UNIVERSIDADE SANTO AMARO

M estrado em Ciéncias Da Saude

Hannar Angélica De Melo Alverga

PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO (HPV) EM MULHERES DA ZONA SUL DE SAO PAULO

~

PAULO
2022



Hannar Angélicade Melo Alverga

PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO (HPV) EM MULHERES DA ZONA SUL DE SAOPAULO

Dissertacdo apresentada ao programa
de mestrado em Ciéncias da Saude
da Universidade Santo Amaro, como
pré-requisito para obtencéo do titulo
de mestre.

Orientador (a): Prof. Dr. Luiz
Henrique da Silva Nali

S30 Paulo

2022



A482p Alverga, Hannar Angélica de Melo.

Prevaléncia e genotipagem do papilomavirus humana (HPV) em
mulheres da FZoma Sul de S&o Paulo ! Hannar Angélica de Melo
Alverga. — Sao Paulo, 2023,

48 p.:il, PEB.

Dissertagio (Mestrado em Ciéncias da Salde) —
Universidade Santo Amaro, 2023,

Orientador: Prof. Me. Dr. Luiz Henrique da Silva Mali.
Coorentadora: Prof.? Me. Dr.2 Carolina Munes Franga
Coorientadora: Prof.? Me. Dr.® Marina Tiemi Shic.

1. HPV. 2. Técnicas de genotipagem. 3. Citologia. 1. Mali, Luiz
Henrique da Silva, orent Il. Franga, Carolina Munes, coorient. Il

Shio, Marina Tiemi, coonent. V. Universidade Samto Amaro. V. Titulo.

Femando Carvalho — CRBEMD122




DEDICATORIA

A minhaavé Francisca (in
memoriam), que tanto cuidou de mim,
gue me apoiou em todas as decisdes
dificeis que tomei e que fez aviagem
antes que eu pudesse concluir essa
fase.



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida e por permitir o aprendizado diario. Por ter me amaparado em
momentos tortuosos ao longo desse mestrado, sempre com sua mao consoladora e
esperancosa. Gratiddo por ter nos gjudado até agui.

Ao meu orientador, Luiz Henrique Nali. Desde o inicio eu pude perceber que poderia contar
com vocé. Obrigada por tanto, pelas conversas, pela compreensdo de sempre, e
principamente pela guda, pelo “correr atras” para que esse projeto fosse possivel de
caminhar. De verdade eu ndo sei como seria minha trgjetério se eu ndo estivesse ao seu lado
nessa empreitada. Eu sempre oro muito a Deus pra que ele abencoe vocé e sua familia, vocé é
uma pessoa hecessaria para a ciéncia brasileira e me inspira, como pesguisadora, professora e
ser humano.

Agradeco, ainda, a professora e coordenadora de mestrado Carolina Nunes Franca, pelo
apoio desde o inicio do programa. Que honra poder ter sua confianca, aprender com vocé, té-
la em minha banca. Suas aulas sdo das mais ricas que ja assisti em toda minha vida. Obrigada
por tudo, tudo mesmo!

Deixo um agradecimento especial a professora Marina Tiemi Shio, que tanto me socorreu no
laboratorio, que agarrou a causa desse projeto como se fosse dela e agregou os seus
conhecimentos para enriquecer nosso trabalho. Gratidao!

Aproveito para agradecer os companheiros de laboratério, Peterson, Graciela, Estélla,
Danilo, Laura, Juliana, Isabele, Bruna, Lucas, Kevin, Sara e Elaine, pela companhia de
sempre. Foi muito bom aprender com voceés.

Agradecimento especial para a minha parceira Giovana Dichman, com quem compartilho
esse projeto e que foi essencial para que ele caminhasse. Eu ndo tenho palavras para dizer o
guanto me sinto abengoada por vOocé ter entrado nessa jornada comigo, muito obrigado seria
pouco para expressar minha gratidao a vocé.

Alguns professores parceiros foram essenciais para o desenvolvimento de algumas etapas
desse projeto, e nada mais justo que deixar registrada a profunda gratiddo a professora
Priscila Paruci e ao professor Gabriel Monteiro.

A professora Ana Carolina Soares, pela contribuicdo de banca e oferta em lapidar esses
projetos. Agradeco também a todos os professor es do programa de mestrado em Ciencias
da Saude da Unisa, profissionais competentes e que jamais esquecerei.

Por fim, agradeco a minha mée, Maria Marlene, que é tdo sdbia e paciente. Agradeco por
todo o suporte, por ter entendido 0 quanto essa etapa € importante pramim e por esperar pelo
meu regresso sempre. Que bom saber que tenho vocé para contar.



RESUMO

Introducéo: O papilomavirus (PV) pertence a um grupo heterogéneo de virus de DNA e
sua relevancia na salide publica se da pelo fato de o papilomavirus humano (HPV) ser
um agente que predispde a perda de estabilidade e integridade genémica, razéo pela
qual tem sido associado a vé&rios tipos de cancer, entre eles o cancer de colo uterino. O
presente estudo tem como objetivo geral avaliar a prevaléncia de HPVs em mulheres
que realizam exame preventivo de cancer de colo de Utero de rotina em um hospital
universitario da zona sul de S&o Paulo. Mé&odos Trata-se de um estudo transversal,
descritivo e de abordagem quantitativa. Os dados sdo coletados no ambulatério de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital Escola Wladmir Arruda. As voluntarias séo
mulheres maiores de 18 anos atendidas no ambulatério de ginecologia do HEWA. Os
dados sociodemogréficos sdo coletados por meio de um questionario e em seguidas a
participante € encaminhada para coleta de amostras de raspado cérvico vagina. As
amostras sd0 encaminhadas para o laboratério de pesguisa da UNISA onde séo
conduzidas as etapas experimentais de citopatologia oncética e genotipagem por PCR
em tempo real. Resultados e discussdo Participaram do estudo 107 mulheres com
média de idade de 42,97 anos. Dentre as caracteristicas socio demograficas coletadas,
pode-se perceber que a maioria das participantes sdo casadas e de baixa renda, com
destaque para mulheres casadas com idade entre 31 e 59 anos, que correspondem a
28,97% da amostra total, além da taxa de mulheres de renda de até um salario minimo
que € alta entre as participantes de idade entre 18 a 39 anos, que correspondem a 37,5%
do total. Quanto arelacdo entre a deteccdo de HPV de alto risco de acordo com aidade,
este foi identificado em 2 mulheres de idade entre 18 a 30 anos, e em 2 mulheres da
faixade 31 a59 anos. N&o houve deteccdo de HPV de alto risco em mulheres idosas. Os
resultados das leituras de citopatologia revelaram lesdes intragpiteliais de alto grau, a
HSIL, em uma mulher de idade jovem e em uma mulher de meia idade. Lesdes
intraepitelais de baixo grau foram identificadas em uma mulher idosa E em duas
mulheres com idade entre 18 e 30 anos. Conclusdo O estudo demonstrou baixa
prevaléncia de HPV’s de alto risco em uma amostra de mulheres residentes na zona sul
de S&o Paulo. Além disso, demonstrou baixa incidéncia de neoplasia cervical, porém
confirmou que existe alta associacdo entre a infeccdo por HPV de alto risco e o cancer
cervical. Dados como esse podem ser muito Util para a qualificacdo de programas de
controle e rastreio do cancer de colo de Utero em um municipio de caracteristicas
populacionais tdo heterogéneas como S&o Paulo.

Palavras chave: HPV; genotipagem,; citologia oncética;



ABSTRACT
Introduction The papillomavirus (PV) belongs to a heterogeneous group of DNA viruses and
its relevance in public health is due to the fact that the Human Papillomavirus (HPV) is an
agent that predisposes to the loss of stability and genomic integrity, which is why it has been
associated to various types of cancer, including cervical cancer. The present study aims to
evaluate the prevalence of HPV s in women who undergo routine cervical cancer screening at
an university hospital in the south of S&o Paulo. Methods This is a cross-sectional,
descriptive study with a quantitative approach. Data are collected at the Gynecology and
Obstetrics outpatient clinic of Hospital Escola Wladmir Arruda. The volunteers are women
over 18 years of age treated at the HEWA gynecology outpatient clinic. Sociodemographic
data are collected through a questionnaire and then the participant is referred for collection of
samples of cervical vaginal scrapings. The samples are sent to the UNISA research laboratory
where the experimental steps of oncotic cytopathology and real-time PCR genotyping are
carried out. Results A total of 107 women have attended to the study, the mean age of 42.97
years. Among the socio-demographic characteristics collected, it can be seen that most of the
participants are married and low- income, especially married women aged between 31 and 59
years, which correspond to 28.97% of the total sample, in addition to the rate of women
earning up to one minimum wage, which is high among participants aged between 18 and 39,
who correspond to 37.5% of the total. Regarding the relationship between the detection of
high-risk HPV according to age, it was identified in 2 women aged between 18 and 30 years,
and in 2 women aged between 31 and 59 years. There was no detection of high-risk HPV in
elderly women. Results of cytopathology readings revealed high-grade of HSIL in a young-
aged woman and in a middle-aged woman. Low-grade intraepithelial lesions were identified
in an elderly woman. And in two women aged between 18 and 30 years. Conclusion The
study demonstrated a low prevalence of high-risk HPVs in a sample of women living in the
south of S&o Paulo. In addition, it demonstrated a low incidence of cervical neoplasia, but
confirmed that there is a high association between high-risk HPV infection and cervical
cancer. Data like this can be very useful for the qualification of cervical cancer control and
screening programs in a city with such heterogeneous population characteristics as S&o Paulo.

