo de utero destaca a importancia de acbes especificas, voltadas para a
prevencdo da transmissao e o rastreamento das lesdes relacionadas a este

virus, em comunidades ribeirinhas a Amazonia brasileira.

Palavras-chave: HPV. prevaléncia. PCR. Comunidades Ribeirinhas.



ABSTRACT

The human papilomavirus (HPV) is the cause of the most common sexually
transmitted infection in the world and is recognized as the main causative agent
of cervical cancer, but little is known about the prevalence of this virus in
isolated communities in the Amazon. We aimed in this study to identify among
women in riverside communities of several municipalities in the state of Par -
Brazil, the general and specific prevalence of HPV infection and HPV types 16
and 18, building an epidemiological profile of women positive for the virus and
these types. Between February and December 2008, cervical samples riverside
women were collected on active serach for the Pap smear testing. In these
samples, molecular analysis of HPV were performed by conventional
polymerase chain reaction (PCR) followed by real-time PCR to diagnose types
16 and 18. Of the 353 samples tested, 58 (16.4%) were positive for HPV , of
these 8 (2,3%) were identified positive for type 16 and 5 (1,4 %) were positive
for type 18 with one case of infection by both types investigated . Women under
16 years had 34.6 % prevalence had rate and women between 52 and 66 years
rate of 29.8 % (p=0.003), women who reported having only one fixed sexual
partner had lower prevalence of viral infection (11,8%) (p<0,001). There was a
relative increase in viral presence in accordance with the severity cytological
shown (p = 0.026). There was no statistical association between viral types 16
and 18 with the variables investigated. The presence of HPV and its most
associated with cervical cancer types highlights the importance of specific
actions aimed at the prevention, transmission and screening of lesions related

to this virus in the river communities of the target municipalities.

Keywords: HPV. Prevalence. PCR. River communities.
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1. INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) é um virus capaz de induzir lesGes de
pele ou mucosa, em diversas regibes do corpo, tanto malignas quanto
benignas. A infeccdo por HPV é sexualmente transmissivel (Ferenczy et al.,
2002) e considerada a mais frequente na populacdo sexualmente ativa do
mundo, visto que a grande parte das pessoas sao expostas ao virus em algum
momento de suas vidas (San Jose et al., 2007).

A infeccdo causada pelo HPV é, geralmente, assintomatica e efémera
(Moscicki et al., 2004), possuindo uma evolucdo limitada e frequentemente
regredindo espontaneamente em no maximo 18 meses em mulheres
imunocompetentes (Roden et al.,, 2004). Entretanto, diversos fatores podem
fazer com que ocorra a integragdo do DNA viral ao genoma da célula infectada,
sendo este o primeiro passo da carcinogese para o desenvolvimento do cancer
do Colo do Utero (CCU), sendo a infeccdo viral necesséaria, porém nao
determinante para a formacao deste tipo de cancer (Moore et al., 2004; Bosch
et al., 2002).

Caracteristicas comportamentais, como o inicio precoce da vida sexual,
a multiplicidade de parceiros, o ndo uso de preservativos, o habito de fumar, o
uso de contraceptivo oral, além de caracteristicas genéticas intrinsecas do
hospedeiro, associadas a auséncia ou ineficiente cobertura pelo exame
preventivo de colo do dtero, apontam para um aumento no risco de
desenvolvimento do CCU. No entanto, o fator carcinogénico mais importante
para este cancer é a infeccéo pelo HPV e o tipo do virus que esta infectando o
epitélio do colo do utero (Kanodia et al., 2007; Levi et al., 2002; Nobbenhuis et
al., 1999; Pinto et al., 2002).

Dentre os 189 tipos de papilomavirus descritos por Bernard et al,
(2010), 120 tem capacidade de infectar o ser humano. Mufioz et al, (2003)
descreveu que apenas 40 tipos de HPV capazes de infectar o trato ano-genital,
dentre estes, somente alguns tem grande potencial de induzir a formacao de
tumores malignos no epitélio do colo do Utero, conhecidos como HPV de alto
risco oncogénico ou apenas HPV de alto risco. Os tipos de HPV considerados

de baixo risco oncogénico, raramente sado encontrados em mulheres que
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desenvolveram o cancer do colo do utero, porém sdo considerados a principal
causa do aparecimento de verrugas no trato ano-genital, conhecidas como
condilomas acuminados (Middleton et al., 2003). O conceito de risco baixo ou
alto de desenvolver cancer de colo uterino, é apoiado por muitos estudos
epidemioldgicos e de caso-controle, que tém destacado a forte associagao
entre os tipos virais de alto risco e lesdes precursoras do cancer e o proprio
cancer (Bosch et al., 1995; Munoz, et al., 2000).

Os tipos de HPV envolvidos em infeccbes da regido do trato ano-
genital podem ser classificados, de acordo com a sua capacidade de gerar
neoplasias malignas e recentemente a agéncia internacional para a pesquisa
do Cancer (IARC) definiu 12 gendtipos de HPV alto risco oncogénico como
carcindgeno de humanos (grupo 1), esta categoria € atribuida a agentes e
substancias quando ha evidéncias suficientes da carcigenocidade dos
mesmos, em humanos, pertencem a esta classificacdo os HPV dos tipos 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, e 59 (Bouvard et al., 2009) e, dentre
estes, destacam-se os tipos 16 e 18, encontrados em mais de 70% das
mulheres que desenvolveram o cancer do colo do utero (Cliffordet al., 2006;
Zur Hausen 2002; Bosch et al., 2002; Govan et al., 2008; Simonella et al., 2013
lietal., 2011).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 PAPILOMA VIRUS HUMANO (HPV)

Os Papilomavirus (PV) constituem um grupo de pequenos virus de
DNA, pertencentes a familia Papillomaviridae (De Villiers et al., 2004; Bernard
et al., 2010), tais virus podem infectar diversos animais, como, mamiferos,
aves, tartarugas, cobras, entre outros, recebendo nomes especificos utilizando-
se das iniciais do hospedeiro (ICTV 2004; Salvia 2004; De Villiers et al., 2004;
Bernard et al., 2005), sendo conhecido como ( papilomavirus humano — HPV)
apenas o grupo viral que tem a capacidade de infectar humanos (Doorbar et
al., 2006 De Villiers et al., 2004). Em humanos séo capazes de induzir grande
diversidade de lesdes proliferativas (Munger et al., 2004; Bernard et al., 2005).

Os papilomavirus possuem um genoma de DNA dupla fita, de formato
circular, ndo envelopado, com simetria icosaédrica e € constituido de
aproximadamente 8000 pb além de possuirem um peso molecular aproximado
de 5,2 x 10° Da (Doorbar et al., 1986 e Komly et al., 1986). Os genes da familia
deste virus estdo circundados por um capsideo, que possui um diametro
variando entre 40 a 55 nanémetros. O capsideo dos papilomavirus possuem 72
subunidades, denominadas capsémeros, formadas por duas proteinas
estruturais L1 e L2 (Modis et al., 2002).

No genoma viral, representado na Figura 1, existem trés regides, que
sdo identificadas e caracterizadas como: regido que codificard as proteinas
produzidas precocemente (Early - E) onde se concentram os genes E1 a E8, a
regido que codificara as proteinas que serdo produzidas tardiamente (late - L)
onde se localizamos genes L1 e L2, que constituem os capsdmeros, e a regiao
NCR (non-coding region) ou LCR (long control region) onde estédo contidos os
elementos que fazem a regulacdo da replicacdo e da expressdo génica do
virus (Munger et al., 2004; Sousa et al., 1990).
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Figura 1: Representacao esquematica do genoma do HPV: genes precoces (E)
Tardios (L) e regido regulatéria (LCR). Adaptado de Kajitani et al.,2012.

Na regido precoce — E e tardia — L , que representam cerca 85% do
material genético, estdo contidas as ORF (Open Reading Frames) do virus,
conhecidas como regides codificadoras do genoma. Os genes E1, E2, E4, E5,
E6, E7, L1 e L2, ja foram descritos como responsaveis por realizar funcdes
importantes para o papilomavirus, tais funcdes estdo descritas resumidamente
na tabela 1. Os genes E3 e E8 ndo estdo presentes em todos os tipos de HPV
e seus produtos e funcdes ainda néo estdo elucidados (Gomez et al., 2007;
Howley., 2006).
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Tabela 1: FungBes das proteinas dos Papilomavirus.

Proteina Funcoes?

E1 Necessaria para replicacdo viral por reconhecer e ligar-se
a sitios de origem e possuir DNA helicases.

E2 Principal regulador da transcricdo viral; envolve-se na
replicacdo viral interagindo com E1.

E4 Age tardiamente no ciclo viral, induzindo parada de GZ2;
Acredita-se que facilite a montagem e liberacéo de virus.

Induz a proliferacdo celular ndo programada; pode ativar
ES 0s receptores de fator de crescimento e outras proteinas
quinases; inibe a apoptose.

Induz a sintese de DNA, interage com quatro classes de
proteinas  celulares:  co-ativadores  transcricionais,

E6 proteinas envolvidas na polaridade e motilidade celular,
supressores de tumor e indutores da apoptose,
principalmente p53, e fatores de reparacdo de replicacao
do DNA.

Induz a proliferacéo celular ndo programada; interage com
E7 os reguladores negativos do ciclo celular e supressores de
tumor, principalmente pRb.

Principal proteina estrutual do virus; interage com L2;
L1 interage com o0s receptores celulares; codifica epitopos
neutralizantes.

Proteina estrutural viral secundaria; acredita-se facilitar a
L2 montagem da particula viral, pode interagir com o0s
receptores celulares; codifica 0s epitopos neutralizantes.

LAlgumas funcdes de proteinas virais foram relatadas em culturas celulares
ou sistemas experimentais, enquanto outras foram observadas in vivo.
Adaptado de IARC (2007)

2.1.1 TAXONOMIA DO HPV

Taxonomia moderna tem como objetivo compreender as relacdes de
particulas biologicas, tais como os virus, com base na sua histéria evolutiva e
similaridade genética, e ndo somente através de suas caracteristicas
fenotipicas (Bernard et al., 2005). Originalmente os Papilomavirus pertenciam a
um taxon que, juntamente com os Polyomavirus, constituiam a familia
Papovaviridae devido a semelhanca de seus capsideos ndo envelopados de
formato icosaédrico e de seu genoma, composto de uma cadeia de DNA dupla

fita (Bernard et al., 2005), esta classificacdo persistiu até o sétimo relatério do
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Comité Internacional de Taxonomia Viral — ICTV (Van Regenmortel et al., 2002)
que ocorreu em 1999, quando esses grupos foram separados em familias
distintas por apresentarem diferenca significantes no tamanho e na
organizacédo de seus respectivos genomas (De Villiers et al., 2004).

Atualmente a nova taxonomia dos papilomavirus, foi ratificada pela
ICTV no 8° Relatério do Comité Internacional de Taxonomia de virus, e
considera o grupo viral em questdo pertencente a familia Papillomaviridae
(Fauquet et al., 2005). Tradicionalmente o HPV é descrito em tipos e espécies,
gque pertencem a diversos géneros representados por letras do alfabeto grego
(alfa, beta, gama...), com a progressiva descoberta de novos géneros,
superando o0 numero de letras gregas existentes, convencionou-se colocar o
prefixo “dyo” seguido de letras gregas para manter o sistema de nomenclatura
do taxon (Bernard et al., 2010). Em um nivel taxondmico mais baixo o0s
papilomavirus sdo classificados em, sub-tipos e variantes (De Villers et al.,
2004).

