25 a 28 de Outubro de 2011

ISBN 978-85-8084-055-1

DETECGAO E GENOTIPAGEM DO PAPILOMA\{iRUS HUMANO (HPV) EM
MULHERES DAS CIDADES DE MARINGA E MARIALVA - PR
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Américo Ba/ani"; Karen Brajéo de Oliveira®

RESUMO: O céncer do colo do utero tem se apresentado como o segundo tipo mais incidente de cancer
diagnosticado em mulheres, sendo sua presencga, sugerida em exames de prevengdo para o cancer de colo
de utero, e confirmadas apenas por testes moleculares. Este estudo teve como objetivo realizar a
identificacdo do perfil de prevaléncia do HPV na populagdo de Maringd e Marialva-PR, bem como a
prevaléncia de tipos de alto risco para o carcinoma de colo uterino e analise dos fatores de risco que
contribuem para a exposi¢cao da populagdo. Foi aplicado um questionario socio-epidemiolégico, onde os
resultados foram analisados estatisticamente com nivel de significAncia ajustado para p<0,05. Foram
analisadas amostras de células do epitélio cervical uterino, de 81 mulheres, com idade entre 18 a 76 anos.
O DNA do HPV, foi detectado através da Reagédo em Cadeia da Polimerase, obtendo-se positividade em
2,5% (2/81) pacientes do estudo. Com a técnica de RFLP identificou-se os tipos HPV 62 e 81. Nao foi
observada diferenga significativa quando relacionada a infecgdo, com as caracteristicas sociodemograficas
pesquisadas. A baixa incidéncia pode ser explicada por fatores comportamentais das mulheres avaliadas,
que apresentam baixos indices de exposicao a fatores de risco relacionados a aquisigdo do HPV.
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1 INTRODUGAO

O cancer cervical € uma das doengas malignas ginecolégicas mais comuns, e
também uma das principais causas de mortalidade por cancer em mulheres em todo o
mundo, sendo que a infeccdo genital persistente por Papilomavirus Humano (HPV) de
alto risco é considerada a causa central para o desenvolvimento da doenca (JEMAL et al.,
2011).

Os Papilomavirus Humanos (HPVs) séo virus da familia Papilomaviridae, e seu
material genético é representado por uma dupla hélice de DNA (SCULLY, 1985 apud
XAVIER et al., 2007). O HPV pode infectar células epiteliais da pele e da mucosa,
podendo causar, na maioria das vezes, infecgdes transitérias sem evidéncias clinicas da
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doencga, contudo pode ocorrer também a formagao de verrugas genitais ou condilomas
(Rosenbilatt et al., 2006).

Atualmente mais de 100 tipos de HPV sao conhecidos por infectar seres humanos,
e cerca de 15 tipos estédo relacionados com o céancer cervical (BOSCH et al., 2002). A
principal forma de classificagdo do virus baseia-se na relagdo com a génese do cancer.
Sao descritos trés grupos: os de alto risco oncogénico, composto principalmente pelos
tipos 16 e 18; os de risco intermediario, que envolvem os tipos 31, 33, 35, 51, 52, ¢ 58; e
os de baixo risco oncogénico abrangendo os tipos 6, 11, 42, 43 e 44 (Federacéao Brasileira
das Sociedades de Ginecologia e Obstetricia, 2003).

O método de Captura Hibrida é considerado pela Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) o padrao ouro na detecgao e genotipagem do HPV, porém permite a
identificacdo de apenas alguns tipos virais, sendo entdo, a Reagcdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) a metodologia mais sensivel na identificagdo do DNA viral existente
nos diversos materiais clinicos (DO CARMO; FIORINI, 2007).

Considerando a relagédo do HPV com as progressdes neoplasicas malignas e a
importancia da identificagdo precoce para o tratamento da infecgéo, este trabalho teve
como objetivo realizar a identificagdo da prevaléncia do Papilomavirus Humano na
populagdo estudada bem como a prevaléncia de tipos de alto risco oncogénico em
mulheres atendidas em programas de prevengao ao cancer de colo de utero do setor
publico de saude das cidades de Marialva e Maringd —PR, bem como analisar os fatores
de risco que contribuem para a exposi¢cdo da populacdo ao virus, assim como o0s
determinantes de sua manutencgao.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 GRUPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo transversal com 81 pacientes do género feminino, com
idades entre 18 a 76 anos, atendidas em programas de preveng¢ao ao cancer de colo de
utero de unidades basicas de saude localizadas na periferia das cidades de Maringa e
Marialva, Parana. A adesdo das pacientes neste projeto de pesquisa ocorreu de forma
voluntaria, apds receberem as informagdes e explicagdes sobre o estudo e seus objetivos,
mediante leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
participaram de uma entrevista baseada em um questionario sécio-demografico. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro Universitario de Maringa
em 06 de junho de 2010 sob o parecer n°152/2010, o qual esta de acordo com a
resolucado 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

2.2 COLETA

Para a andlise, foram colhidas amostras de células, no periodo de agosto a
setembro de 2010, oriundas do epitélio cervical uterino, no momento do exame
ginecoldgico preventivo de rotina. As escovas cervicais estéreis utilizadas na confecgao
do esfregaco foram acondicionadas em tubos falcon contendo 2 mL de solugado tampéo
TE, e entao transportadas sob refrigeracao até o laboratério e armazenadas a -20°C até o
momento da extracdo do DNA.