Keywor ds: HPV; genotyping; oncotic cytology
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1. INTRODUCAO

O papilomavirus (PV) pertence a um grupo heterogéneo de virus de DNA e sua
relevancia na medicina se da pelo fato de o papilomavirus humano (HPV) ser um
agente que predispbe a perda de estabilidade e integridade genémica, razéo pela qual
tem sido associado a vérios tipos de cancer, entre eles o cancer de colo uterino™®,

Entre as doengas sexualmente transmissiveis, o HPV é o virus de maior
prevaléncia no mundo e €, ainda, um importante desafio de salde publica(2). Sua
associacdo com o cancer cervical se d4 em razdo de 0 mesmo ser amplamente
detectado em casos de céancer cervical e infecgdes, send oos tipos HPV-16 e HPV-18
0s que tém maior potencial carcinogénico, ligados a mais de 70% de todos os casos
desse tipo de cancer. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) registrou, em 2020,
66.280 novos casos em todo o Brasil?3.

Apesar de a relacéo entre os diferentes tipos de HPV e o desenvolvimento do
cancer cervical estar bem estabelecida e os tipos 16 e 18 de HPV estarem bem
consolidados quanto a0 risco carcinogénico, estudos®sugerem que variacdes
genéticas entre um mesmo tipo viral podem influenciar no potencial de infeccéo, na
persisténcia viral, no desenvolvimento de lesdes precursoras e na progressao para o
cancer invasivo. Em razéo de a prevaléncia do HPV-16 em casos de cancer do colo
do Utero ser bem elevada, a associagdo entre o HPV-16 e o cancer vem sendo
estudada ao nivel de variantes intratipo, e varias linhas de estudo tém atribuido um
maior risco de cancer cervical invasivo a algumas linhagens do HPV-16®). Este
aspecto, entre as diferentes variantes, pode contribuir para as disparidades na
incidéncia do cancer cervical. Logo, pode-se dizer que o estudo dos tipos especificos
de HPV tem se tornado fundamental para uma real compreensdo dos riscos inerentes
do desenvolvimento do cancer cervical .

No Brasil, estudos realizados mostram uma prevaléncia de infecgdo por HPV
de diversos tipos entre 13% a 54% na populagdo em gera e entre 10% a 24.5% em
mul heres com citologia normal®. Em pacientes com cancer do colo do Gtero, 0 DNA
do HPV tem sido detectado entre em até 99% dos casos, dependendo do tipo de
amostra bioldgica e do método utilizado para a detecgdo viral?.Ainda, em outros
sitios o0s estudos indicam alta prevaléncia do HPV, com 75% dos casos de cancer

vaginal, 69% de cancer vulvar, 91% de cancer anal e 63% de casos de cancer de
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pénis789)

O rastreio em territério nacional do HPV em regido cervical € protocolado
pela Politica Nacional de Atencdo Integral a Salde da Mulher (PNAISM) e a salde
publica conta com o caderno de atencdo bésica 13, que padroniza o controle dos
canceres de colo Utero e damama. A principal estratégia utilizada pelo Sistema Unico
de Salde (SUS) para deteccéo precoce/rastreamento do cancer do colo do Utero é a
realizacdo da coleta de material para exames citopatoldgicos cervico-vaginal e
microflora, conhecido popularmente como exame preventivo do colo do Utero ou
exame de Papanicolau, sendo conhecido ainda como citol ogia oncétical’.

Apesar de ainda ndo serem procedimentos padrdes no rastreio de cancer
cervical, os testes moleculares de deteccdo de DNA-HPV oncogénico estdo sendo
estudados como método de rastreamento, e proprio Ministério da Saide (MS)
reconhece a comprovacdo da maior sensibilidade do que o exame citopatol 6gico,
embora a especificidade sgja menor, levando mais mulheres para a realizacdo de
colposcopia para associagd e confirmacdo diagnostica. Entretanto, algumas
evidéncias pontuam que essa limitagdo pode ser contornada priorizando um publico
de mulheres com 35 anos ou mais e associando com o rastreio de lesdes pelo exame
citopatol6gico. Alguns paises da Europa, a exemplo do Reino Unido, Italia, Suécia e
Holanda estdo em fase de implementacdo de novas estratégias de rastreio, baseando-
se no uso do teste molecular como forma de rastreio priméario®&101D,

Atuamente, a faixa etéria aconselhada pelo Ministério da Salde para a
realizacdo do exame preventivo de cancer de colo de Utero € de 25 a 64 anos e para
mulheres que ja iniciaram a atividade sexual. Essa faixa etéria foi definida pelo MS
baseada em evidéncias solidas de que o cancer cervical tem progresséo lenta e lesbes
precursoras que se identificadas podem contribuir para a eficacia do tratamento. Até
0 ano de 2011 o limite da faixa etéria era 60 anos, mas foi ampliado em razéo do
comportamento demogréfico com tendéncia de maior atividade sexual em pessoas de

terceiraidade®?,

O Presente estudo estd sendo desenvolvido com mulheres atendidas em um hospital
universitario da zona sul da cidade de S8 Paulo. De acordo com dados do ultimo
senso realizado pelo IBGE (2010), o municipio de S8 Paulo possui 12 milhdes de
habitantes, e est4 dividido a nivel organizacional em 32 subprefeituras, e 25



supervisdes técnicas em salide. O hospital universitario onde esta pesquisa esta sendo
desenvolvida atende a populacéo da subprefeitura da capela do socorro, na zona sul da
cidade de S&o Paulo. De acordo com dados da secretéria de salide da cidade, a regido
sul tem um perfil bastante heterogéneo, uma vez que concentra bairros de
caracteristicas nobres, com populagcdo de alto poder aquisitivo e consequentemente
maior instrucéo e cuidados com a salde, mesclados com regides de extrema pobreza,
localizadas principalmente no extremo sul da zona sul, nas regides de Interlagos,
Parelheiros e do Grgjall. Essa populagdo possui uma caréncia de acesso a métodos de
rastreio e diagndstico ndo somente do cancer cervical como de outras doencgas, 0 que
justifica também a realizac8o desse estudo com a possibilidade de achados importantes
e subnotificados.
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2. REFERENCIAL TEORICO

21 Aspectos historicos sobreo HPV e o cancer cervical

Inicialmente observadas na antiguidade por meédicos gregos e romanos, as
verrugas na pele e na regido genital foram foram nomeadas de condiloma acuminado
(do grego kondilus = condilo; do latim acuminare = pontudo). Entretanto, estas ndo
possuiam uma causa clara e o conhecimento acerca dos papilomavirus era muito
limitado. Apenas no fina do século XIX foi documentada a natureza infecciosa das
verrugas. Joseph F. Payne, em Londres, publicou um artigo nomeado ‘‘On the
contagiousness of commomwarts ’, em 1891, onde descreve o desenvolvimento, por auto
inoculacdo, de verrugas em seu proprio polegar, depois de ter raspado a superficie de uma
lesdo verrucosa de uma crianga. Poucos anos depois, em 1894, os cientistas C. Licht e
Gaston Variot também demonstraram o caréter infeccioso dessas lesdes, provocando o
aparecimento de verrugas em voluntérios inoculados experimentalmente com macerados
de tecido verrucoso®*9,

No inicio do século XX, o pesquisador G. Ciuffo foi pioneiro em estudos
partindo da suspeita que as verrugas eram causadas por virus. Em seu experimento,
usou um filtrado, que havia sido passado em poros incapazes de reter particulas com
dimensBes compativeis com as dos virus, para auto inocular-se e produziu verrugas na
mao13).