Segundo estudo conduzido por Bernard et al, (2010) ja foram
encontrados e descritos 189 tipos de papilomavirus €120 foram isolados em
humanos, sendo considerados portanto HPV. O género mais importante de
papilomavirus, do ponto de vista clinico em humanos, € o alfa-papilomavirus,
pois nele se encontram todos os tipos virais considerados de alto risco
oncogénico e a maioria que estdo associados a lesdes de mucosa e cutaneas
encontradas no trato ano-genital (Bernard et al., 2010; De Villiers et al.,
2004;Fauquet et al., 2005), porém tipos notadamente importantes do ponto de
vista clinico e epidemiolégico, 16 e 18, aparecem em bracos relativamente
distantes dentro da arvore filogenética (Figura 2). A figura 2 apresenta a arvore
filogenética dos papilomavirus descritos até 0 momento do estudo conduzido
por Bernard et al (2010).
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Figura 2: Arvore filogenética da familia Papillomaviridae, evidenciando os
géneros, espécies e tipos. Fonte: Bernard et al., 2010.

A classificacdo taxonOmica que define hierarquicamente: géneros,

espécies, tipos,sub-tipos e variantes dos papilomavirus é feita ha semelhanca

de seu material genético contido no gene L1 com algumas propriedades

médicas e bioldgicas (Bernard 2010 et al., C

han 1995 De Villiers et al., 2004).

Atualmente foi definido pelos cientistas que trabalham com a taxonomia do

HPV que variagdes menores de 2% entre os

um mesmo tipo de HPV, ja diferencas de 2%

genes L1, significam variantes de

a 10% definem sub-tipos do virus

(ex. HPV6a, HPV6b, HPV6C....) e acima de 10% como novos tipos de HPV

(Bernard et al., 2005;De Villiers et al., 2004).

Os tipos de HPV sado numerados de acordo com a ordem que sao

identificados e descritos, por conseguinte o HPV tipo 1 foi o primeiro HPV

identificado e descrito em 1982 por Danos et al, enquanto o HPV tipo 16, o

mais importante do ponto de vista clinico e e

pidemioldgico, foi descrito 3 anos

mais tarde, em 1985 por Seedorf et al, apos os 15 tipos que o antecedem, e

assim sucessivamente (Bernard et al., 1994;

Bernardet al., 2005; De Villiers et



al., 2004), até o tipo 124 que foi descrito por Chen et al, porém ainda esta em
processo de publicacéo (Bernard et al., 2010).

2.1.2 CICLO DO HPV

A infeccéo pelo HPV, na regido da cérvice uterina, € iniciada quando a
particula viral penetra nas células basais do epitélio através de microlesdes,
ocasionadas principalmente pelo ato sexual, a partir deste momento a infeccéo
pode se tornar latente, onde ocorre o ciclo produtivo do virus, em que o HPV
permanece na célula em sua forma epissomal, sem causar nenhuma
anormalidade ou sintoma clinico e replicando-se de acordo com a replicacéo
celular do hospedeiro, permanecendo com seu DNA circular integro e em baixo
namero de copias (50 — 100) para estabelecer uma infeccdo persistente
(McMurray et al., 2001).

O HPV infecta exclusivamente células que sdo capazes de realizar
mitose e por isso tem um tropismo pelo tecido epitelial, tal caracteristica
esclarece o fato dos carcinomas escamosos e dos carcinomas glandulares se
originarem na jungao escamocolunar e dentro da zona de transformacao, pois
nesses locais existem uma via imediata as células basais e parabasais do
epitélio metaplasico (Munger et al., 2004). As células basais infectadas, ao se
multiplicarem, espalham-se lateralmente, algumas dessas células migram para
camadas supra basais onde o DNA viral serd replicado e as proteinas do
capsdmero serdo formadas para a formacdo e posterior liberacdo das
particulas virais de acordo com a descamacao natural dos queratindcitos mais
superficiais, podendo estas particulas infectar células proximas e assim
reiniciando o ciclo (Ramos, 2009).

Os mecanismos que levam a infeccéo latente a uma infeccédo ativa e
gue é capaz de provocar lesées ainda nao foram totalmente elucidados, porém
ja se sabe, que a carga viral e o tipo de HPV presente sdo pontos cruciais no
desenvolvimento de lesbes pré-cancerosas (Kjaer et al.,, 2006), e que a
imunodepressédo também pode levar a infeccdo se tornar ativa, como também
uma regressao ao estado latente ou remissdo quando o restabelecimento da
imunocompeténcia (Carvalhoet al., 2000). Dados revelam que mulheres

imunocomprometidas, por possuirem o Virus da imunodeficiéncia humana -
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HIV, tém cerca de dez vezes mais chances de desenvolverem lesbes uterinas
associadas ao HPV, que sao precursoras do cancer do colo do utero, do que
aguelas que nao apresentam o HIV (Zimmermmann et al., 2006).

Grande parte das infeccbes por HPV é transitoria e assintomatica
(Moscicki et al., 2004). Em mulheres jovens e imunocompetentes, a infeccao
pelo virus pode persistir por até 18 meses, até serem eliminadas de forma
espontanea pelo sistema imunologico (Roden et al., 2004). No entanto, fatores
como, a persisténcia da infec¢cdo, uma alta carga viral, a presenca de tipos de
alto risco oncogénico do virus, associadas ou ndo a um estado de
imunodepressdo, podem fazer com que ocorra a transformacdo da forma
epissomal para a forma em que parte do DNA viral estara integrado ao genoma
de células do hospedeiro (Schlecht et al., 2003; Ramanakumar et al., 2010).

O processo de integracdo do DNA viral no genoma do hospedeiro é
essencial para a progressao de lesbes pré-cancerosas ao cancer invasivo e
ocorre a partir da ruptura do DNA circular do virus na porcédo E2, consequente
linearizacdo do material genético e posterior insercdo no genoma do
hospedeiro. Esta ruptura acarreta na interrupcdo do processo de regulacao
negativa da transcricdo viral, funcao atribuida a E2 (Howleyet al.,1996), ocorre
entdo, a sintese continua e superexpressao das oncoproteinas virais E6 e E7,
propiciando a imortalizacdo e a malignizacdo das células atingidas (NAGAO et
al., 2002; Ramanakumar et al.,, 2010; Ramos 2009). Na figura 3 € descrito
resumidamente o ciclo viral e as diversas etapas até o desenvolvimento do

cancer invasivo.
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Figura 3: ciclo viral associado a progressdo de lesdes induzidas por HPV a
cancer de colo de utero. Adaptado Diniz (2010)

2.1.3 DIAGNOSTICO DO HPV

O diagnodstico da infeccdo por HPV considera principalmente a
pesquisa direta do virus. O histérico, exames fisicos e complementares, além
das alteracBes celulares ou teciduais provocadas pela infeccdo viral (células
paraceratoticas, escamas anucledas, coilocitose), sao etapas clinicas
importantes no combate do HPV e do CCU, porém o diagnostico viral s6 pode
ser dado através de exames moleculares onde ha deteccdo do DNA viral.
Dentre as técnicas utilizadas para o diagnostico do papilomavirus, destacam-
se:

e Reacdo em cadeia mediada pela Polimerase (PCR): E uma técnica
de biologia molecular que consiste na amplificacdo exponencial de
um fragmento de DNA viral alvo, utilizando sequéncias nucleotidicas
consenso (MY09/11, GP5/6...) a partir de material biolégico. Este
exame, altamente sensivel, & capaz de detectar a infec¢cao por HPV,

mesmo em mulheres assintomaticas, e tem sido utilizado



mundialmente como padrdo ouro como exame diagnostico para o
virus (Federacdo Brasileira das Sociedades de Ginecologia e
Obstetricia 2002. Kaneshima et al., 2001; Clifford et al., 2006).

e A Captura Hibrida Il (CH2): é um ensaio diagnostico qualitativo e
quantitativo simples, rapido, seguro que utiliza células esfoliadas
obtidas do trato genital feminino que se baseia na hibridizacdo de
sondas de RNA de 18 tipos de HPV gque mais comumente infectam o
trato anogenital com os tipos do virus presentes na amostra. Os
hibridos formados sé@o detectados pela reacdo enzima-substrato e
posterior leitura através da quimioluminescéncia (Cremonesi et al.,
2004).

Até meados da década passada o rastreamento do cancer de colo de

Utero foi realizado, em diversos paises, utilizando o exame de Papanicolaou
(Kitchener et al.,, 2006), ndo obstante, apés o surgimento das técnicas
moleculares para deteccdo direta do DNA do HPV, tornou-se inquestionavel
que os achados citolégicos ndo séo indicadores sensiveis da presenca viral
(IARC, 2007), além de possuirem baixa reprodutibilidade e demandarem muito
trabalho (Kitchener et al., 2006).

Atualmente, muitos outros exames diagndsticos alternativos estéo
disponiveis (Dot blot, Southern blot, Hibridizacdo in situ...). Existem também
metodologias adicionais e variacdes da PCR capazes de detectar também os
tipos especificos do HPV, como a PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos para cada tipo viral, o Polimorfismo de Fragmento de Restricdo
(RFLP), o sequenciamento direto a partir de produtos de PCR, entre outras
(Nobre et al, 2008; Clifford et al., 2006; Vila e Denny 2006, BRASIL,
MINISTERIO DA SAUDE 2011).

2.1.4 EPIDEMIOLOGIA DO HPV

Ja é consenso na literatura mundial, pela vasta quantidade de estudos
epidemioldgicos, clinicos e moleculares existentes, que o desenvolvimento do
cancer de colo do Utero esta ligado as infecgcbes persistentes por tipos de alto

risco oncogénico de HPV e a carga viral dos mesmos, antecedido por um longo
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periodo de laténcia (Sellors & Sankaranarayanan, 2003 ; Bosch et al 2002;
Wallin et al., 1999; Dalstein et al., 2003; Carcopino et al., 2006). O HPV 16 é o
tipo de alto risco com mais que o dobro de chances de provocar o
desenvolvimento do cancer de colo do (tero ou lesbes que podem
desencadear este cancer em mulheres que apresentam citologia normal, em
comparacao a todos outros tipos de alto risco juntos (Kjeer et al., 2010).

A Organizacao Mundial de Saude (WHO/ICO 2007) também ja ratificou
a infeccao persistente pelo HPV de alto risco oncogénico como o principal fator
de risco para o de cancer do colo do utero. Segundo analises conduzidas por
Munoz et al 2004, que avaliou a prevaléncia dos tipos de HPV em mulheres
com cancer de colo do utero de 12 estudos em 25 paises e Smith et al 2007,
que analisou 14500 casos de cancer em 89 estudos e Li et al 2011, que
pesquisou 30848 casos de céancer através de 243 estudos, averiguou-se de
forma un&nime que pelo menos 89% dos casos de céncer estavam infectados
por apenas oito tipos de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 45, 52 e 58), e apenas 0s
tipos 16 e 18 eram responsaveis por mais de 70% dos casos verificados, esses
dois tipos também sdo respectivamente os mais prevalentes no mundo em
mulheres sem alteracdes no colo do utero (Munoz et al., 2004 Smith et al.,
2007 e Li et al., 2011).

A agéncia internacional para a pesquisa do Cancer publicou um
compilado de estudos (IARC, 2012) indicando em mulheres com a citologia do
cérvice uterino normal a prevaléncia geral mundial e por continente (com
excecao da oceania) dos HPV e os 5 tipos-especificos mais presentes, nele foi
encontrado a taxa 10% mulheres infectadas por algum tipo de HPV e
evidenciou-se também o tipo 16 como mais presente em todos 0s continentes
(figura 4).
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Figura 4: prevaléncia total de HPV e prevaléncia por tipo especifico em
mulheres com citologia normal no mundo e por continente. Modificado de
IARC, 2012.