2.3 EXTRACAO DO DNA

Para isolamento de DNA gendmico foi utilizado o reagente DNAzol Reagent (Gibco
BRL, Life Technologies®) conforme as recomendacdes descritas pelo fabricante. Os
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fragmentos de DNA extraidos foram quantificados por espectrofotometria no aparelho UV-
1650PC (Shimadzu, Kyoto, Japan).

2.4 AMPLIFICACAO DE SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS DO HPV

Para a deteccao do DNA do HPV, foi empregada a técnica de Reagao em Cadeia
da Polimerase (PCR), devido a sua alta especificidade e sensibilidade. Foram utilizados
iniciadores forward MY09 e reverse MY 11, de acordo com o GenBank Accession nhumber:
AJ236888 que amplificam uma regiao conservada de 450 pb do gene L1 do HPV (BAUER
et al, 1991 apud KANESHIMA et al, 2001), sendo as condi¢des da reacdo em cadeia da
polimerase: 1X PCR Buffer, 1,3256mM de MgCl, 0,33mM de desoxinucleotideos
trifosfatado (dNTP), 825 nM de cada iniciador especificos MY09 e MY11, 0,75U de Taq
DNA polimerase, 100 — 200 ng/uL de DNA extraido. Todas as reagdes foram efetuadas
com um controle negativo, sem DNA, a fim de assegurar auséncia de contaminacao. Os
fragmentos foram amplificados em um termociclador (Thermo Electron Corporation),
utilizando-se uma temperatura de anelamento de 55°C.

2.5 AMPLIFICAGAO DO GENE DA R-actina

Para o controle da eficiéncia do método de extracido do DNA e avaliacdo da presenca de
possiveis inibidores da PCR, foi amplificado o gene constitutivo da R-actina humana,
utilizando-se primers especificos que amplificam uma regido de 353pb. Os iniciadores
utilizados para a amplificacdo foram obtidos de acordo com o GenBank Accession
number: BC014861, como descrito por Amarante et al., (2005). Os produtos resultantes
das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com
brometo de etidio, para a detecg¢do da presenca do genoma do HPV.

2.6 GENOTIPAGEM DO HPV

As amostras positivas para o virus foram submetidas a clivagem com enzimas de
restricdo para identificacdo dos tipos de HPV. Os resultados foram analisados segundo a
metodologia descrita por Kaneshima et al., (2001) seguida de algumas modificagées.
Esse procedimento foi realizado no Laboratério Sdo Camilo Divisdo de Biotecnologia.

2.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos dos questionarios foram analisados estatisticamente
utilizando-se o programa SPSS Statistics 17.0 (SPSS inc., Chicago, lllinois, USA). Foram
realizados testes de qui-quadrado de Pearson e andlise de correlacdao pelo teste de
Spearman Rho e testes ndo paramétricos com correcido de Yates. Para todos os dados o
nivel de significancia adotado foi de p<0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise molecular da presencga do HPV foi realizada em 81 amostras, sendo que
as amostras foram consideradas positivas quando observou-se a geragao de um padrao
de bandas de 450pb (Figura 1).

FIGURA 1: Perfil eletroforético do fragmento de HPV e da R-actina. Eletroforese em gel de agarose a 2%,
mostrando a forma de avaliagédo dos padrbes de bandas obtidos da PCR para o DNA do HPV e PCR para
gene da R-actina humana, onde: L = padrdo de tamanho molecular 100pb; Canaleta 1: amostra positiva
para o HPV cerca de 450 pb; Canaleta 2 e 4: bandas para o gene da R-actina humana, para amostra 1 e 3,
compreendendo aproximadamente 353 pb; Canaleta 3: amostra negativa para o HPV; Canaleta 5 e 6:
Branco da PCR da B-actina humana e branco da PCR para HPV.

A presenca do DNA do HPV foi observada em 2,5% (2/81) da populagao estudada.
Porém nao foi observada diferenca significativa em relacdo as caracteristicas
sociodemogréficas pesquisadas (p>0,05), o que pode ser explicado devido a participagao
aleatdria, bem como a idade elevada das pacientes estudadas.

Nesta pesquisa participaram pacientes com idades entre 18 a 76 anos, onde 45,7%
(37/81) relataram idade inferior a 35 anos; 27,2% (22/81) das pacientes encontravam-se
na faixa etaria de 36 a 45 anos e a mesma porcentagem com idade superior a 46 anos.
Estudos mostram que ha controvérsias em relacdo a presenca do HPV e a idade de
manifestacido das infeccbes por ele causadas, sendo frequentemente relatadas em
mulheres jovens.