Em 1933, Richard E. Shope fez experimentos utilizando filtrado livre de células
de verrugas de coel hos selvagens e inocul ou-os em coelhos domésticos saudaveis, o que
levou a0 desenvolvimento das verrugas. Anos depois, a ascengdo da microscopia
eletrbnica e do cultivo de células possibilitou um grande avanco navirologia permitindo
a visualizacéo e identificacdo do Papilomavirus como agente etiologico das verrugas
(14)_

As primeiras postulagbes sobre o possivel papel do HPV na ocorréncia de
carcinoma cervical dataram entre 1974 e 1976, com destaque para a contribuicdo dos
cientistas Meisels e Fortin, que publicaram artigos reportando que o aparecimento de
coilocitos em esfregagos de células cervicais poderiam indicar a presenca de infeccéo
pelo HPV. Também foi possivel demonstrar a heterogeneidade entre a familia
Papillomaviridae, e o subsequente isolamento de tipos especificos de HPV a partir de

verrugas genitais e papilomas de laringe™?.

Também em 1976, Harald Zur Hausen publicou a hipétese de que o HPV estaria
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associado ao cancer cervical. Hausen também foi o responsavel por identificar dois
tipos de HPV de biopsias de cancer cervica - sendo eleso HPV 16 e 18 - einiciando a
rapida expansdo nesta area, levando ao desenvolvimento de novos experimentos com o
objetivo de explicar o papel do HPV na carcinogénese cervical (ZUR HAUSEN et al.,
2002). A expressdo de genes virais especificos (como E6 e E7) foram observados em
linhagens celulares de cancer cervical, acreditando-se que estariam envolvidos na
integracso do genomaviral e aimortalizacdo do virus na célula®.

Nos posteriores 14 anos resultou-se no melhor entendimento sobre a fung¢éo dos
oncogenes virais e o conhecimento sobre a histéria natural da infeccdo pelo HPV.
Harald Zur Hausen foi o principal pesquisador no ramo do HPV, desenvolvendo os
principais estudos sobre o virus na progressao do cancer cervical e, por isso, recebeu o
Prémio Nobel de Medicinaem 2008314,

22  Aspectosbioldgicosdo HPV

O HPV envolve um grupo heterogéneo de virus ndo envelopado, com dupla fita
de DNA circular e 8000 pares de bases nucleotidicas. Esses virus possuem didmetro de
55 nm e capsideo icosaédrico formado por 72 capsdmeros composto por duas proteinas

estruturais, as proteinas L1 e L 2(15 16:17),

O genomado HPV é formado por duas regifes principais, sendo aprimeiradelas
uma regido aberta de leitura, a chamada “‘Open Reading Frames’’ (ORF), onde estéo
localizados os genes codificantes de proteinas, atuando em funcBes como ativagdo de
transcricdo, transformacao, replicacdo e formacdo de proteinas estruturais. A segunda
regido é a longa controladora, ou Long Control Region (LCR), que contém sequencias
que controlam atranscricdo e replicagdo viral 14 1718,

As ORFs apresentam duas regides, sendo elas. regido E (E =Early, precoce)
onde estdo localizados genes que sdo expressos nafaseinicial do ciclo de vida do virus,
denominadas: E1, E2, E4, E5, E6 e E7 earegido L (L= Late, tardio) que s80 expressas
na fase tardia de infecgdo, denominadas: L1 e L2(1% 29,

A regido controladora LCR possui regifes promotoras, sitios de ligacdo de
fatores de transcricdo e a regido de origem de replicacio do virustti1920),

Dentre 0s genes expressos primeiramente no ciclo de vidado HPV estéo: E1 e E2
gue so responsaveis por se ligar e recrutar proteinas para sitios de inicio de replicacéo e

regular a expressdo de outros genes Y . A funciio dos genes E4 e E5 ndo esta
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completamente estabelecida, mas acreditase que eles atuem na modulacdo e
amplificacdo do DNA do HPV e a expresséo de genes estruturais, bem como a saida do
virus da superficie do epitéio %+ 22,

Durante a infecgéo, os genes E6 e E7 possuem papel importante na proliferacéo
celular por atuar nos fatores de regulacéo do ciclo celular. Em HPV's de alto risco, o
gene E6 pode induzir a degradacéo da proteina supressora de tumor p53 e o gene E7
pode se ligar e inativar a proteina supressora retinoblastoma (pRB) e outras proteinas
envolvidas naregulacéo do ciclo celular @,

Por isso, E6 e E7 sdo genes fundamentais para a formacdo de tumores
associados ao virus HPV. Em tipos considerados de baixo risco, E6 e E7 participam da

formagao de tumores benignos, mas apresentam baixo potencial de malignizacdo
(17;18;20)_

Em HPVs de alto risco as proteinas E6 e E7 possuem maior afinidade por fatores
reguladores do ciclo celular do que em HPV's de baixo risco e, por isso, causam o
comprometimento dos mecanismos de regulacdo e sobrevivénciada célula t®),

Os genes expressos tardiamente no ciclo celular séo L1 e L2, responsaveis pela
incorporacdo do DNA vira e por codificar proteinas do capsideo viral. O gene L1
codifica a maioria das proteinas do capsideo, participando da montagem dos virions.
Proteinas produzidas por L2 atuam no transporte de proteinas L1 para o nicleo e no

encapsulamento do DNA vira 72D,

2.3 Classificagbes dostiposde HPV

Os Papilomavirus humanos séo divididos em cinco géneros e classificados de acordo
com diferencas na sequénciade DNA, a partir de sequéncias do gene L1, devendo apresentar
pel o menos 10% de diferencas de outrostipos 9.

Ostipos de HPV que infectam humanos séo classificados em Alfa, Beta, Gama, Nu
e Mu, sendo os géneros Alfa, Betae Gama os grupos mais representativos. No género afa
estdo virus que infectam amucosaepitelial oral e genital; 0s virus pertencentes ao género
beta infectam principa mente a pele, levando desde o desenvolvimento de verrugas benignas

até o cancer de células escamosas (182,

Apesar de os tipos de HPV estarem divididos em diferentes géneros, a

International Agency for Research on Cancer (IARC) também classificou o HPV de
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acordo com seu potencia de desenvolver o cancer, podendo ser de baixo risco, alto risco
ou de risco indeterminado. Destaque entre os tipos de baixo risco sdo o HPV 6 e 11,
associados ao desenvolvimento de verrugas nas maos e outras lesdes papilomatosas
(19;20;21)_

Dentre os tipos de alto risco oncogénico estdo aqueles intimamente rel acionados
a0 desenvolvimento do cancer e lesBes precursoras, como os tipos HPV 16 e 18 (%223,
Os tipos de risco indeterminado séo agqueles que ndo apresentam dados suficientes para
uma classificagio definitiva, como o HPV 26, 53, 54, 55, 61, 62, 66 E 73 ®3,

Além da classificacdo em familia, género e espécie, os Papilomavirus séo
classificados em tipos e variantes . Um tipo de HPV difere de outro quando
apresenta, pelo menos, 10% de divergéncia na sequéncia do gene L1. As variantes de
tipos de HPV diferem em menos de 2% na sequéncia de nucleotideos de L1, e em até
5% entre aregido LCR .

2.4 Aspectos clinicos associados ao HPV e Cancer do Colo do Utero

A infeccéo por HPV, entre as doengas sexualmente transmissiveis, € a mais
comum em todo 0 mundo, apresentando tropismo para células epitdiais - células dapele
e da mucosa genital e oral — sua transmissao ocorre através do contato direto com micro
lesBes presentes na pele ou em mucosas. Outras formas incluem a transmissdo vertical,
da mée para o0 bebé no momento do parto, podendo levar ao desenvolvimento de |esdes
anogenitais e a papilomatose respiratoria, bem como a auto inoculagdo 4 17,

Na maioria da populacdo, a infeccdo pelo virus HPV se apresenta de forma
transitéria, sendo eliminada pelo sistema imune sem gue hgja o desenvolvimento de
manifestacdes clinicas. Entretanto, em infeccOes persistentes, o virus pode levar a
ateracbes celulares que podem progredir paralesdes malignas 9.