A infecgéo por HPV tem o seu pico de prevaléncia entre adolescentes e
mulheres jovens, este fato deve-se por este ser o grupo etario onde se inicia a
vida sexual, sendo intrinseca a eles, a maior frequéncia de atividade sexual,
variabilidade de parceiros, a busca por novos parceiros, uso irregular de
métodos profilaticos e fragilidade da cérvice uterina no inicio da vida sexual,
além de tracos comportamentais desse grupo etario, que geralmente nédo
procura os servicos de saude com a mesma regularidade que as mulheres de
grupos etarios superiores para fins preventivos (Pinto et al., 2011).

O pico do desenvolvimento de lesdes precursoras do cancer do colo
uterino ocorre entre mulheres de meia idade em razdo de uma provavel
ativacdo da infeccdo latente do HPV, a lenta diminuicdo da imunidade tipo
especifica depois da menopausa, além da possivel aquisicdo de novas
infeccdes virais provenientes de novos parceiros sexuais (Trotier et al., 2006).
A figura 5 mostra de os picos de infeccdo por HPV e desenvolvimento do
cancer de colo do utero de acordo com a faixa etaria das mulheres em geral.
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Figura 5: Picos da infecgdo por HPV e desenvolvimento do cancer de colo do
atero em mulheres de acordo com a faixa etaria. Adaptado de WHO, 2013.

2.2 CANCER DO COLO DO UTERO

Segundo a organizacdo mundial da saude (WHO 2012) estimativas
mundiais apontam aproximadamente 528 mil novos casos desse cancer, 1,5
milhdes de casos prevalentes em 5 anos e 266 mil mortes de mulheres em
consequéncia deste cancer em 2012 sendo responsavel por 7,5% das mortes
causadas por cancer em mulheres no mundo. O CCU configura-se como o
quarto tipo de cancer mais prevalente entre as mulheres no mundo, e ja é
considerado como a principal causa de mortes, relacionadas ao cancer, em
muitos paises em desenvolvimento (WHO 2012; Parkin et al.,, 2005), como
exemplo temos que no continente africano o cancer do colo uterino
corresponde a 21,3% das neoplasias malignas em mulheres em contraste com
a Europa, onde esse valor € de 3,6% (Ferlay et al., 2013). A figura 6 apresenta
0 mapa com incidéncia do cancer de colo do Utero nos diversos paises do
globo no ano de 2012.

A incidéncia do CCU é cerca de quatro vezes maior em paises em
desenvolvimento quando comparada aos paises desenvolvidos e 87% das
mortes atribuidas a esta doenca ocorrem também em paises emergentes
(Ferlay et al., 2013). Em geral, ha uma grande variacdo na sobrevivéncia de
pacientes com CCU de acordo com o nivel de desenvolvimento dos servicos de
saude primario dos paises e o estagio clinico em que a neoplasia se encontra,

a taxa de sobrevivéncia de 5 anos chegou a menos de 25% em mulheres
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negras em Uganda (Gondos et al., 2005), enquanto em paises desenvolvidos a
mesma taxa variou entre 60% e 75% (Sant et al., 2003; Ries et al.,2008).

Céancer de colo do Gtero

Il 335+
[ 26.1-335
I 19.4-261
Bl 145194
B 10.0-145
Il 62100
B <62

NO de casos a cada 100.000 mulheres

Figura 6: incidéncia de cancer de colo do Utero no mundo em 2012 (todas as
idades). Adaptado de IARC GLOBOCAN 2012

De acordo com a estimativa de Instituto Nacional do Cancer no Brasil —
INCA (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014), para o ano de 2014,
espera-se 15.590 casos novos de cancer do colo do Gtero, com um risco
estimado de 15,33 casos a cada 100 mil mulheres, tornando o cancer de colo
do Utero a terceira neoplasia maligna mais comum entre as mulheres no pais,
sendo superado pelo cancer de pele (ndo-melanoma) e pelo cancer de mama.

A regido Norte possui 0 maior indice de incidéncia CCU em
comparacao as outras regides do Brasil 23,57 casos a cada 100 mil mulheres.
No Para estima-se que a taxa bruta de incidéncia do CCU seja de 21,13 a cada
100 mil mulheres, sendo o cancer de maior frequéncia entre as mulheres do
Estado, excluindo o cancer de pele ndo melanoma e superando a média
nacional entre os estados que € de 15,33 a cada 100 mil mulheres. Em Belém,
também segundo o INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014, estima-se que
a taxa de incidéncia bruta do CCU de 34,57para cada 100 mil mulheres, muito

acima da média entre as capitais brasileiras, que é de 19,20 a cada 100 mil
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mulheres(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2014), equiparando-se com
as piores taxas de incidéncia deste cancer no mundo. Tais numeros
associados a outros estudos epidemioldgicos de HPV (Pinto et al.,2011; Duarte
et al., 2010; Noronha et al., 2011) revelam uma situacdo que inspira cuidados
especiais quanto ao diagnéstico e rastreamento de mulheres sexualmente

ativas com HPV na regido.

2.2.1 MECANISMOS DE CARCINOGENESE DO HPV

Nos tipos de HPV de baixo risco oncogénico a replicagdo de seus
genomas € realizada em separado da replicacdo do genoma humano
(epissomal), porém nos tipos de alto risco pode ocorrer a integracdo do
genoma viral ao genoma do hospedeiro a partir da quebra do DNA circular do
virus em E2 e consequente perda do controle da repressao transcricional do
virus, que é essencial no processo de carcinogénese (Aide et al., 2009). Os
principais mecanismos oncogénicos do virus ja foram elucidados e estéo
ligados diretamente as funcbes das oncoproteinas E6 e E7 do HPV quando
super-expressas (IARC 2007).

A propriedade mais conhecida das oncoproteinas E6 de HPV de alto
risco é a capacidade de se ligar e degradar a proteina supressora de tumor p53
através do recrutamento de proteinas E6-associadas (E6-AP) por uma ligacéo
ubiquitina-dependente (Wallin et al., 1999; Scheffner et al., 1990; Huibregtse et
al., 1993). Tal fato resulta na inibicdo da atividade de transcricdo de p53, sendo
este um fator de transcricdo que estimula genes relacionados a interrupcéo do
ciclo celular e atividade apoptotica (Diniz 2010). Tal caracteristica € relatada
apenas em HPV de alto risco oncogénico, pois testes ja foram realizados em
tipos de baixo risco que codificam E6, e neles ndo ha interacéo eficiente com
p53 nem sua inativagdo pelo mesmo mecanismo (Scheffneret al., 1990;
Werness et al., 1990).

O gene E6 também pode induzir, por mecanismos ainda
desconhecidos, a expressdo e atividade da telomerase, responsavel pela
conservacdo dos teldmeros, (Kawai et al., 1998). Em células humanas, os
telomeros sdo trechos de DNA que consistem em indmeras sequéncias

nucleotidicas TTAGGG que durante a divisdo celular sdo encurtados
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promovendo a senescéncia celular, sendo a enzima telomerase responsavel
pela manutencéo integra dos teldmeros e consequentemente imortalidade da
célula (Diniz 2010; Sterbergen et al., 2001).

A E7 € uma oncoproteina de baixo peso molecular e ndo possui
atividade enzimética propria, e assim como proteinas de outros pequenos virus
precisam se associar com complexos protéicos celulares modificando suas
funcdes originais (Munger et ., 2004). As proteinas E7 se associam a varias
outras proteinas responsaveis pelo controle do ciclo celular, entre elas
destacam-se a proteina supressora de tumor do retinoblastoma — pRb
causando sua degradacéo, e consequente perda do controle sobre os fatores
de transcricdo da familia E2F, que controlam a progressédo do ciclo celular
entre as fases G1 e S, resultando em imortalizacdo e proliferacdo celular ndo
programada e eventualmente no desenvolvimento de cancer (Boyer et al.,
1996; Munger 2001; Dyson et al., 1989). Estudos realizados demonstram que
as proteinas E7 de tipos virais de alto risco oncogénico possuem maior
eficiéncia na interacéo e desestabilizacdo da pRb quando comparado com tipo
de baixo risco (Gage et al., 1990; Munger et al., 1989).

Assim as oncoproteinas E6 e E7 dos tipos de HPV de alto risco
oncogénico, quando em conjunto e super-expressas, podem facilitar a
imortalizacao e proliferacdo ndo programada de células epiteliais escamosas
primarias pela degradacdo de proteinas que regulam a supressdo de tumores,
(Silva et al., 2003). Estudos também relatam o papel sinérgico da oncoproteina
E5 com E6 e E7, provocando um aumento no potencial de proliferacédo e
imortalizagdo celular (Stoppler et al., 1996 Valle & Banks, 1995), assim como
inibicdo da apoptose em determinados tipos de HPV (Kabsch & Alonso, 2002 e
Zhang et al., 2002). Também j& estd estabelecido que a continua expressao
destas oncoproteinas, causada pela infeccdo persistente do virus, podem
possibilitar o aparecimento de um conjunto de aberracdes gendmicas em nivel
celular, o que resultard na formacdo de neoplasias do colo uterino (Munger et
al., 2004; Ramos 2009).

Outras evidéncias epidemiologicas e moleculares também sugerem
gue o HPV é considerado fator de risco para o desenvolvimento de cancer nas
regides da vagina, vulva, anus, pénis, além de carcinomas da mucosa oral,

orofaringea, laringea e regides da cabeca e pescoco, porém em uma parcela
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menos significativa, se comparado com o cancer de colo de atero (WHO, 2007;
D’Souza et al., 2007).

2.2.2 PROFILAXIA DO CANCER DO COLO DO UTERO

2.2.2.1 Rastreamento da cérvice uterina

A prevencdo do céancer de colo de uteros e da mundialmente pelo
rastreamento e monitoramento citolégico da cérvice uterina através do exame
de Papanicolaou, também chamado de preventivo do cancer do colo do Gtero
(PCCU), ou até mesmo colpocitologia oncotica cervical, devido este cancer ser
precedido por uma longa fase pré-invasiva associada ao HPV, chamada de
Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC)(BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE
2011).

A NIC é uma manifestacdo subclinica da infec¢cdo por HPV no colo do
atero (Aidé et al., 2009) e se caracterizam por lesfes proliferativas com grau
anormal de maturacdo, podendo ser precursoras do carcinoma escamoso
invasor. As NIC sao classificadas em graus I, Il e Ill, de acordo com a
proporcdo da espessura do epitélio que apresenta células maduras atipicas e
indiferenciadas (BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE 2011).

A NIC | é caracterizada por células atipicas que ocupam ao menos um
terco do epitélio escamoso inferior. A NIC Il apresenta até dois tercos do
epitélio inferior ocupado por células atipicas, enquanto o NIC Il apresenta mais
de dois tercos ou até a totalidade da espessura do epitélio formado de células
nao indiferenciadas com nucleos atipicos e figuras de mitoses anormais
(Richart 1967; Sellors & Sankaranarayanan, 2003; Aidé et al., 2009).

Estudos relatam que os graus NIC Il e Ill pela maior chance de
progredirem para o cancer, se nao tratadas sao neoplasias reconhecidas como
as reais precursoras do cancer de colo do Gtero (Mccredie et al., 2008; Ostor
1993), enquanto grande parte das NIC | regridem entre 12 a 24 meses ou ndo
progridem a NIC Il ou Ill, por isso, ndo sdo consideradas lesdes precursoras
desta doenca (Ostor 1993; Melnikow et al., 1998). Segundo estudos a infeccdo

por HPV esté presente entre 90% e 100% das amostras que possuem lesdes
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tipo NIC IIl e carcinoma invasor (Chen et al., 1999; Walboomers et al., 1999;
Depuydt et al., 2001; Munoz, et al.,2003; Chang et al.,2005).