Em relagédo ao grau de escolaridade das pacientes, 3,7% (3/81) relataram nunca ter
frequentado a escola; 51,9% (42/81) haviam cursado o ensino fundamental incompleto
e/ou completo e 12,3% (10/81) possuiam formagao universitaria incompleta/completa. O
aumento do grau de escolaridade entre as pacientes deste estudo mostrou-se
inversamente correlacionado a idade das mesmas, (p < 0,001; Rho = -0,514) o que nos
permite associar a fatos antropoldgicos, onde as mulheres ndo deveriam frequentar a
escola. Também foi observado que mulheres com elevado grau de escolaridade relataram
uma maior frequéncia de infecgdes ginecoldgicas (p = 0,036; Rho = 0,234), o que pode
estar relacionado a uma visdo mais liberal em relacdo a sua sexualidade. A idade média
de inicio da vida sexual em 63,0% (51/81) das parcipantes encontra-se entre 16 e 20
anos; 16,0% (13/81) tiveram sua primeira relacdo sexual com idade entre 11 e 15 anos, o
que revela o inicio precoce da atividade sexual em nosso estudo. A idade de inicio da vida
sexual faz diferenca quando relacionada ao HPV, pois aumenta o tempo de exposi¢ao do
individuo ao virus, e conseqlientemente, o seu risco de contaminagao. Observou-se que
apenas 3,7% (3/81) das pacientes possuiam habitos tabagistas, sendo que estas
apresentaram também um inicio precoce da atividade sexual (p = 0,042; Rho = -0,227).

Quanto aos numeros de parceiros sexuais, até o momento da aplicagdo do
questionario, 50,6% (41/81) das mulheres mantiveram relagbes sexuais com apenas um
parceiro, 21,0% (17/81) com dois parceiros e 16,0% (13/81) admitiram mais de quatro
parceiros. Quanto ao numero de parceiros sexuais nos ultimos seis meses, 11,1% (9/81)
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relataram nao ter relagbes sexuais durante esse periodo, enquanto 86,4% (70/81) das
mulheres relacionaram-se sexualmente com apenas um parceiro, e 2,5% (2/81) tiveram
dois parceiros sexuais.

Os produtos das amostras positivas para HPV foram clivados com enzimas de
restricdo (PCR-RFLP) gerando fragmentos que permitiram a identificagdo dos tipos 62 e
81 de HPV, que sao classificados como causadores de infecgdes benignas (SCHIFFMAN
et al, 2009).

Contudo, a presenca de tipos de alto risco ndo é suficiente como parametro na
predicdo do diagnostico morfolégico e do progndstico. O mecanismo carcinogénico dos
varios tipos de HPV é pouco conhecido. Alguns tipos, como o HPV 6 e HPV 11, sdo
raramente identificados em canceres humanos, mas sdo comuns na populacdao (de
SANJOSE et al., 2010). Desta forma sao necessarias novas evidéncias e mais estudos a
fim de compreendermos em que condigdes esses tipos podem levar ao cancer.

4 CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou uma baixa prevaléncia de infecgbes pelo HPV na
populagdo pesquisada das cidades de Marialva e Maringa, PR, ndo sendo observada
diferencga significativa quando relacionada a presencga da infec¢ao por HPV nas pacientes,
com as caracteristicas sociodemograficas pesquisadas, o que pode ser explicado pelas
caracteristicas da amostragem, que apresenta um comportamento de baixo risco para a
infecgao.

A baixa prevaléncia do HPV neste estudo pode também ser justificada pela elevada
faixa etaria apresentada, ndo descartando a hipétese da frequéncia do virus aumentar
com a diminuicdo da idade bem como a monogamia, fatores esses que deixam a
populacdo estudada menos exposta ao virus.

Em relacéo a fatores como: grau de escolaridade, idade da primeira relagdo sexual,
faixa etaria e numero de parceiros sexuais ao longo da vida foi observado que as
pacientes com maior grau de escolaridade demonstraram um maior conhecimento acerca
da transmissdo do HPV, entretanto as mesmas apresentaram maior frequéncia de
infeccdes ginecoldgicas, o que pode parecer contraditorio, porém observou-se com o
aumento do grau de escolaridade ocorria um aumento no numero de parceiros sexuais.

Este trabalho possibilitou a detecg¢ao de tipos de HPV considerados causadores de
infecgbes benignas ou classificados como indeterminados por diversos autores. Diante
disso, torna-se necessario um melhor estudo sobre a classificagdo destes tipos virais para
melhor compreensao do assunto. Além disso, a classificacdo adequada para esses tipos
de HPV possibilita um programa de profilaxia através da vacinagdo de maneira mais
eficaz.
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