S&0 solidos os estudos na literatura que mostram que a infeccdo pelo HPV é
causa necessaria, mas nao suficiente para o estabelecimento do cancer do colo do Utero,
sendo necessaria ainda a associacdo de outros cofatores para 0 desenvolvimento e
progressdo para o cancer. Dentre os principais cofatores estdo 0s associados ao
comportamento sexual e habitos de vida, como o inicio sexua precoce, multiplicidade
de parceiros sexuais, multiparidade, uso prolongado de anticoncepcionais, tabagismo e
histérico de infecgdes sexualmente transmissiveis. Os fatores associados a0 HPV
incluem: infeccdo Unica ou multipla, subtipos encontrados e carga vira no epitélio

infectado (429,
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A ocorréncia do cancer do colo do Utero € caracterizada por um
desenvolvimento lento, que pode estar associado ao aparecimento de sintomas na fase
inicial, como sangramento vagina intermitente ou apds a relacdo sexual, corrimento

vaginal de cor escurae mal cheiro 2,

Ao atingir estagios avancados, a patologia apresenta massa papavel no colo do
Utero, obstrucdo de vias urindrias e de intestino, dores lombares e abdominais, perda de
apetite e perda de peso. E uma doenca que evolui a partir de uma lesfo pré- maligna néo
invasiva podendo adquirir potencial invasor em um periodo de 5 a6 anos (729,

Redlizando uma retomada anatdbmica, o colo do Utero apresenta formato
cilindrico e € formado por trés regides distintas, sendo elas: a endocérvice, ectocérvice e
zona de transformagao dos epitélios (ZTE). A endocérvice compreende a parte interna e
€ coberta por uma camada unica de céulas cilindricas produtoras de muco. A
ectocérvice compreende a parte externa, mantém contato com a vagina e é revestida por
camadas de células epiteliais escamosas edtratificadas. Entre estes dois epitélios
encontra-se a jungdo escamo-colunar (JEC), podendo variar em tamanho e formato,
dependendo daidade da mulher, paridade e estado hormonal (825,

A regido JEC possui margens bem definidas pela diferenca de atura entre os
epitélios colunar e escamoso. Uma consideracdo importante, até mesmo para coleta de
material, é que na infancia e no periodo pés-menopausa, geralmente, a JEC situa- se
dentro do canal cervical. Jano periodo reprodutivo da mulher, geralmente ela se situana

ectocérvice @,

Ao longo da vida da mulher, devido a processos fisioldgicos normais e acidez
vaginal, as células do epitélio colunar sdo repetidamente destruidas. A substituicdo
fisiologica do epitélio colunar por um epitélio escamoso recém-formado é denominada
de metaplasia escamosa. Assim, células subcilindricas de reserva se transformam em
células mais adaptadas, dando origem a um novo epitélio, que fica situado entre os dois

epitélios originais, chamado ent&o de zona de transformagéo (2329

As células basais da zona de transformacdo possuem grande habilidade de
diferenciac@o, permitindo a elevada taxa de producdo de particulas virais durante a
infeccdo pelo HPV. A maioria das mulheres com cancer cervica invasivo apresenta
lesdo visivel ao exame citoldgico e essas lesdes formam-se geralmente na regido da
zona de transi &0 escamo-colunar (192229,

Os tumores cervicais sao originados de células do epitélio da zona de
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transformacéo, podendo apresentar caracteristicas de célula escamosa, glandular ou
padréo misto. Em vista disso, os principais tipos de cancer do colo do Utero sdo os
carcinomas de céulas escamosas e os adenocarcinomas .

O cancer do colo do Utero apresenta uma variedade de tipos histoldgicos, sendo
0 carcinoma de células escamosas responsavels por até 95% dos casos, seguido pelo
adenocarcinoma e o carcinoma adenoescamoso 19,

O carcinoma adenoescamoso exibe diferenciagdo glandular e escamosa e possui
prognostico pior em relagdo ao carcinoma de célula escamosa e adenocarcinomas 9. A
presenca de adenocarcinomas esta associado a maiores chances de falso negativos no
exame de citologia oncética quando comparado com carcinoma de céula escamosa 29,
Além disso, pesquisas relacionadas apontam que as infecgbes por HPV 18 sdo mais
associadas ao adenocarcinoma do que as infecgdes por HPV 16 ¥, Justifica este fato

devido a diferencas no potencial oncogénico entre os tipos de HPV ),

2.5 A vacinacéo parao HPV

Representando um grande avango para a prevencdo do cancer de colo uterino
para uma geracdo de mulheres, a primeira vacina contra o HPV foi registrada em 2006.
Em 2009, a Food and Drug Administration (FDA) aprovou nos Estados Unidos a
vacina quadrivalente para prevencdo de verrugas genitais em meninos e homens, de 9 a
26 anos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) acrescentou
a vacina ao seu calendério vacinal em 2014, inicialmente somente para meninas, mas
em 2011 ampliou aindicacdo para homens %9,

Entre as vacinas regulamentadas para uso da populacéo no Brasil, pode-se citar a
vacina bivalente Cervarix®, produzida pela Glaxo Smith Kline (Rixensart, Bélgica) que
atua contra os tipos virais 16 e 18, e é indicada para mulheres de 10 a 19 anos; € a
vacina tetravalente ou quadrivalente Gardasil® (guardian of sguamous intraepitelial
lesion) da Merck Sharp & Dohme (New Jersey, Estados Unidos), desenvolvida para
prevenir infeccOes pelos tipos virais nao somente de alto risco, mas também os mais
comuns, responsaveis pelas verrugas genitais (HPV 6 e 11), além dos responsaveis mais
frequentemente pelo cancer do colo do utero (HPV 16 €18). Ambas devem ser
administradas em trés doses por viaintramuscular 729,

Relativo a sua composi¢do, as vacinas contra o HPV tém a proteina capsideo L1
do HPV que se auto-reproduz em particulas virus-like (VLP), e quando expressa em

sistemas recombinantes induzem forte resposta humoral com anticorpos neutralizadores.
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As particulas VLP sdo idénticas em forma e tamanho ao virus e adsorvida no adjuvante
sulfato de hidroxifosfato. Cada 0,5 ml da vacina contém 20 g da proteina HPV6L 1, 40
pg da proteina HPV11L1, 20 pg da proteina HPV18L1 e 20 ug HPV16L 1, entre outros
adjuvantes como sddio, cloreto de L-histiding, polisorbato 80, borato de sbdio e agua
para injecdo. O produto ndo contém conservantes ou antibidticos, e as embalagens séo
livres de latex 728,

O gene que codifica a proteina L1 de cada tipo € expresso na levedura
Saccharomyces cerevisiae. A injegdo intramuscular da VLP resulta em resposta imune
adaptativa eficaz paracélulas T e B, que sdo capazes de neutralizar as infec¢fes naturais
subsequentes. As VLP ndo sdo infecciosas e nem oncogénicas, uma vez que nao
possuem DNA, o que as torna indcuas ?®. A presenca das VLP estimula a producdo de
anticorpos neutralizantes especificos contra as proteinas do capsideo vira (L1) que
serdo liberados através da mucosa genital, visando prevenir a infeccdo priméria ou
persistente, impedindo ainstalago do processo infeccioso (262729),

A eficécia das vacinas elaboradas com as proteinas E6 e E7 também vém sendo
pesquisadas em modelos animais. A vacina HPV16 L1 VLP mostrou ato indice de
protecdo contra a infeccdo persistente pelo HPV 16 e inibiu o aparecimento dasNIC 2 e
3 durante um periodo de 3,5 anos apds a imunizacdo, a bivalente demonstrou eficacia
entre 4 e 5 anos ®. Atualmente a literatura sustenta que a vacina oferece imunidade
duradoura, mesmo para quem jainiciou a vida sexual, protegendo as mulheres de uma
nova contaminagdo G%. Porém, para saber a duragdo da imunidade conferida de um
modo mais consistente, ainda é necessario um maior tempo de acompanhamento da

popul acdo vacinada para o conhecimento da persisténcia da protecéo G,

Quanto ao esguema basico, tanto as vacinas bivalente e tetravalente consistem
em trés doses. Cada dose contém 0,5 mL e é administrada via intramuscular, sendo que
0s musculos deltéide e vasto lateral sdo os mais indicados por terem obtido melhores
resultados quando avaliados. A segunda dose deve ser administrada entre 1 a 2 meses
apos a primeira, e aterceira dose, de 3 a 6 meses apos a segunda dose. Desta maneira a
vacina deve alcancar os vasos linfaticos locais, ocorrendo producdo de anticorpos
neutralizantes em grande quantidade. Nos casos de interrupcéo da vacinagéo, indica-se
gue o programa ndo deve ser reiniciado, continuando com as vacinas restantes e
respeitando os intervalos minimos de 1 més e 3 meses, entre a primeira e segunda e

entre a segunda e terceira, respectivamente @V,
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Relativo as suas contra indicagfes, ha contraindicacdo para individuos com
antecedentes e hipersensibilidade ao levedo, uma vez que se comprovou risco minimo
de anafilaxia em pessoas com historia de reacdo al érgica a Saccharomyces cerevisiae ou
a qualquer outro componente do produto. Somado a isso, foi relatada sincope apds
vacinagdo, principamente entre adolescentes e adultos jovens, sendo recomendada a
observac&o durante 15 minutos ap6s aplicagdo %30,

26  Aspectosdemogr éficos da zona sul da cidade de Sdo Paulo

Dados do ultimo senso demogréfico do IBGE 2 apontaram que a cidade de S30
Paulo possui uma populagdo de cerca de 11 milhdes de habitantes, sendo a capital mais
populosa do Brasil. Sendo popularmente e administrativamente dividida em regides, a
regido sul da capital caracteriza-se por ser a regido mais populosa, sendo que somente
nos bairros do extremo sul da zona sul habitam cerca de 2.5 milhdes de pessoas,
correspondendo a uma taxa de 22,1% da popul agio da capital 2.