Politicas de quem e quando deve-se realizar 0 rastreamento para
deteccdo das lesdes precursoras do cancer do colo do utero e suas fases
iniciais, assintomaticas, sdo complexas e necessitam de uma analise sébria e
cautelosa das vantagens e desvantagens, como também dos custos
decorrentes dessas acfes. No Brasil, o Ministério da Saude recomenda que
todas as mulheres sexualmente ativas, realizem a o exame citopatologico
anualmente a partir dos 25 anos e que repitam o exame a cada 3 anos, apés 2
resultados negativos consecutivos. Essa recomendacao se justifica pelo alto
namero de falsos-negativos. Devendo haver 2 exames negativos no espaco de
um ano para o aumento da periodicidade do mesmo (Aidé et al., 2009).

Nos Estados Unidos € recomendado pela American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG) o inicio do rastreamento aos 21 anos
de idade e a FDA (Food and Drug Administration) ja aprovou, juntamente ao
teste citopatologico, a incorporacéo de testes que detectem o HPV de alto risco
oncogénico em mulheres com mais de 30 anos no rastreamento, mesmo em
resultados citologicos dentro dos limites de normalidade, pois mesmo com
citologia normal, a presenca de HPV de alto risco em mulheres acima dos 30
anos pode significar uma infeccdo persistente, sendo esta mais suscetivel
desenvolver uma lesdo precursora do cancer de colo do utero (Cibas et al 2007
e ACOG 2003, 2009).

A Figura 7 destaca as equivaléncias entre as nomenclaturas
citolégicas, utilizadas na realizacdo dos exames citopatolégicos e histoldgicas,
utilizados em biopsias, para o diagnostico confirmatério da severidade das
lesdes escamosas da cérvice uterina. No Brasil, Para classificagdo do exame
citopatolégico é utilizada a Nomenclatura Brasileira para Laudos citopatolégicos
cervicais 2012 (Brasil, Ministério da Saude, 2012) que se baseia no Sistema
Bethesda, criado na cidade canadense de mesmo nome em 1989 e revisado
em 2001. Para os diagnésticos histopatologicos, é utilizada a nomenclatura
descrita por Richart et al., 1967.
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Classificagéo histologica
(Richart 1967)

Classificagéo citolégica brasileira
(INCA 2012)

Alteracdes benignas

Células atipicas de significado indeterminado

Neoplasia Intraepitelial Cervical | — NIC |

Lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau - LSIL

Neoplasia Intraepitelial Cervical Il e Il = NIC 1l e lll

Lesao intra-epitelial escamosa de alto grau - HSIL

Neoplasia Intraepitelial Cervical 111 — NIC I

Adenocarcinoma in situ

Carcinoma epiderméide invasor Carcinoma epiderméide invasor

Figura 7: Equivaléncias de diagnoésticos entre a classificacdo histologica e
citologica para resultados de exame de papanicolaou em lesbes cervicais
escamosas. Elaboracdo prépria a partir de dados de (Richart 1967) e
(MINISTERIO DA SAUDE 2012)

De Maneira geral as lesbes associadas a infeccdo por HPV, que
podem vir a ser precursoras do cancer de colo do uUtero, s6 sdo detectadas
através de exames especificos, por ndo apresentarem sintomas incbmodos ou
gue provoque algum tipo de alarde como corrimento, ardor ou prurido, fazendo
com que muitas mulheres negligenciem a recomendacdo de se consultar
periodicamente com o ginecologista, por este motivo destacam-se as politicas
mundiais de rastreamento que fazem o diagnéstico precoce, o
acompanhamento e o tratamento dessas lesdes, que séo as principais formas
de prevencao da infeccéo pelo papilomavirus e o cancer em foco (MINISTERIO

DA SAUDE 2011).

2.2.2.2 Educacéao sexual

Visto a infeccéo genital por HPV ser sexualmente transmissivel (IST) e
também o principal fator de risco para lesbes no epitélio do colo do utero e
consequentemente do CCU (Novaes et al., 2002), uma das formas mais
tradicionais de prevencdo € a educacao sexual, atraves de campanhas que
devem ter entre outros focos a importancia do uso de preservativos devido a
diminuicdo da possibilidade de transmissdo do virus pelo ato sexual, mesmo
ndo sendo um método totalmente efetivo (Ramanakumar et al., 2010

MINISTERIO DA SAUDE 2006).




2.2.2.3 Vacinacao

A vacinacao que previne a infeccdo de determinados tipos de HPV é
outra forma de medida profilatica do cancer de colo de utero (koutsky., 2002).
Atualmente existem duas vacinas aprovadas tanto pela FDA (Food and Drug
Administration 2006 e 2009) quanto pela ANVISA (MINISTERIO DA SAUDE
2006 e 2013), orgaos que regulam a producdo de farmacos nos Estados
Unidos e no Brasil respectivamente.

O laboratério GlaxoSmithKline (GSK) é responsavel pela producdo da
vacina bivalente Cervarix, que imuniza contra os tipos 16 e 18, que sdo os tipos
HPV de alto risco oncogénicos mais prevalentes em mulheres com céancer de
colo de utero. O laboratorio Merck Sharp & Dohme (MSD) € responsavel pela
producdo da vacina quadrivalente Gardasil, que além de imunizar contra os
tipos 16 e 18 também age contra os tipos 6 e 11, que sdo 0s principais
causadores de verrugas genitais. Contudo, estudos indicam que pode haver
protecdo cruzada pela similaridade genética entre alguns tipos virais vacinais
com outros HPV nao vacinais (Linhares et al., 2006; Lepique et al., 2009),
como evidenciado em Stanley et al., 2008 onde revelou-se que a vacina
Gardasil protegeu parcialmente (aproximadamente 59%) contra os tipos 31 e
45 de HPV.

Ambas as vacinas funcionam em um regime de trés doses, com
aplicacao intramuscular (Food and Drug Administration 2006, 2009) e sé&o
completamente seguras por serem produzidas a partir de particulas virais ndo
infectantes e sem a presenca do DNA viral (Diniz & Ferreira 2010; Schiller et
al., 2008), tais estruturas, denominadas como particulas semelhantes ao Virus
ou VLP (Viral-like Particle) tem origem a partir da proteina do capsideo viral
(L1) e sdo capazes de gerar uma resposta imunoldgica superior a infeccao
natural por um periodo de 2 a 5 anos (Bricks et al., 2007).

Estudos nos Estados Unidos (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS
2007; Mao et al., 2006), Espanha (Ortiz et al., 2006) e em varios outros paises
(Kajaer et al 2009) tém evidenciado alta eficacia de ambas as vacinas na
prevencdo de lesdes do colo do Utero associadas aos tipos de HPV focados
pelas vacinas, porém, como a vacinas em questao foram desenvolvidas ha

poucos anos, estudos devem ser conduzidos para averiguar a velocidade do
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nivel de queda e a menor quantidade necessaria de anticorpos anti-HPV para
gue haja a protecao e assim da necessidade de reforco da vacina (bricks et al.,
2007; WHO 2007).

Atualmente, no Brasil, ambas as vacinas sdo encontradas na rede
privada de saude e indicada para mulheres a partir dos nove anos de idade. A
partir de margco de 2014 a vacina quadrivalente entrou para o PNI (Programa
Nacional de Imunizacéo) e esta sendo disponibilizada gratuitamente pelo SUS
para meninas entre 11 e 13 anos, em 2015 essa faixa serd ampliada e ficara
entre 9 e 13 anos (MINISTERIO DA SAUDE 2013). A introdugdo da vacina
Gardasil no SUS soO foi possivel por conta de acordo parceria para o
desenvolvimento produtivo (PDP), com transferéncia de tecnologia entre o
laboratorio internacional Merck Sharp & Dohme (MSD) e o Instituto Butantan,
que passara a fabricar o produto no Brasil a um custo de 30 reais por dose
(MINISTERIO DA SAUDE 2013).
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3. JUSTIFICATIVA

As mulheres do estado do Para que moram em comunidades
ribeirinhas séo carentes de cuidados primarios de saude publica e, por isso, 0
rastreamento citoldgico do cérvice uterino e a identificacdo de indicadores que
possam ajudar nas acdes de saude para essas comunidades sao fundamentais
na prevencao da infeccdo pelo HPV e, consequentemente, do CCU. Tal
caréncia pode ser considerada o principal argumento para estudos que
definiram tendéncias de aumento da mortalidade por cancer de colo do utero
no estado do Para (Gonzaga et al., 2013), e também em cidades do interior das
regides norte e nordeste (Silva et al., 2010).

Estudos mundiais j4 destacaram que a atencéo basica a saude e o alto
indice de cobertura do exame citopatolégico periédico em mulheres, séo
fatores essenciais para a queda da incidéncia e mortalidade pelo cancer em
questdo. Paises com uma taxa de cobertura pelo exame citopatoldgico
periodico superior a 50% das mulheres, apresentam uma taxa de mortalidade
menor que trés mortes a cada 100 mil mulheres ao ano, e em paises onde a
cobertura por este mesmo é maior que 70% a taxa de mortalidade cai para
menos de duas mortes por ano a cada 100 mil mulheres (Anttila et al., 2009;
Arbyn et al., 2009). Em comparacgéo, a taxa de mortalidade brasileira por este
cancer em 2011 que foi de 4,66 mortes. No estado Para a situacdo é mais
alarmante, pois verificou-se a taxa de 8,26 mortes a cada 100 mil mulheres no
mesmo periodo em decorréncia deste cancer (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER — INCA 2011).

Poucos estudos acerca do HPV englobam dados de comunidades
ribeirinhas pelo dificil acesso a essas mulheres, por questées culturais, medo
de realizacdo dos exames, desconhecimento ou preconceito. No entanto
estudos relatam taxa de prevaléncia pela infeccdo do HPV condizente com a
literatura (Hildesheim et al., 1993; Silva et al.,, 2009; WHO/ICO 2010) em
mulheres néo referenciadas. Em comunidades ribeirinhas do estado do Para foi
relatado em Duarte et al, (2010) uma prevaléncia de 11,4% em mulheres de
ribeirinhas de um municipio do interior do estado, Brito et al. (2002) observou a

taxa de prevaléncia de 14,3% da infeccdo em indigenas da tribo Parakand,
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que se localiza na bacia do Tocantins entre os municipios de Novo
Repartimento, Jacunda e ltupiranga. Tais dados nos indicam a presenca do
virus nessas comunidades tradicionais , muito frequentes na Amaz0bnia
brasileira.

A implantag&o das vacinas profilaticas contra o HPV na rede publica de
saude pelo Ministério da Saude do Brasil foi iniciada em marco de 2014, as
vacinas ja desenvolvidas atingem um namero limitado de tipos de HPV, entre
eles os tipos 16 e 18 que sao o foco deste projeto, e seu custo ainda € elevado,
mesmo com um cendrio de parceria do ministério da salde e o laboratorio
produtor da vacina além de custos como armazenamento, distribui¢cdo... Tendo
em vista a grande diversidade de comunidades ribeirinhas no Estado do Para e
na Regido Norte, sera de fundamental importancia determinar a frequéncia, a
diversidade e a relacdo desses tipos oncogénicos de HPV com as lesbes
uterinas, para composicdo de melhores politicas na prevencao da infeccao por
HPV.