Por ser a regido mais populosa, consequentemente a populacdo da zona sul
corresponde a uma maior porcentagem também de populacdo economicamente ativa
(23,6%), no entanto, curiosamente a regido também apresenta uma ma distribuicéo de
oferta de emprego, principalmente o extremo sul da zona sul (zona sul 2), possuindo
uma taxa de oferta de 5%, quando comparada a outras regides que concentram maior
distribuicdo de ofertas de empregos formais, como na zona sul 1, zona oeste e centro,
com 25,4%, 21% e 17,8%, respectivamente, de todas as ofertas de emprego do
municipio. A consequéncia dessa baixa oferta de emprego na prépria regido € um
grande grande fluxo de deslocamento de pessoas para redizacdo de atividades

comerciais em outras regides da cidade 2.

Quanto a renda, aguns dos bairros do extremo sul e sudoeste do municipio
possuem renda per capita de R$1.500,00, a exemplo dos bairros Capdo Redondo,
Campo Limpo e Grgjal. No entanto, bairros como Parelheiros, Marsilac, Jardim
Mitsutani e Jardim Angela apresentam renda per capita inferior a 500 reais,
caracterizando regides de alta caréncia. Relativo aos estabel ecimentos de salde, aregido
conta com 25 unidades de Assisténcia Médica Ambulatorial (AMA) e 90 Unidades
Bésicas de Satide (UBS) &9,
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3. JUSTIFICATIVA

Por ter uma caracteristica de baixa renda, baixa escolaridade e caréncia de
acesso a métodos de rastreio e diagnéstico, a investigacdo da prevaléncia de HPV na
populacdo feminina da zona sul de S&o Paulo torna-se relevante & medida que pode
revelar achados importantes e subnotificados.

Uma vez que a infeccdo pelo HPV representa um problema consideravel para a
salide publica e seu desfecho pode ser o cancer cervical, a realizagdo do seu rastreio
pode contribuir para a diminui¢do da incidéncia do cancer de colo de Utero, ou mesmo
sua deteccao precoce, além de que essa abordagem esta dentro das metas previstas para
uma boa qualidade de assisténcia a salide da mulher pela OMS.

Além disso, o rastreio da infec¢do pelo HPV por biologia molecular - de modo a
detectar ndo somente a presenca mas também o tipo de HPV incidente - representa um
aliado importante aos achados citopatoldgicos, uma vez que podem antecipar 0S
achados da citologia ou mesmo auxiliar no diagnostico.

Por fim, os resultados obtidos nesse estudo poderdo servir de base para as
autoridades governamentais de salde para averiguar e estabelecer estratégias de

prevencdo e promocao direcionadas a popul acdo af etada.
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4. OBJETIVOS
41  Objetivo Geral

Avadliar a prevaléncia de HPVs de ato risco em mulheres que realizam exame
preventivo de cancer de colo de Utero de rotina em um hospital universitario da zona sul
de S&o Paulo.

42  Objetivos especificos

e Descrever o0 pefil sociodemografico da populacdo estudada
correlacionando com aidade;

e  Comparar o perfil e prevaéncia de infeccdo de HPV de acordo com a
idade;

e Determinar a frequéncia dos HPV’s de ato risco (tipos 16 e 18)
encontrados;

e Correlacionar os ensaios laboratoriais de citopatologia e de biologia

molecular;

25



5. METODOS

51 Tipo de Estudo

Esta pesquisa € um estudo transversal, descritivo e de abordagem quantitativa.

5.2 L ocal do estudo

Os dados foram coletados no ambulatério de Ginecologia e Obstetricia do
Hospital Escola Wladmir Arruda (HEWA), localizado no campus | da Universidade de
Santo Amaro e voltado para o publico da regido de Parelheiros, S0 Miguel Paulista e
Jardim das Embuias. O hospital conta com 64 consultorios médicos, 15 salas de exames
de apoio e diagnbstico, trés centros cirdrgicos, além de salas de peguenos
procedimentos e outros. Os ambulatdrios contam com as especialidades de pediatria,
psiquiatria e ginecologia e obstetricia.

5.3 Voluntarias e aspectos éticos

O estudo foi aprovado em Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade
Santo Amaro sob parecer nimero 4.237.294. As voluntarias foram mulheres maiores de
18 anos atendidas no ambulatério de ginecologia do HEWA e que foram convidadas a
participar do estudo. Elas sdo incluidas no estudo apds a leitura e assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Vae destacar que independente da
participacdo, as mulheres ndo sofreram qualquer prejuizo em seu atendimento e€/ou
tratamento. Foram coletadas 107 amostras.

54 Desenho do estudo elogistica laboratorial

As voluntérias que concordaram em participar do estudo foram convidadas pela
equipe do ambulatério de ginecologia e obstetricia do HEWA a responder um
guestionario com objetivo de coletar dados sociodemograficos e clinicos. Os dados que

constavam no questionério foram informagdes como idade, renda, escolaridade,
estado civil, além de questdes acerca dos antecedentes clinicos, ginecolégicos e
obstétricos. O questionario foi aplicado em local reservado e a mulher previamente
informada sobre os dados que seriam coletados no momento da aplicacéo do TCLE.
Apbs a coleta de dados sociodemograficos e clinicos, foram coletadas amostras de
raspado cérvico vaginal do colo uterino das regides endocérvice, juncdo escamo-colunar
(JEC) e ectoceérvice, e essas amostras foram imersas em meio de transporte de citologia
liquida.

As amostras entdo foram encaminhadas ao laboratério de pesquisa da UNISA
para conducao das etapas experimental s que serdo descritas a seguir:
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11 Citopatologia oncotica

As amostras encaminhadas para a citopatologia oncotica foram obtidas através
de materia cérvico vaginal por raspado do colo uterino das regides ectocervice, juncdo
escamo-colunar (JEC) e canal endocervical utilizando escova de cerdas plasticas em
rotagdo de 360°. O material coletado foi armazenado em meio liquido ThinPrep Pap
Test e foram retirados 1,5 ml de cada amostra para a coloracdo. A aliquota foi separada
em tubo falcon e centrifugada a 1.500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado

e o pellet de células lavado com PBS e fixado em laminas.

As laminas foram coradas pelo méodo de Papanicolau, e em seguida foi
realizada a leitura para analise citopatologica no laboratério de pesquisa em
citopatologia do Centro de Pesquisa da Universidade Santo Amaro, utilizando o método
de nomenclatura do Ministério da Salde (2006) para classificagdo do resultado das

laminas.

12 Extracdo do DNA edeteccdo do genoma viral

Paraarealizagdo do PCR, umaaiquota de 5 ml da amostrafoi coletadaem meio
liquido e separada em tubo falcon e centrifugada a 1.500 rpm por 3 minutos, para a
posterior realizacdo da extracdo de &cidos nucleicos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet de células foi lavado com Tampéo fosfato salino (PBS) estéril em duas etapas, e
entdo foi iniciado o processo de extragéo.

As cdulas foram resuspendidas em 200ul de PBS e encaminhadas para a
extracao de DNA. As etapas do procedimento seguiram as indicacdes e recomendagdes
do fabricante pelo Kit Qiagen DNA mini kit. Apds a extracao todas as amostras tiveram
0 seu rendimento quantificado em aparedlho Nano Drop. O DNA extraido foi
armazenado em freezer -200C até o momento da utilizagcdo. Além disso, para assegurar
para com a presenca de DNA gendmico, as amostras foram testadas para gene enddgeno
GAPDH pelo método Sybr-green.