O exame citopatologico evidencia resultados positivos no rastreamento
de lesBes precursoras do cancer do colo do Utero associadas ao HPV, porém é
necessario reconhecer que este teste ainda necessita de especificidade devido
o resultado depender da expertise do citologista que analisara a lamina com
material da cérvice uterina, além de sensibilidade, pois 0 exame possui uma
taxa de falsos-negativos que podem chegar até 20% e da sobreposicéo celular,
que pode dificultar a visualizacdo do material e consequente avaliacdo das
alteracdes citolégicas (Aide et al., 2009), Os exames moleculares com
resultado negativo estdo associado a uma baixa taxa de desenvolvimento de
NIC Il no préximos 6 anos, o que faz com que o intervalo de realizacdo dos
mesmos sejam ampliados com seguranca, podendo fazer com que os teste
moleculares ultrapassem o custo beneficio do exame citopatolédgico tradicional
(Dillner et al., 2008).

Dados também relatam que a infecgdo persistente pelo HPV 16
aumenta em 20% o risco das mulheres desenvolverem lesdes do tipo NIC Il ou
piores em um periodo de dez anos (Kjaer et al,. 2010) e que segundo a
organizagdo mundial da saude (WHO/ICO 2010) o HPV 16 € o tipo mais

comum em mulheres sem alteracdes citoldgicas.
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Sendo assim e pela forte associacdo entre os tipos de HPV de alto
risco oncogénico e o cancer de colo uterino, estudos ja relataram a
fundamental importancia a implementacdo de testes moleculares de
diagnéstico em politicas de rastreamento para detectar a presenca do HPV
(Sankaranarayanan et al., 2009) e o tipo viral associado, em mulheres
assintoméaticas, dando énfase aos tipos 16 e 18, pelo fato destes tipos serem
reconhecidos como 0s mais importantes do ponto de vista clinico e
epidemiologico (Clifford et al., 2006; Zur Hausen et al., 2002; Bosch et al.,
2002; Govan et al., 2008).

No caso de comunidades ribeirinhas da Amazonia, tais testes serao
fundamentais, pois poderdo proporcionar um possivel aumento na
periodicidade do rastreamento do cérvice uterino entre estas mulheres , o que
resultard em economia de recursos, visto o dificil acesso as comunidades em

questéao.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Definir o perfil da infeccdo geral pelo papilomavirus humano e dos tipos
16 e 18, em mulheres de comunidades ribeirinhas do Estado do Para.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever o perfil da populacéo estudada

Estimar a frequéncia da infec¢éo pelo papilomavirus humano nas comunidades
estudadas

Estimar as frequéncias da infeccéo pelos tipos 16 e 18 de papilomavirus
humano na populacéo estudada

Determinar os fatores associados a infeccdo viral nas comunidades

ribeirinhas investigadas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Tipo de estudo

Este estudo transversal realizou uma andlise descritiva e analitica da
infeccdo geral por HPV e pelos seus tipos 16 e 18, em mulheres que ja
iniciaram sua vida sexual, possuem residéncia fixa em comunidades ribeirinhas
do estado do Para — Brasil e que realizaram coleta de material para o exame
colpocitolégico ou preventivo de céancer de colo de utero (PCCU), entre
fevereiro e dezembro de 2008. Este foi caracterizado pela busca ativa de
mulheres para realizacdo do exame preventivo de cancer de colo do utero e
contou com a participacdo de 353 mulheres de sete municipios paraenses

conforme representado na figura 8.

16,5% 8 2%

31, 9%
H Abaetetuba

M Itatiuba
. 0,
37,10% 140; 40%
M Soure

B Cameta
M Salvaterra
H Belém

43, 12%
M Cachoerira do Arari

78,22%

Figura 8: Distribuicdo das participantes do projeto de acordo com o
municipio investigado.

5.2 Aspectos Caracteristicos Eticos

As mulheres participantes do estudo foram orientadas sobre a
importancia do projeto e convidadas a fazer parte da pesquisa assinando o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Anexo 1). O protocolo de

pesquisa deste projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em
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Pesquisa em Seres Humanos do Nucleo de Medicina Tropical — NMT
pertencente a Universidade Federal do Para — UFPA, em trés de dezembro de
2007, segundo o oficio de n°® 050/2007 CEP/NMT (Anexo 2).

5.3 Questionario epidemiolégico

Os dados socioeconémicos, demograficos, comportamentais, de
historia sexual e reprodutiva foram coletados das mulheres que participaram do
projeto antes da realizacdo do exame de PCCU e através de entrevistas
estruturadas e posterior preenchimento de questionario epidemiol6gico
padronizado (Apéndice 1). As pessoas que executaram as entrevistas
receberam orientacdo dos protocolos do estudo e foram treinadas para o
preenchimento dos questionarios pela médica responsavel pela coleta do

material analisado com intuito de evitar o viés de informacéo.

5.4 Andlise citoldgica do colo uterino

O esfregaco citoldgico convencional foi constituido de raspado
ectocervical e endocervical, colhidos com espatula de Ayre e escova
endocervical, estendido em lamina de vidro, fixado com polietilenoglicol e
corado pela técnica de Papanicolaou. As amostras de cérvice uterino foram
examinadas e diagnosticadas no Laboratério de Anatomia Patolégica e
Citopatologia do Nucleo de Medicina Tropical — NMT, Unidade da Universidade
Federal do Pard& — UFPA e os resultados obtidos foram reclassificados de
acordo com 32 edicdo da Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatoldgicos
Cervicais (INCA 2012).

5.5 Preparagédo do DNA das amostras do colo Gtero

As amostras biolégicas coletadas pela escova endocervical foram
armazenadas no Universal Collection Medium (UCM/Digene do Brasil Ltda)
para posterior transporte até o Laboratério de Biologia Molecular e celular do
NMT — UFPA. Para a extracao do DNA, as células foram suspensas em 200

ML da solugdo de digestdao (1 mM Tris, 200 pg/mL de Proteinase K, 0,5%
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SDS) por agitacao e incubadas a 55°C por 2 horas. Posteriormente, o0 DNA
foi purificado pelo método de fenol/cloroférmio/alcool-isoamilico na proporcao
25:24:1 respectivamente, precipitado em etanol, que apés evaporacao foi
ressuspendido e diluido em 100 pL da solugdo de TE(1 mM Tris, 100 puM
Edta, pH 8,2) e estocado em freezer na temperatura de -20 °C (Pitta et al.,
2010).

5.6 PCR para deteccédo de DNA de HPV

Foi realizada a detec¢cao molecular do HPV pela amplificacdo da reacao
em cadeia da polimerase (PCR), usando os oligonucleotideos iniciadores
consenso MY-09 e MY-11 (Figura 9) que amplificam um fragmento de 449-458
nucleotideos (dependendo do tipo de HPV) de uma regido altamente
conservada do gene L1 (Manos et al., 1989). Cada reacdo de PCR foi
preparada com um volume total de 8,0 uL, sendo 1,0 uL de DNA da amostra
bioldgica e 7,0 uL de uma mistura (MIX) de reagentes [2,5uL de agua estéril,
2,5 uL de 1x Go-Taqg Green Master Mix® (Promega) [200uM de cada dNTP,
1.5mM MgCl2 (pH 8.5)] e 1,0uL de cada oligonucleotideos iniciador para HPV
(200 ng/uL). A reacgéo foi submetida ao termociclador (Biocycler MJ96G) com a
seguinte programacao: 4 minutos a 95 °C para desnaturacédo do DNA, seguidos
por 35 ciclos com 3 etapas, sendo a primeira de 94 °C por 30 segundos, a
segunda de 56 °C por 30 segundos e a terceira de 72 °C por 30 segundos, foi
executado um ultimo passo de 72 °C por 8 minutos para extensao final do
DNA.

Todas as amostras foram previamente amplificadas para um fragmento
do gene da beta globina humana para confirmar a qualidade do DNA para
PCR, utiizando o mesmo MIX de reagentes, com excecdo dos
oligonucleotideos iniciadores especificos para HPV, que foram substituidos
pelos oligonucleotideos iniciadores G73 e G74 (Figura 9), que amplificam um
fragmento de 268 pares de base (Greer et al., 1991). Foi usado como controle
positivo para a reacao de deteccédo de HPV, amostra de DNA conhecidamente
positiva para o virus, e como controle negativo, agua estéril. Também foi usado

MIX de reagente sem adicdo do DNA para averiguar a possivel contaminacao
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da reacdo. Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% (200 ml de Tris-Acetato-EDTA 1x TAE, 2g de Agarose) contendo
brometo de etidio (0,5 upg/mL) e visualizados em transiluminador sob luz
ultravioleta. Os fragmentos gendmicos amplificados foram comparados com
marcadores de peso molecular (ladder) de 100 pares de base (promega) para

estimar o seu tamanho.
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Oligo. | N? de nucleotideos Sequéncia de nucleotideos Fragmento 1solado
G73 21 GCGGTAAAGCAGGTGAAGAAA 268PB
G74 22 TGAGCATCCAAAGTCTCCAATC 268PB
MYO09 20 CGTCCMARRGGAWACTGATC 450PB
MY11 20 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 450PB

Figura 9: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores genéricos para
deteccdo da beta globina e do HPV. Fonte: Greer et al., 1991 e Manos et al.,
1989.

5.7 PCR em tempo Real para detectar HPV tipos 16 e 18

Apos o resultado da PCR com oligonucleotideos iniciadores MY09/11,
as amostras positivas para o DNA viral foram submetidas a PCR em tempo real
distintas para deteccéo de cada gendtipo (16 e 18) do papilomavirus humano
utilizando sondas especificas e kit Platinum® gqPCR SuperMix-UDG®
(Invitrogen). Para cada amostra foi utilizado 1,0 pl de DNA, 7,30 de mix, 0,375
ul de sonda, 0,15 pL de ROX Dye, 0,15 pL de magnésio e 6,07 de agua Milli Q
autoclavada, totalizando 15 pL para cada reacao.

A reacdo de amplificacdo consistiu em 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 30 segundos, hibridizacdo a 60°C por 30 segundos e extensdo 72°C por 30
segundos Os resultados foram analisados pelo software StepOne v2.0 (Figura
10). Controles negativos (mix de reagentes sem adicdo de DNA) e positivos
(mix de reagente adicionada de amostras conhecidamente positivas para 0s
tipos virais) foram utilizados. As anélises de PCR em tempo real para deteccao
do HPV 16 e 18 foram realizadas no Laboratorio de Imunopatologia do NMT —
UFPA.
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Figura 10: Exemplo de PCR em tempo real analisado pelo software
StepOne v2.0

5.8 Andlises Estatisticas

Para a estatistica descritiva os dados foram transferidos dos questionarios
para planilhas Excel (Microsoft Office), onde foram gerados graficos e tabelas.
As medidas de tendéncia central e de dispersdo foram identificadas no
programa BioEstat 5.0.3 (Ayres2007). Para a estatistica inferencial foi utilizado
o teste de qui-quadrado — x? para avaliar a associacdo entre as variaveis
investigadas no projeto com a prevaléncia total do HPV e o teste G para
averiguar a mesma associacdo com a prevaléncia dos tipos especificos do
virus (16 e 18), ambas ao nivel de confianca de 95%, utilizando o programa
BioEstat 5.0.3 (Ayres 2007).



6. RESULTADOS

6.1 Caracteristicas da populacéo

A média etéria das 353 participantes foi de 36,9 anos (desvio padréo —
13,7). Quanto ao estado civil, mais de 77% eram casadas ou possuiam
parceiro fixo.

Aproximadamente 47% das mulheres investigadas apresentaram, no
minimo, 8 anos de estudo por relatarem a conclusdo do primeiro grau (ensino
fundamental), sendo que cerca de 31% delas j4 haviam completado o segundo
grau, totalizando 11 anos de estudo (ensino médio), sendo maior a parcela de
mulheres que relataram néo terem concluido o ensino fundamental incluindo as
gue se declararam nao alfabetizadas (48,1%). Mais da metade das mulheres
(53%) revelaram viver com menos de 1 salario minimo mensal, j& incluidos
valores referentes a programas sociais governamentais. Quanto ao estado civil,
guase metade das mulheres relataram viverem em regime de unido estavel e
quase 80% do total de mulheres entrevistadas afirmaram possuirem parceiro
sexual fixo. A tabela 2 apresenta a distribuicdo dos participantes de acordo

com as caracteristicas sociodemogréficas investigadas.
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Tabela 2: Distribuicdo das 353 mulheres que participaram do estudo de

acordo com as caracteristicas sociodemograficas investigadas.

Caracteristica n %
Faixa etaria (em anos)
<20 26 7.4
21-35 164 46,4
36 -51 102 28,9
52 - 66 47 13,3
67+ 14 4,0

Escolaridade

Nao alfabetizada 41 11,6
Lé e escreve 129 36,5
1° grau 114 32,3
2° grau 46 13,0
3° grau 7 2,0
Nao informado 16 4,6
Estado Civil
Solteiro 49 13,9
Casado 128 36,2
Uniao estavel 150 42,5
Separadas, Divorciadas ou Vilvas 26 7,4

Renda Familiar (em salarios minimos)

<al 187 53,0
la?2 132 37,4
2a3 22 6,2
3+ 8 2,3
Nao informado 4 1,1

Mais de 37% das participantes relataram que sua primeira relagéo
sexual ocorreu com idade igual ou inferior aos 15 anos e mais da metade
56,1% das mulheres alegaram possuir apenas um parceiro sexual ao longo da
vida.

Quanto ao histérico gestacional das mulheres participantes da
pesquisa, constatou-se que cerca de 33% delas tiveram até duas gestacoes, e
em aproximadamente 21% de todas as mulheres, ralatou ao menos um
episédio de abortamento (espontdneo ou provocado) durante a gestacdo
(Tabela 3).



Tabela 3: Distribuicdo das 353 mulheres que participaram do estudo

conforme caracteristicas sexuais e de historia reprodutiva investigadas.

Caracteristica n %
Idade da primeira relacdo sexual (em anos)
<15 132 37,4
>15 208 58,9
N&o informado 13 3,7

NUumeros de parceiros sexuais

1 198 56,1
2a3 110 31,2
4a5 20 5,7
6 ou mais 10 2,8
Nao informado 15 4,2

Numero de gestacbes

Nenhuma 29 8,2
la2 88 24,9
3a4 105 29,8
5 ou mais 131 37,1

Ocorréncia de aborto
Nao 275 77,9
Sim 78 22,1

Na tabela 4 encontra-se a distribuicdo das participantes de acordo com
0 uso ou ndo de métodos contraceptivos, o habito de fumar, a ingestdo de
bebidas alcodlicas e se j4 haviam realizado o exame de papanicolaou (PCCU)
antes de participarem da pesquisa.

Constatou-se que menos de 10% das mulheres admitiram usar algum
método contraceptivo e de todas as participantes cerca de 70% nunca haviam
realizado o exame preventivo do cancer do colo do Utero. Cerca de um quarto
das participantes afirmaram serem consumidoras de bebidas alcodlicas e

menos de 10% tem o habito de fumar (tabela 4).



Tabela 4: Distribuicdo das 353 participantes de acordo com o uso de
métodos contraceptivos, realizacdo do PCCU, ingestdo de bebidas alcodlicas e

habito de fumar.

Caracteristica n %
Uso de métodos contraceptivos orais
Sim 34 9,6
N&o 260 73,7
N&o informado 59 16,7

Realizacéo prévia de exame preventivo CCU
Sim 107 30,3
Nao 246 69,7

Ingestao de bebidas alcodlicas

Sim 96 27,2
Nao 246 69,7
Nao informado 11 3,1

Habito de fumar

Sim 35 9,9
Nao 312 88,4
Nao informado 6 1,7

6.2 Citologia Oncoldgica Cervical

As 353 mulheres que participaram do estudo apresentaram esfregagcos
citolégicos satisfatorios para avaliacdo, sendo que delas foi constatado que 43
(12,2%) apresentavam células glandulares ou escamosas atipicas
possivelmente ndo neoplasicas ou que ndo se possa afastar a lesdo de alto
grau. Cerca de 15% (n=54) das mulheres apresentaram algum tipo de lesdo

intraepitelial em células escamosas (tabela 5)
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Tabela 5: Diagnéstico citologico cervical das 353 mulheres de acordo

com a Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatologicos Cervicais 2012

resultado da citologia n %
Dentro dos limites da normalidade 7 2
Inflamacgéao sem identificacdo do agente 249 70,5
AGUS possivelmente ndo neoplasicas 9 2,5
AGUS onde nao se pode descartar HSIL 3 0,9
ASCUS possivelmente ndo neoplasicas 28 7,9
ASCUS onde néo se pode descartar HSIL 3 0,9
LSIL 48 13,6
HSIL 6 1,7

AGUS — Células Glandulares Atipicas de Significado Indeterminado
ASCUS - Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado
LSIL — Lesdao Intraeptelial de Baixo Grau

HSIL — Leséo Intraeptelial de Alto Grau

6.3 Prevaléncia da infecg&o genital por HPV.

A prevaléncia da infeccdo pelo papilomavirus humano foi identificada
em 58 mulheres ribeirinhas (16,4%). A taxa prevaléncia dos tipos de HPV de
alto risco oncogénico 16 e 18 entre as mulheres investigadas foi de 2,3% (n=8)
e 1,4% (n=5) respectivamente, um caso de infeccdo mdultipla dos tipos
averiguados foi encontrado, ou seja, uma mulher estava infectada pelo HPV 16
e HPV 18.

A presenca do HPV foi constatada em todos os intervalos de faixa
etéria analisados. Os tipos virais em foco nesse estudo (16 e 18) ndo foram
encontrados em mulheres com mais de 67 anos e o tipo 18 também nao foi

encontrado em mulheres que variaram entre 52 e 66 anos (tabela 6).



Tabela 6: Distribuicdo da infeccdo por HPV de acordo com a faixa etaria

das mulheres investigadas.

Presenca do virus Faixas etarias
<20 21-35 36-51 52-66 =67 Total
HPV 9 22 11 14 2 58
HPV 16 1 5 1 1 - 8
HPV 18 2 2 1 - - 5
HPV 16 e HPV 18 - 1 - - 1

Faixas etarias em anos
Sinal convencial utilizado: “-” Dado numérico igual a zero ndo resultante
de arredondamento.

6.4 Fatores associados a infeccéo por HPV

A prevaléncia da infeccdo por HPV apresentou uma distribuicdo bimodal
com picos da infeccdo evidenciados em mulheres com 20 anos ou mais jovens
e mulheres que possuiam idade entre 52 e 66 anos (p= 0,003). Constatou-se
também uma maior taxa de infec¢cdo por HPV em mulheres que ndo possuiam
parceiro sexual fixo (33,3%), quando comparadas a mulheres que relataram
possuir parceiro sexual fixo (11,8%) (p < 0,01). Evidenciou-se também uma
associacdo entre a presenca do HPV com o resultado da citologia oncoética
realizada, onde foi detectada uma maior taxa de infeccdo viral em amostras
diagnosticadas com atipias celulares ou lesdes intraepiteliais escamosas,
quando comparadas com resultados citolégicos dentro dos limites de
normalidade (p=0,026) (Tabela 7).
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Tabela 7: Prevaléncia da infeccdo por HPV de acordo com as caracteristicas

sociodemogréficas, comportamentais, histéria reprodutiva e achados
citolégicos.
Caracteristicas selecionadas Total HPV+(n) HPV+ (%) p-valor
Faixa etéria (em anos) 0,003
<20 26 9 34,6
21-35 164 22 13,4
36 -51 102 11 13,6
52 - 66 47 14 24,4
67+ 14 2 16,6
Unico parceiro sexual fixo < 0,001
Ausente 75 25 33,3
Presente 278 33 11,8
Escolaridade 0,622
Analfabeta 41 8 19,5
Lé e escreve 129 19 14,7
1° completo 114 21 18,4
2° grau completo 46 9 19,6
3° grau completo 7 0 0
Renda Familiar (em salarios minimos) 0, 683
<quel 187 33 17,6
1 132 21 15,9
2 22 2 9,1
3+ 8 2 25
NUmeros de parceiros sexuais 0,117
1. 198 26 13,1
2a3 110 24 21,8
4ab 20 2 10,0
6+ 10 3 30,0
Numero de gestacdes 0,144
Nenhuma 29 6 20,7
laz 88 18 20,5
3a4 105 10 9,5
5+ 131 24 18,3
Diagnéstico citolégico 0,026
Normal ou inflamatorio 256 34 13,3
Células atipicas escamosas ou glandulares 43 9 20,9
Leséo intraepitelial de baixo grau - LSIL 48 14 29,2
Lesao intraepitelial de alto grau - HSIL 6 2 33,3

As demais variaveis sociodemograficas, comportamentais e de historia

reprodutiva ndo apresentaram associacao estatisticamente significativa com a

infecc@o por HPV, assim como também n&o houve associagéo estatisticamente

significativa da infeccdo pelos tipos 16 e 18 do virus, quando analisadas

somente mulheres que foram diagnosticadas a presenca viral, com nenhuma
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variavel investigada nas comunidades participantes da pesquisa. No entanto a
caracteristica, inicio da vida sexual, se aproximou da significancia estatistica

guando associada com o HPV do tipo 18 (Tabela 8).

Tabela 8: Caracteristicas sociocomportamentais e achados citolégicos
com a infec¢éo por HPV, tipo 16 e 18.

HPV 16 HPV + HPV 18 HPV +
Caracteristica Auséncia Presenca p-valor Auséncia Presenca p-valor
Faixa etarial 0,59 0,35
<a?20 8 1 9 7 2 9
21-35 17 5 22 20 2 22
36 - 51 10 1 11 10 1 15
52 - 66 13 1 14 14 - 10
67+ 2 - 2 2 - 2
Total 50 8 58 53 5 58
Parceiro sexual fixo 0,73 0,27
Ausente 22 3 25 24 1 25
Presente 28 5 33 29 4 33
Total 50 8 58 53 5 58
Citologia 0,82 0,77
Normal-inflamatorio 30 4 34 32 2 34
Células atipicas 7 2 9 8 1 9
LSIL 12 2 14 12 2 14
HSIL 1 - 1 1 - 1
Total 50 8 58 53 5 58
Inicio da vida
sexual? 0,68 0,07
<15 21 3 24 20 4 24
16 - 20 22 4 26 25 1 26
21+ 2 1 3 3 - 3
Total 45 8 53 48 5 53

lFaixas etarias em anos

25 mulheres com diagnéstico de HPV positivo ndo informaram quando
iniciaram sua atividade sexual.

Sinal convencional utilizado: “-” Dado numérico igual a zero ndo resultante
de arredondamento.



7. Discussao

As comunidades ribeirinhas da Amazonia brasileira sdo comunidades
tradicionais, geralmente com acesso apenas através de pequenas
embarcacdes, o que dificulta ou impossibilita que os habitantes dessas
comunidades tenham servigos bésicos, como saude e educacgdo. Tal fato se
reflete em algumas das caracteristicas sociais investigadas nesta pesquisa.
Constatamos que mais de 80% das mulheres ndo possuem o0 ensino médio
completo, isso pode ser explicado pela distancia entre as escolas de nivel
médio e as comunidades. Também pode corroborar com esse fato, os valores
repassados em muitas dessas comunidades, como, trabalhar desde cedo,
mulher deve ser responsavel pela criacao dos filhos e de afazeres domeésticos,
etc. Sendo a baixa escolaridade j4 relatada como associada com o
desenvolvimento do céancer de colo do Utero (Thuler 2008; Calazan et al.,
2008).