As amostras foram testadas em PCR em Tempo Real em equipamento Step One
Plus (Applied Byosystems) com primers e sondas complementares ao HPV 16 e 18.
Para o0 preparo pré-ciclagem foi utilizado o Tagman Master mix (12,5 pl por amostra),
H20 DNAse free (7,5 pl por amostra), os primers Foward e Reverse para cadatipo de

HPV aser pesquisado (1 pl de cada por amostra) e a sonda diluida dos tipos de HPV 16
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e 18. A ciclagem foi padronizada em 50°C por 2 minutos, em seguida 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 50°C por 1 minuto, e 60°C por

um minuto. Em todas as reagdes foram adicionados controles positivos e negativos.
Os primers utilizados nas reagdes estdo descritos natabela 149,

Tabelal. Relacéo de primers, sondas e concentragdo utilizados nos ensaios de
PCR.

Primers/gene Sequéncia Concentracao
final
HPV16 e/ F GATGAAATAGATGGTCCAGC 0,2uM
HPV16e/ R GCTTTGTACGCACAACCGAAGC 0,2uM
Sonda HPV 16 FAM-CAAGCAGAACCGGACAG- 0,1uM
TAMRA
HPV18e/7 F AAGAAAACGATGAAATAGATGGA 0,2uM
HPV18e/ R GGCTTCCACCTTACAACACA 0,2uM
Sonda HPV18 FAM- 0,1uM
AATCATCAACATTTACCAGCC-
TAMRA
GAPDH ACCCACTCCTCCACCTTTGAC 0,2uM
GAPDH TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT 0,2uM

Os controles positivos foram células naturalmente infectadas pelo HPV, no caso
para os ensaios de PCR para o HPV 16 foram utlizadas as células Siha e para os ensaios
de HPV 18 foram utilizadas as células HeLa. A amostra foi considerada positiva quando
os a curva de fluorescéncia ultrapassou o limiar de deteccdo de fluoréscencia
estabelecido pelo equipamento . Os controles positivos foram gentilmente doados pelo
Dra Lucy Vilasboas do laboratério de Virologia do Instituto de Medicina Tropical da
Universidade de S&o Paulo

13 Analises estatisticas
Os dados obtidos de prevaléncia serdo amostrados de forma descritiva para todos

ostipos de HPV. As variaveis de preval éncia e de genotipagem a serem analisadas entre
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0S grupos ou possivel significancia sera avaliada por andlises estatistica considerando os
dados paramétricos ou ndo paramétricos. A amostragem para esse estudo baseou-se em
uma quantidade de conveniéncia em razdo de demanda espontanea do servico
ambulatorial para o rastreio do cancer do colo do Utero, no entanto, considerando que a

prevalénciado .
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6. RESULTADOS

Participaram do estudo 107 mulheres com média de idade de 42,97 anos. Dentre
as caracteristicas socio demogréficas coletadas, pode-se perceber que a maioria das
participantes sdo casadas e de baixa renda, com destaque para mulheres casadas com
idade entre 31 e 59 anos, que correspondem a 28,97% da amostra total, além da taxa de
mulheres de renda de até um sal&rio minimo que é alta entre as Participantes de idade
entre 18 a 39 anos, que correspondem a 37,5% do total.

Relativo aos habitos que podem ser fatores de risco para o0 desenvolvimento de
cancer, a maioria das mulheres referiu ndo serem fumantes, sendo que as participantes
gue fumam se concentram principalmente na faixa de idade de 31 a 59 anos (10,28%).
O héhito etilismo também foi pouco referido entre as participantes, sendo a maioria
referida por mulheres de 18 a 30 anos.

Quanto a frequéncia sexual semanal, dado importante para o rastreio de
infecces sexualmente transmissivels, a maior parte das mulheres revelaram ter uma
frequéncia rara, sendo a maior taxa referida por mulheres de 31 a 59 anos, 35,51% do
total. E relevante destacar que entre as mulheres idosas houve relatos de frequéncia
sexual semanal moderada, 3,73% das participantes, indicando que essa populacéo do
estudo possui vida sexual ativa. Ainda relativo aos habitos de vida sexua, a grande
maioria das mulheres entre 31 e 59 anos relataram ndo utilizar nenhum método
contraceptivo (50,46%). Mulheres na faixa de idade entre 18 a 30 anos, que referiu em
maioria ter frequéncia sexual moderada a alta, também s80 a maioria que relata utilizar
anticoncepcional hormonal  (14,95%). Nenhuma participante utiliza DIU e o
preservativo foi pouco referido, sendo mais usado pelas mulheres de 31 a 59 anos,
correspondendo a 5,6% da amostra.

Quanto a relacdo entre a deteccdo de HPV de alto risco de acordo com a idade,
este foi identificado em 2 mulheres de idade entre 18 a 30 anos, e em 2 mulheres da
faixade 31 a59 anos. N&o houve deteccéo de HPV de alto risco em mulheres idosas. Os
resultados das leituras de citopatol 6gicas revelaram lesdes intragpiteliais de alto grau, a
HSIL, em uma mulher de idade jovem e em uma mulher de meia idade. LesOes
intraepitelais de baixo grau foram identificadas em uma mulher idosa. E em duas

mulheres com idade entre 18 e 30 anos.
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A tabela 2 descreve, de acordo com a idade, as variaveis demogréficas, as de
habitos, as de comportamento sexual e as de deteccéo de HPV de alto risco e de achados

citopatol 6gicos.
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Tabela 2 — Relagdo de variaveis demograficas, de habitos, comportamento sexual,
deteccdo de HPV de alto risco e achados citopatol 6gicos de acordo com a idade das

participantes.
Idade
Variaveis Categorias 18 a 30 anos (24) 31 a 59 anos (70) Acima (dl%;s 0 anos P
N % N % N %
Solteira 19 17,75 27 25,23 2 1,86 0.23
Casada 6 5,60 31 28,97 6 5,60 0.84
E<tado Civil Unido Estavel 1 0,93 1 0,93 0 0 0.82
Viava 0 0 7 6,54 3 2,80 0.84
Divorciada 0 0 2 1,86 2 1,86 0.22
1 salario minimo 9 37,5 28 26,16 5 4,67 0.22
Renda
familiar em - o
salarios 2salariosminimos 7 29,16 30 28,03 5 4,67 0.99
doumassalarios 29,16 15 14,01 1 0,93 0.87
minimos
. Sim 1 0 11 10,28 2 1,86 0,67
Tabagismo -
Nao 23 95,83 59 55,14 11 10,28 0,98
. Sim 5 20,83 4 3,73 1 0,93 0,78
Etilismo
Néo 19 79,16 66 61,68 12 11,21 0,87
Frequéncia Rara 4 3,73 38 35,51 8,41 0.77
sexual Moderada 14 13,08 29 27,10 3,73 0.65
semanal Alta 6 5,60 3 2,80 0 0.99
Nenhum 4 3,73 54 50,46 10 9,34 0.57
Método Anticoncepcional 4 5 14,95 10 9,34 0 0 0.40
contraceptivo hormonal
preservativo 3,73 6 5,60 1,86 0.93
DIU 0 0 0 0 NA
. HPV 16 2 1,86 2 1,86 0 0 0.68
Detectacdo de
HPV dealto
risco HPV 18 1 0,93 0 0 0 0 0.74
Normal 15 14,01 19 17,75 5 4,67 0.25
Inflamatério 6 5,60 15 14,01 7 6,54 0.55
Citopatol6gico HSIL 1 0,93 1 0,93 0 0 0.49
LSIL 2 1,86 0 0 1 0,93 0.33
ASC-US 0 0 1 0,93 0 0 0.99
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O question&rio aplicado na pesquisa tem ainda uma sesséo relativa a coleta de
dados clinicos das pacientes. Fatores de risco como antecedentes pessoais de diabetes
foram relatados por 6,3% das mulheres. O histérico de cancer nafamiliafoi relatado por
41,2% das participantes. Outros fatores de risco como inicio da atividade sexudl,
nimero de parceiros nos Ultimos 6 meses e diagndstico prévio de IST estdo descritos na
tabela 3.

Tabela 3 — Proporcéo de antecedentes clinicos relatados pelas participantes do
estudo.

Antecedentes clinicos N %
Diabetes 11 10,28
Cancer 14 13,08
Histérico familiar de

cancer M 38,31

Na fase de andlise laboratorial, a extragdo de DNA das amostras iniciou-se a partir de
uma aliquota do meio liquido que continham as amostra a serem analisadas, bem como dos
controles positivos, as celulas Hel a e Siha, seguindo as recomendacdes do fabricante pelo Kit
Qiagen DNA mini kit. Apds esse processo, todas as amostras foram quantificadas em

aparelho nanodrop, e todas foram GAPDH positivas. A tabela 4 trés as médias de 5 amostras.

Tabela 4. Valores referentes a quantificagdo realizada em Nanodrop das amostras do
estudo.