Outro fator que é caracteristico a essas comunidades, e também é fator
de risco para infeccdo do HPV, € o alto numero de gestacdes entre estas
mulheres (Fife et al.,, 1996). Neste trabalho constatou-se que 66,9% das
mulheres possuiram trés ou mais gestacdes, destacando-se que muitas
mulheres investigadas sdo jovens e ainda terdo, potencialmente, mais
gestacgoes.

Entre as mulheres investigadas, quase 70% nunca tinha realizado o
exame preventivo do cancer do colo do uatero. O isolamento destas
comunidades aliado ao desconhecimento e uma atencdo basica de salde
deficitaria, pode explicar a ocorréncia desta taxa. Isso indica a necessidade de
politicas publicas que vise criar uma infraestrutura que permita as mulheres
ribeirinhas realizarem o PCCU para um diagnostico e tratamento precoce das
lesbes precursoras do cancer de colo do utero além de esclarecer as tais
mulheres sobre o exame, ressaltando sua importancia.

Analisando a associacdo da infeccdo genital por HPV com o
desenvolvimento do céncer de colo do utero, torna-se essencial rastrear entre
as mulheres ribeirinhas, ndo somente, a presenca viral, mas também identificar
0s tipos de maior potencial oncogénico presentes entre as mulheres para um

melhor prognoéstico. A metodologia utilizada neste projeto possibilitou a
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identificacdo de uma prevaléncia da infeccao por HPV de 16,4% nas
comunidades ribeirinhas estudadas.

Estudos mundiais de base populacional demonstram que a prevaléncia
da infeccdo viral € maior em mulheres referenciadas do servico publico de
saude em comparag¢do com amostras populacionais aleatérias. Em estudo com
mulheres italianas advindas do servigo de saude primario, foi averiguada uma
prevaléncia do virus de 35,9% (Piana et al., 2011), considerando esse tipo de
amostragem. Dados semelhantes foram relatados por Banister et al, (2013) e
Rocha et al, (2013) onde foram encontradas prevaléncias gerais por HPV de
32% e 29,1%, respectivamente.

Vale ressaltar que a maioria dos trabalhos relatados na literatura
identifica a taxa de infeccéo e os tipos de HPV em uma demanda referenciada
de mulheres que apresentam lesGes no colo do utero, invasivas ou ndo, ou em
mulheres que buscam os servicos de saude para a realizacdo do preventivo de
cancer de colo do utero, onde hd uma tendéncia de maiores taxas de
prevaléncia por HPV pela associacdo de lesbes na cérvice uterina com a
infecgao viral. A prevaléncia e os tipos de HPV diagnosticados neste estudo
sdo originarios de mulheres que aceitaram realizar o exame de PCCU,
provenientes de uma busca ativa e aleatéria realizada pelos profissionais de
salude nas comunidades ribeirinhas selecionadas. Na Espanha, estudo
conduzido por San Jose et al, (2003), com caracteristicas de amostragem
semelhante a este projeto a taxa de prevaléncia por HPV encontrada foi menor
que 3%.

A prevaléncia encontrada neste projeto € corroborada com dados de
outros estudos regionais com populacbes de caracteristicas semelhantes,
como, em Pinto et al, (2011) que encontrou uma taxa de prevaléncia de
infecgdo por HPV igual 14,2% em mulheres que residiam as margens direita e
esquerda do lago da usina hidroelétrica construida na cidade de Tucurui, no
estado do Para. Em Brito (2006) que estudou 49 mulheres de uma aldeia
indigena no estado do Para encontraram prevaléncia de 22,4%. Em outros
estudos regionais de mulheres conduzidos por Cortinhas et al, (2009) e Duarte
et al, (2010) relataram taxa de prevaléncia geral de 18,52% e 11,39%

respectivamente.
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Neste estudo dividimos a populagdo amostral em cinco faixas etarias, e
encontramos uma distribuicdo bimodal significativa da infeccdo pelo
papilomavirus humano, onde temos o primeiro pico da infeccdo, em mulheres
com 20 anos ou mais jovens, e 0 segundo pico entre mulheres de 52 e 66
anos. Essa distribuicdo é encontrada em outros estudos (Dursun et al., 2009;
Smith et al., 2004; Lazcano-Ponce et al.,, 2001) e pode ter véarias razées de
acordo com a literatura, entre elas, a maior frequéncia sexual, a maior
guantidade e rotatividade de parceiros sexuais, a irregularidade no uso de
contraceptivos de barreira além da fragilidade da cérvice uterina, ainda em
processo de maturacdo em mulheres jovens (Molano et al.,, 2002). Em
mulheres com idade mais avancada pode ser explicada pela perda gradual da
imunidade ap6s a menopausa o que facilitaria a persisténcia da infeccao viral.
Outro fator que pode sugerir um aumento na prevaléncia neste perfil etario é
simplesmente pela presenca de novas infecgcbes ocasionadas pela aquisicéo
de novos parceiros sexuais ou rotatividade dos mesmos (Trottier & Franco
2006).

Também foi encontrado neste estudo associacao entre a infec¢ao geral
por HPV e a citologia da cérvice uterina, onde constatou-se um padréao
crescente relativo a prevaléncia viral de acordo com a presenca de
anormalidade celulares e o aumento na gravidade da lesédo uterina observada.
Este achado esta de acordo com o padréo encontrado na maioria dos estudos
realizados onde se compara o resultado da citologia cervical com a infeccéo
pelo HPV e ja é bem estabelecido na literatura (Noronha et al., 2011; Giuliano
et al., 2005; Dursunet al., 2009).

A presenca de um parceiro sexual fixo se mostrou estatisticamente
significativo com menores taxas de infeccdo por HPV, mulheres que relataram
possuirem parceiro sexual apresentaram uma prevaléncia da infeccao viral de
11,8% sendo cerca de trés vezes menor em comparagdo com mulheres que
afirmaram néo possuirem parceiro fixo 33,3% (p <0,001). Dados semelhantes
foram encontrados em estudo conduzido por Foliaki e colaboradores em 2014
e pode ser explicado pela limitacdo da principal via de transmisséo viral, a via
sexual. Ja é estabelecido mundialmente que o alto nimero de parceiros

sexuais e a rotatividade dos mesmos sao fatores de risco para a presenca da
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infeccdo por HPV e cancer do colo de utero (Duarte et al., 2010; IARC 2007;
Vaccarella et al., 2006).

A prevaléncia dos tipos de HPV especificos de alto risco oncogénico
em foco neste trabalho e alvos da vacina bivalente, 16 e 18, em mulheres
ribeirinhas foi de 2,3% e 1,4% respectivamente. Este resultado condiz com a
prevaléncia encontrada para o HPV 16 de acordo Rama (2009) em jovens
brasileiras e lazcano-ponce et al, (2001) em mulheres mexicanas, e para o tipo
18 em Dursun et al., (2009) na Turquia, ele também é semelhante aos achados
encontrados em Foliaki et al (2014) para ambos tipos virais, porém se encontra
bem abaixo de estudos de prevaléncia considerados referéncia mundialmente,
analisando estes tipos virais entre mulheres que possuem a infeccdo por HPV
(San Jose et al., 2007, Clifford et al., 2006).

Tal fato pode estar relacionado principalmente ao tipo de amostra do
estudo, como mulheres referenciadas de servico de saude, com anormalidades
na cérvice uterina, portadoras de HIV, com cancer do colo do utero ja
estabelecido entre outras causas, onde ha uma tendéncia de se encontrar
maiores taxas dos tipos virais enfatizados neste estudo, além de diferencas
geograficas naturais da prevaléncia viral. Sendo importante averiguar os tipos
virais circulantes na regido para avaliar o impacto que as vacinas
comercializadas terdo sobre a populacdo mesmo levando em conta a
imunizacdo através da protecdo cruzada que as vacinas em questao
proporcionam a outros tipos virais ja relatadas em outros estudos (Linhares et
al., 2006; Lepique et al., 2009).

Estudos mundiais os tipos de HPV 16 e 18 séo considerados os tipos
de alto risco oncogénico mais prevalentes em mulheres que possuem lesao
intraepitelial de alto grau — HSIL e carcinoma invasor (Obeidat et al., 2013;
Boumba et al., 2014; Clifford et al., 2003), Porém neste estudo os tipos virais
16 e 18 néo foram encontrados em mulheres diagnosticadas com leséo
intraepitelial de alto grau — HSIL. Este achado pode ser explicado pelo baixo
namero de mulheres ribeirinhas que apresentaram esse tipo de lesdo no
cérvice uterino (n=6), também pode corroborar a este fato a diferenca natural
da prevaléncia viral entre regides geograficas diferentes, como infere alguns
estudos que relatam prevaléncias relevantes de outros tipos de HPV de alto

risco na regido amazobnica, como em estudo conduzido por Brito 2006 que
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relatou tipo viral 58 o0 mais prevalente entre indigenas do sul do Par4 e em
Belém foi encontrado prevaléncia de 17,8% do HPV tipo 58 em mulheres que
apresentaram alteracdes citologicas (Noronha et al., 2011).

N&o foi constatada neste estudo a associacdo da infeccdo viral pelos
tipos 16 e 18 com os fatores de risco ja descritos na literatura Associados ao
HPV (Faixa etaria primaria, Inicio precoce da vida sexual, auséncia de parceiro
sexual fixo, Presenca de lesdes citoldgicas), talvez, pela amostragem reduzida.
No entanto valores proximos a significancia estatistica foram encontrados,
dentre mulheres positivas para o virus, na relagdo entre HPV 18 e o inicio da
vida sexual, prevalecendo este tipo viral em mulheres que iniciaram a sua vida
sexual com até 15 anos. Tais caracteristicas sociocomportamentais, ja
estabelecidas como fatores de risco da infeccdo viral, através de mais estudos
epidemioldgicos poderdo demonstrar relacdo mais intima com os tipos virais 16
e 18, podendo constituir entdo foco investigativo da infeccao e de prevencéo do
cancer de colo de utero.

Os demais dados sociocomportamentais e de histdria reprodutiva,
investigados nesta pesquisa, ndo revelaram associagdo estatisticamente
significativa com a infeccdo geral por HPV, sendo algumas dessas
caracteristicas consideradas fatores de risco para a aquisicdo da infeccéo viral
de acordo com a literatura, como, habito de fumar (Silva et al., 2009), o elevado
namero de gestacBes (Gopalkrishna et al., 1995) o inicio precoce da atividade
sexual (Roteli-Martins et al., 2007) o uso prolongado de medicamentos
anticoncepcionais (Moreno et al,. 2002).

A auséncia da associacdo da presenca viral com os dados
investigados, que ja possuem associacao estabelecida na literatura, pode ser
explicada pelo baixo nUmero de mulheres participantes do projeto, que por sua
vez pode ser justificado pelo quantitativo de mulheres nessas comunidades e
pela resisténcia na realizacdo de testes diagnosticos invasivos. Esta auséncia
de associagdo também pode ser justificada por caracteristicas
comportamentais intrinsecas a este tipo de comunidades e ja estabelecidas
como mitigadoras da infeccao viral, como o baixo nimero de parceiros durante
a vida sexual dessas mulheres (Silva et al., 2009, Baseman & Koutsky, 2005)

em comparacao a comunidades de centros urbanos.
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Também foi encontrado um caso de infecgdo multipla pelos tipos virais
estudados em uma mulher de 26 anos que iniciou a vida sexual aos 20 anos e
possui unico parceiro sexual desde entdo, com diagndstico citolégico de lesdo
intra-epitelial de baixo grau. Esta mulher, pelo conjunto de fatores associados
ao desenvolvimento do céncer, deve realizar rastreamento do cérvice uterino
com menor periodicidade para acompanhamento minucioso da evolucdo da
les&o no colo do utero.