Amostra ng/ul A260/A280 A260/A230
H1 10,60 1,76 1,33
H2 10,10 2,04 1,58
H3 10,10 2,07 1,48
H4 12,60 1,83 2,71
H5 16,60 1,77 1,58
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A Andlise de PCR revelou 4 amostras positivas para HPV 16 e 1 amostra
positiva para HPV 18, entre as 107 amostras analisadas. As proporgdes estéo descritas
natabelab.

Tabela 5 — Proporcéo de positividade para HPV de alto risco entre o total de
participantes.

Diagnéstico N %
Positivo para
HPV 16 4 3,73
Positivo para
HPV 18 1 0,93

A Figura 1 ilustra o resultado das reagdes de PCR em tempo real, obtidos no
software StepOne Plus, comparando os controles positivos com a amostra positiva para
HPV 18 e as amostras positivas para HPV 16.
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Figura 1 — Curvas de fluorescéncia de 1 amostra positiva e 4 controles positivos para HPV 18 (A) e
curvas de fluorescéncia de 3 amostras positivas e 2 controles positivos para HPV 16 (B).

Quanto aos achados citopatologicos, a tabela 6 descreve a porcentagem das
classificagbes encontradas. A maioria dos achados (54,02%) apresentaram inflamacé&o,
grande parte (36,44%) foram resultados normais, uma pequena parcela (1,86%)
apresentou lesdo intraepitelial de alto grau, e 2,8% apresentou lesdo intraepitelial de
baixo grau. Somente uma amostra (0,93%) apresentou atipias de significado

indeterminado.



Tabela 6 — Proporcédo de resultados de andlise citopatol 6gica entre o total de

participantes.

Resultado da andlise citopatol 6gica N %
Normal 39 36,44
Inflamac&o 28 26,16
LSIL 3 2,80
HSIL 2 1,86
ASC-US 1 0,93

Quando comparados os resultados de andlise citopatol 6gica com a presenca ou

nao de HPV de alto risco, uma amostra que tinha LSIL foi detectado com infecgao por

HPV 18 e uma amostra que com lesdo do tipo HSIL foi detectado com HPV 16. Os

dados estdo descritos natabela 7.

Tabela 7 — Relagdo entre os achados citopatol 6gicos com os achados positividade ou

negatividade para HPV de alto risco.

Negativo para
. i HPV dealto HPV 16 HPV 18
Variaveis Categorias risco
N % % N %
Inflamagdo 28 26,16 2,80 0 0
Sem
liani
maignidade s s 1 099 0 0 0
N LSIL 2 0 0 1 0,93
Alteracéo
maligna HSIL 1 0 093 0 0
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7. DISCUSSAO

Em relacdo aos dados socidemograficos coletados, 47,8% das mulheres do
estudo mencionaram estar casada, e também a maioria das mulheres relataram uma
baixa rotatividade de parceiros sexuais na vida. Estudo de 2018 de Rodrigues et a. 39
relata que a multiplicidade de parceiros sexua durante a vida é um fator de risco
importante para infeccéo por HPV e de outras alteragdes genitais, tendo em vista que as
mulheres com tais praticas tendem a se contaminarem mais facilmente com as IST’s,
inclusive com o HIV, fato este que pode favorecer o desenvolvimento do cancer de colo
de Utero.

Estudos apontam que, na sociedade moderna, o inicio das praticas sexuais € a
alta rotatividade de parceiros ocorrem de modo cada vez mais precoce, principalmente
entre os adolescentes, 0 que faz necessario que profissionais de educacéo e salde e
sociedade em geral tomem medidas de orientagcbes sobre os riscos produzidos pelas
relagdes sexuais desprotegidas 9.

Outro dado importante encontrado nesse estudo foi o inicio precoce da atividade
sexual, sendo 44,3 % a porcentagem de mulheres que relatem ter tido a primeira relacéo
sexual antes dos 16 anos. Bringel (2018) pontua em sua pesquisa que mulheres que
iniciam a vida sexua antes dos 16 anos tém maiores chances de contaminacdo pelo
HPV e consequentemente desenvolvimento de lesdes cervicais, justificando esse risco
ao fato de que a zona de transformagdo uterina nessas mulheres estd em processo de
transformacéo e maturacdo, tendo assim maior surgimento de lesdes intragpiteliais
neoplasicas. Além disso, destaca-se também o potencial de transmissdo da infeccéo
entre jovens, pois muitas adolescentes tém dificul dade em assumir posturas decisivas ho

uso do preservativo, aumentando o seu risco de infecgdo e/ou reinfecgéo pelo HPV 9,

Quanto ao uso de métodos contraceptivos, no presente estudo a maioria absoluta
das mulheres relataram ndo utilizar nenhum método. Um estudo realizado no municipio
de Campina Grande- PB por Oliveira et a.*” com 150 mul heres sobre comportamentos
sexuais e autopercepcéo de vulnerabilidade as IST/Aids investigou os motivos que
levam a ndo utilizacdo do preservativo durante as relacbes sexuais. Os resultados
apresentados revelaram que 38,1% das mulheres referem que o parceiro ndo gosta;
34,3% que 0 preservativo incomoda; 19,0% por preferir o anticoncepcional como
meétodo contraceptivo; e 8,3% por confiar no parceiro.

Emborano presente estudo os motivos da ndo utilizacdo ndo tenham sido
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investigados, e levando em consideracdo que mesmo tendo somente um parceiro, a
fidelidade do parceiro ndo é garantida, pode-se afirmar que é preocupante que a
maioria das mulheres nunca usa preservativo. Ainda relativo aos métodos
contraceptivos, a utilizagdo de anticoncepcional hormonal também é registrada na
literatura como um fator de risco para o cancer cervical. Brito e Galvao (2010) ), em
trabalho sobre fatores de risco para cancer de colo uterino em mulheres com HIV
mostram que os anticoncepcionais aumentam a atividade transformadora dos oncogenes
do HPV e interferem na resolugcdo espontéanea de lesdes causadas pelo virus no colo
uterino. Além disso, o trabalho pontua que € um habito que os preservativos sgam
substituidos pela utilizacdo dos anticoncepcionais, tornando esta prética fator de risco
importante para o desenvolvimento do cancer de colo.

Relativo aos antecedentes pessoais etilismo e tabagismo, a frequéncia das
participantes do estudo que relataram adotar tais habitos foi relativamente baixa, sendo
19,3% e 25%, respectivamente. O uso do acool e de outras drogas € associado na
literatura a vulnerabilidade de exposicdo para infeccdo por HPV e outras IST’s,
podendo estar interligado com préticas sexuais desprotegidas, aumentando o risco de

contaminagio®.

Os dados relativos a idade desse estudo revelaram que a media entre as
participantes foi de 43 anos. O perfil das mulheres foi, portanto, de meia idade, o que
significa que as usuarias do sistema de saude da regido estdo dando continuidade ao
rastreio do cancer cervical no periodo indicado pelo Ministerio da Saude, que é entre os
25 anos e 55 anos (19, No entanto, avaliando a idade de inicio de atividade sexual que,
conforme mencionada anteriormente, foi precoce em grande parte das participantes, €
importante também frisar a necessidade de inicio do rastreio de precoce, como vem
sustentando a literatura mais recente. Um estudo de Genta“®? com 414 pacientes com
diagnostico de cancer cervical revelou que destas, apenas 44% com diagnostico de

cancer haviam feito algum rastreio antes dos seus 30 anos.

Em nosso estudo os achados citopatologicos apresentaram alteracOes lestes
precursoras em mulheres que tinham mais de 40 anos. O resultado citologico de
inflamag&o também foi em maioria em mulheres de meia idade. A idade como fator de
risco para o desenvolvimento do cancer cervical foi descrita em outros estudos da
literatura % 42 43, De Sanjose et al.*¥ relatam em suas pesquisas que 0s genotipos do

HPV 16 e HPV 18 sdo provavel mente integrados ao genoma humano mais rapidamente
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gue os outros gendtipos do HPV, e os tumores decorrentes desses genotipos
podem se manifestar em idades mais jovens.

Esses dados séo compativeis, ainda, com resultados de estudos retrospectivos
investigando mulheres com infecgbes por HPV 16 e HPV 18 e que revelaram risco maior
de desenvolver lesbes cervicais de alto grau em um periodo menor do que as mulheres
infectadas com outros gendtipos. Esses estudos suportam sugestdes de que o rastreio do
cancer de colo uterino seja realizado com maior periodicidade nos casos da presenca do
HPV 16 e HPV 18 em amostras cervicais “?.