As técnicas de diagnostico molecular da infeccao viral, utilizadas nesta
pesquisa, identificaram mulheres portadoras de HPV de alto risco oncogénico
sem necessariamente apresentar alteracdo celular no cérvice uterino. Este
resultado, conciliado a outras caracteristicas, € um indicativo, de acordo com
autores (Kjaer et al., 2010. Cibas et al., 2007), para um rastreamento cervical
com menor periodicidade, pela taxa significante de desenvolvimento de lesdes
precursoras do CCU em mulheres portadoras destes tipos virais sem
alteracdes citologicas. Porém o exame preventivo do cancer de colo do Utero
com analise da cérvice uterina ndo deve ser substituido, visto que este exame
descreve diversos aspectos citolégicos que vao além da identificacdo indireta
da presenca viral e que ndo podem ser evidenciados pelas técnicas de biologia
molecular, devido a isso que muitos programas de rastreamento utilizam as
técnicas citadas de forma em que uma complementa a outra (ACOG 2003,
2009).

Uma das limitacbes deste estudo esta relacionada ao uso dos
qguestionarios de coleta das informacdes referentes aos fatores de risco para
aguisicdo e manutencado do HPV descritos na literatura, visto que as analises
estatisticas foram compostas exclusivamente das informagfes passadas pelas
participantes do projeto, havendo a possibilidade de imprecisdo, omisséo ou
inverdades das respostas, por motivos diversos, como, vergonha, medo,
esquecimento entre outros. Além disso, o desenho transversal impossibilitou a
utilizacdo do tempo como fator de causa para a infec¢ao viral, uma vez que os
fatores de risco e o desfecho foram coletados no mesmo momento e o viés da
causalidade reversa ndo pdde ser extinto.

Uma metodologia que poderd ampliar a cobertura e facilitar a
realizacdo do exame de diagnostico molecular em comunidades de dificil

acesso e diminuir as causas de rejeicdo das mulheres com a coleta para o
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exame, como, vergonha, preconceito, medo... se trata da utilizacdo da
autocoleta de material de cérvice uterino, que além destas vantagens
diminuiriam os custos com infra-estrutura e pessoal para realizacdo deste
exame em loco (Caetano & Caetano, 2005). Estudos, que ja compararam a
autocoleta com a coleta convencional, demonstraram concordancia excelente
no resultado da prevaléncia viral em amostras de ambas metodologias de
coleta (Gravitt et al., 2001., Gage et al., 2011) além de evidenciarem uma
melhor relacéo custo-efetividade do que a citologia convencional (Flores et al.,
2003).

Portanto o conhecimento ndo s6 da prevaléncia da infecgdo, como
também do tipo oncogénico de HPV associado e o discernimento
epidemioldgico da infeccao genital por este virus sao etapas fundamentais para
subsidiar o desenvolvimento de politicas de prevencdo de doengcas em
decorréncia de infeccdes sexualmente transmissiveis mais adequadas a
realidade de comunidades ribeirinhas, como o cancer de colo do utero citado
nesta dissertacdo. A identificacdo da frequéncia viral semelhante as
encontradas em populacdes rurais e indigenas de mesmas caracteristicas e o
diagnéstico de HPV de alto risco nas comunidades investigadas também
ressalta a importancia de acgOes preventivas das infeccbes e doencas

sexualmente transmissiveis voltadas as mulheres ribeirinhas.
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8. Concluséao

As mulheres das comunidades ribeirinhas investigadas, em geral,
possuem um baixo nivel de escolaridade; possuem apenas um parceiro sexual
fixo (casadas ou ndo) durante a vida; nunca fizeram o exame preventivo de
colo de utero; possuem renda familiar menor a dois salarios minimos; relatam
um alto numero de gestacdes; ndo possuem o habito de utilizar contraceptivos

orais, alcool ou cigarro.

A prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres de comunidades
ribeirinhas investigadas do estado do Para foi de 16,4% (58/353) e mostrou-se
compativel com o relatado em estudos com desenhos e amostras semelhantes.
Em 2,3% (8/353) das mulheres ribeirinhas foi encontrado o tipo HPV 16 e em
1,4% (5/353) foi encontrado o HPV tipo 18, sendo relatado um caso de multipla

infecg@o por ambos os tipos virais investigados.

A infecc&o por HPV mostrou-se distribuicdo bimodal, onde observou-se
picos da infeccdo em mulheres com 20 anos ou mais jovens e entre 52 e 66
anos. Também foi encontrada maior frequéncia do virus em mulheres que néo
possuiam parceiros sexuais fixos e em mulheres com alguma anormalidade
citolégica do cérvice uterino. Nao houve associacdo significante entre os tipos

virais 16 e 18 com os dados epidemiologicos coletados.
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APENDICES
1. QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

CADASTRO DA PARTICIPANTE
NOME: DN: / / ID:

LOCALIDADE: ... MUNICIPIO: .o -PARA.

GRAU DE INSTRUCAOQ: analfabeta ( ) |é e escreve ( ) 1° Grau ( ) 2°.
Grau( )3°grau( )

ESTADO CIVIL: solteira ( ) casada ( ) separada ( )viava( ) amigada (
) OULrOS......cvvuvieennnn.

TRABALHO: domestico () lavoura ( ) pesca( )outros( )

Renda familiar: salario minimo -1 ( ) 1( ) 2 ( ) 3( ) +de4d4 ( )
Tipo de casa: palha ( ) madeira( ) alvenaria ( )

Compartimentos: 1( ) 2( ) 3( )+4( )

Tipo de terreno: seco( ) alagado( ) secoe alagado( )

Agua: poco () rio( )

Tipo de fossa: acéuaberto( ) caixa( )

Destino do lixo: mato( ) queima( )

Numero de pessoas: Numero de mulheres e
idade:

Uso de roupas intimas; SIM ( ) NAO ( )

ANTECEDENTES GINECOLOGICO E OBSTETRICO

GESTACAO ( ) PARTOS ( ) ABORTOS ( ) espontaneo ()
provocado ()

Nervosa ( ) Preocupada ( )

DOENCAS CONGENITAS:

DOENCAS NEOPLASICAS

DST: sim( ) n&o ( ) Qual:
periodo:



Tipo de tratamento:
Inicio da atividade sexual: anos no. de parceiros:
Tempo c/ parceiro atual: Parceiros no mesmo periodo:

Parceiro de risco: sim () ndo ( ) Porque:

Contraceptivo: condon () hormonal injetavel ( ) ACO( ) Tempo:

Idade da 12. menstruacao: anos UR:

Ciclos regulares () irregular ( ) Duracao: Quantidade:
pouco ( ) muito ( )

Inicio da menopausa: uso de TRH: sim () néo (

Cirurgia: histerectomia ( ) parcial ( ) total ( ) Conizacédo ( )
salpingectomia bilateral ( )

Unilateral () ooforectomia bil ( ) wunilat ( )

PCCU: data do primeiro: data do dltimo:
Resultado do dltimo:

Bidpsia do colo uterino: Resultado do AP:

Tipo de alimentacédo: ( )salgada, ( )fresca, ( )carne, ( )peixe, ( ) caca,
(_)frutas, ( )Verdura, ( )farinha, ( )acai, ( )café, ( )leite,

Fumante: ndo ( ) sim( ) quantos cigarros:

No.derefeicbes: 1 () 2( )3 ( ) +3( )

Bebida alcodlica: ndo ( ) sim( ) diario( )semanal ( ) socialmente ( )
Tipo de bebida: cachaga ( ) cerveja( ) outras () .cooovvvivvrriiieiiiinneeeeeenn.

Outras informacdes:

)
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ANEXOS

1. APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

\-W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
R NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SHRES HUMANCS

1. Protocoio: N° 050/2007-CEPINMT

2. Projeto de Pesquisa: BUSCA ATIVA DE MULHERES RIiBEIRINHAS DO ESTADC DO

PARA NA PREVENCAO DAS LESOES MALIGNAS E PRE-

- MALIGNAS DC COLO UTERINGO E O PAPEL DA
CARCINOGENESE DO HPV E DO P18

Pesquisador Responséavel: Elza Baia de Brito.
instituigdo / Unidade: NMT/UFPA.

Data de Entrada: 30/11/2007.

Data do Parecer: 03/11/2007.

o s w

[

PARECER

Q Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou 0 protocolo em wia
durante a reunido realizada no dia 03/11/2007. Considerando que foram atendidas as
exigéncias da Resoilgdo 196/96-CNS/MS, manifestou-se pela aprovagso o parecer do relawr.

- Parecer. APROVADO

Belém, 03 de dezembro de 2007

/L‘ M awdae sl =
Of/ Prof T Ysiichi Ollawa
Coordenador do CEP-NMT/UFPA.
Aorotn Cope
M Cz— géev(]b .
A

i/ %
Detin . 03 {12 1203,
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2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

RIO ou COMUNIDADE

MUNICIPIO ESTADO DO PARA.

Prezada senhora,

Vocé é convidada para participar do projeto de titulo “BUSCA ATIVA DE MULHERES
RIBEIRINHAS E QUILOMBOLAS DO ESTADO DO PARA NA PRESENCAO DAS LESOES PRE —
MALIGNAS E MALIGNAS DO COLO UTERINO E O PAPEL DA CARCINOGENESE DO HPV E DO
P16”, registrada no Comité de Etica e Pesquisa do Nucleo de Medicina Tropical da UFPA, que
tem ponto primordial a prevencdo e deteccdo das lesdes pré — malignas e cancer do colo
uterino.

A sua participagdo serd cumprida com as seguintes etapas do projeto:

1- Ouvinte de palestra educativa sobre a prevencado do cancer do colo uterino e doencgas
sexualmente transmissiveis, e poderd fazer perguntas para esclarecimentos.

2- Colheita de material para o exame preventivo e outros da pesquisa em um Unico ato.

3- Receberd o seu resultado de preventivo e tratamento ou indicacdo para servico
especializado, conforme o diagnéstico.

4- Permitir a divulgacdo dos resultados obtidos em todas as etapas do projeto, que poderao
ser apresentados em congressos, em defesas de tese, em apresentacGes das instituicoes que
fazem parte da pesquisa e publicagdes de revistas cientificas nacional e internacional.

Estes procedimentos nao oferecem riscos, sao utilizados rotineiramente em ambulatérios
médicos. Todos os participantes serdao beneficiados, fazendo o exame preventivo e a avaliagao
da incidéncia da infec¢do por HPV, agente principal do cancer cervical pelo método de biologia
molecular.

A participacdo nao oferece ganhos financeiros, o nome nao sera divulgado, os resultados
ficarao disponiveis quando forem solicitados.

A comunidade podera se retirar da pesquisa a qualquer momento que desejar sem haver
nenhum tipo de represalia.

Dra Elza Baia de Brito.
Doutora em Medicina / UNIFESP.
Médica do NMT - UFPA

DE ACORDO:

NOME COMPLETO

PA, de de 20 .




	WHO/ICO Comprehensive cervical cancer prevention and control: a healthier future for girls and women WHO guidance note 2013
	TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.
	RIO ou COMUNIDADE ____________________________________
	MUNICÍPIO______________________________ESTADO DO PARÁ.
	Prezada senhora,