A prevaéncia de infeccéo genital por HPV de alto risco desse estudo foi de
4,67%, taxa inferior do que os 13,8%, para ambos os tipos virais, detectados em um
estudo na cidade de Sdo Paulo™ e os 15,4% obtidos no sul do Pais, pesquisando
exclusivamente tipos virais de alto risco. No entanto a prevaléncia encontrada foi
semelhante a estudos“® conduzidos na Espanha (3%) para ambos os tipos virais. 1sso
pode ser explicado pelo fato do nossoe studo ter observado dados referentes apenas ao
HPV16 e 18, e sabidamente temos os demais tipos de HPV de ato que risco que
contribuem para esse aumento daincidéncia

Quando comparados os resultados de ateracdo em citologia e achados
moleculares, as lesdes de ato e baixo grau foram observadas em mulheres HPV
positivas, embora uma porcentagem de amostras positivas para HPV ndo tenham
apresentado alteracdes citoldgicas. Sabe-se que a presenca da infeccdo por HPV € um
fator necessario porém ndo suficiente para o desenvolvimento do cancer de colo uterino.
Assim, outros fatores podem contribuir para a neoplasia como, por exemplo, fatores
hormonais como elevada paridade associada a um longo periodo de exposicdo a
anticoncepcionais orais, além de outras infeccdes genitais como Clamydia trachomatis
ou mesmo outros tipos de HPV que ndo foram pesguisados nesse estudo mas que

mesmo considerados de baixo risco podem sim desenvolver lesio cancerigena®47:48),
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8. CONCLUSAO

Essa pesquisa demonstrou baixa prevaléncia de HPVs de ato risco em uma
amostra de mulheres residentes na zona sul de S&o Paulo. Além disso, demonstrou baixa
incidéncia de neoplasia cervical, porém confirmou que existe ata associagdo entre a
infecgcdo por HPV de alto risco e o cancer cervical. Dados como esse podem ser muito
atil para a qualificacéo de programas de controle e rastreio do cancer de colo de Utero

em um municipio de caracteristicas populacionais t&o heterogéneas como Séo Paulo.

Além disso, esse estudo contribui para 0 embasamento e evolucdo da
implantacéo do diagnéstico molecular de HPV no sistema publico de salde do Brasil,
gue combinado ao esquema de vacinagdo ja implantado pode gjudar a minimizar as

taxas de incidéncia desse importante problema de salde publica.
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APENDICE A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROTOCOLO: PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO (HPV) EM MULHERES IDOSAS DA ZONA SUL DE SAO PAULO.

Estes esclarecimentos estdo sendo apresentados para solicitar sua participacdo no projeto
PREVALENCIA E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM
MULHERES IDOSAS DA ZONA SUL DE SAO PAULO do Programa

de P6s Graduacdo em Ciéncias da Salde da Universidade de Santo Amaro - UNISA, que
sera realizado pela pesquisadora Hannar Angélica de Melo Alverga como dissertacdo para
obtencao do titulo de mestre sob orientacdo do Prof. Dr. Luiz Henrique da Silva Nali

1 Descricéo do estudo e objetivos

Estamos realizando um estudo de caréter observacional em mulheres idosas e ndo idosas com o
objetivo de avaliar a prevaléncia de HPV's em mulheres idosas que realizam exame preventivo
de céncer de colo de Utero de rotina em residentes da zona sul de S&o Paulo. Gostariamos de
observar a diversidade do HPV na populagdo da Zona Sul de Sao Paulo e também investigar
alguns marcadores biol 6gicos para melhor compreender como nosso organismo responde a essa
infeccdo. Vae destacar que a sua participagd ou ndo, ndoo acarretara em nenhuma
interferéncia em seu atendimento médico ou em seu tratamento. Sendo assim, 0 objetivo desse
termo é convidarla a participar do nosso estudo

2. Procedimentos da pesquisa

ApoOs ter sido esclarecido sobre o0 estudo, vocé poderd ou nao participar do estudo. Caso aceite,
vocé serd solicitado a assinar esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, uma copia
deste documento |he serd fornecida. O seu acompanhamento médico ndo serd afetado no
decorrer do estudo, além disso, vocé podera optar por ndo participar mais do estudo a qualquer
momento, sem que exista quai squer implicacOes parati. Caso aceite participar, coletaremos uma
amostra de sangue e uma amostra de papanicolau, que serd coletada juntamente com 0 seu
exame, e coletaremos algumas informagfes sociodemogrpaficas no questionario que se segue. O
materia biolégico e os dados coletados durante esse utilizados apenas para o objetivo desse
estudo.

1 Beneficios e obrigacbes do participante

Vocé ndo terd despesas pessoais por participar desse estudo, e nem quaisquer obrigacOes.
Também ndo havera compensacdo financeira por sua participacdo. A principio, esse estudo nao
trard nenhum beneficio imediato a vocé. Entretanto, as informagdes obtidas nesse estudo
poderdo servir de base para 0 a compreensdo da disseminacdo do virus na populacdo, e também
conhecer possiveis marcadores biol 6gicos que gjudara na compreensdo do desenvolvimento do
cancer, futuramente.

2. Desconfortos e riscos
Por ser um estudo observacional, ou sgja, sem quaisquer tipos de intervengdes, esse estudo néo

oferece risco aos voluntérios. A coleta de sangue é pouco invasiva e oferece riscos minimos,
onde ha um desconforto por conta da coleta e pode, no méximo, geral alguns hematomas e com



relacdo a coleta de papanicolau ha um desconforto minimo durante a coleta e também oferece
riscos minimos durante a coleta.

3. Garantia de acesso aos pesquisadores.

E garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais duvidas ou informacgdes sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sgjam do conhecimento dos
pesquisadores.

Os pesquisadores responsaveis so a enfermeira Hannar Angélica de Melo Alverga e Prof.
Dr. Luiz Henrique da Silva Nali, podem ser encontrado na Universidade de Santo Amaro no
endereco Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim das Imbuias, SP, campus I, telefone 11
2141-8702 no setor P6s Graduagdo em Ciéncias da Salde.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP-UNISA) — Rua Prof. Enéas de Siqueira Neto, 340, Jardim
das Imbuias, SP - Tel.: 2141-8687.

Em caso de dano pessod, diretamente relacionado aos procedimentos deste estudo (nexo
causal comprovado), a qualquer tempo, fica assegurado ao participante o respeito a seus
direitos legais, bem como procurar obter indenizagBes por danoseventuais.

Umavia deste Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Sao Paulo,/_i

(Hannar Angélicade Melo Alverga (Prof Dr. Luiz Henrique da S. Nali

Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espaco determinado abaixo e
cologque seu nome e 0 n° de seu documento de identificagdo.

NOME: (dO PATICIPANTE): .....eeveeerierterieeieee et

DocC. 1dentifiCaCao: .......c.eevveeireriereeeeeeee e

A S e r e e

Nome: (do representante 1€gal) .........coooireriririeeeee s
DOC. 1AENEITICAGAOD: .....eoueeeirteieet ettt e e sne e
Nivel de representacdo: (genitor, tutor, curador, procurador.) .........cccceeeeveeieeeeseenans
Nome do partiCipante: .........cccceeveeeveenie e

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntéaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste participante (ou do representante legal deste participante) para
a participacéo neste estudo, conforme preconiza a Resolugdo CNS 466, de 12 de
dezembro de 2012, 1V.3 a6.

Assinatura do pesquisador responsavel pelo estudo Data  / /




APENDICE B

Instrumento de Coleta de Dados

| dentificacéo:

Datadacoleta: / /

|dade:

Estado Civil:

Escolaridade: Ocupagéo:

Questionério:

No g s

©

10.

11.

12.

13.
14.

15.

16.

Ha quanto tempo iniciou a atividade sexual ?
Possui vida sexual ativano momento? () Sim () Néo

Freguéncia semanal de relaces sexuais ( ) Rara ( ) Moderada
Altamente frequente

Qual o nimero de parceiros sexuais ha vida até agora?
Quantas gestacbesjateve? ()0 ()1 ()2 ()3 () 4 oumais

Sejatevefilhos, amamentou? ( ) Sim () Néo
Jarecebeu diagndstico de algumainfeccdo genital? () Sim () N&o

Se IST positiva, fez ou faz tratamento? ( ) Sim () Néo

E histerectomizada? ( ) Sim ( )N&o

Possui histérico pessoal de cancer? () Sim () Néo

Possui casos de cancer nafamilia? () Sim () N&o

Jarecebeu diagndstico de algumainfeccdo genital? () Sim () N&o
Se|ST positiva, fez ou faz tratamento? ( ) Sm () N&o

E histerectomizada? ( ) Sim ( )N&o

Possui histérico pessoal decancer? (1) Sim () Néo

Possui casos de cancer nafamilia? () Sim ( ) Nao ( )

0
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