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RESUMO

O cancer do colo do utero (CCU) € uma neoplasia maligna das células do
epitélio da cérvice uterina e estd associado ao papilomavirus humano (HPV).
Atualmente, no Brasil, sdo esperados mais de 15 mil novos casos de CCU a cada
ano. Sao, molecularmente, conhecidos mais de 160 tipos de HPV e cerca de 40
deles acometem a regido anogenital. O objetivo deste estudo é caracterizar o perfil
genotipico da infeccdo pelo HPV nas amostras cervicais obtidas de mulheres
submetidas a bidpsia do colo do utero, no Estado de Roraima, no periodo de janeiro
a outubro de 2014. Para a determinacdo genotipica foi utilizada a reagcdo em cadeia
da polimerase (PCR) com os iniciadores MY09/11 e GP5+/6+ e 0 sequenciamento
pelo método de Sanger. Foram colhidas 71 amostras com alteragdo no exame
citolégico e colposcopico. Dessas, o HPV foi detectado em 69 amostras e
identificado em 64 (8 carcinomas, 22 lesdes intraepiteliais de alto grau, 12 lesdes
intraepiteliais de baixo grau e 22 cervicites). Os tipos mais frequentes foram HPV 16
(51,6%), HPV 58 (10,9%), HPV 18 (4,7%), HPV 33 (4,7%), HPV 45 (4,7%), HPV 35
(3,1%), HPV 61 (3,1%), HPV 6 (3,1%), HPV 11 (3,1%), HPV 39 (1,6%), HPV 52
(1,6%), HPV 53 (1,6%), cand HPV 85 (1,6%), NT HPV 82 (1,6%), NT HPV 54 (1,6%)
e HPV 66 (1,6%). Conclui-se que o estudo inseriu 60% dos casos de CCU
estimados para Roraima no ano de 2014 e, considerando somente esses resultados
e apesar de o HPV 16 ser o tipo mais frequente, a vacina anti-HPV, disponivel no
Brasil e que esta sendo aplicada nas meninas adolescentes pelo Ministério da
Saude, evitara menos de 60% dos casos de CCU neste Estado.

Palavras-chaves: Cancer do colo do utero. Papilomavirus humano. HPV. Gendtipo.
Mulheres. Roraima. Brasil.



ABSTRACT

Cancer of the cervix is a malignancy neoplasm of epithelial cells of the uterine cervix
and is associated with human papillomavirus (HPV). Currently in Brazil, are expected
more than 15,000 new cases of cervical cancer each year. Molecularly are known
more than 160 types of HPV and about 40 of them affect the anogenital region. The
objective of this study is to characterize the genotypic profile of HPV infection in
cervical samples obtained from women undergoing biopsy of the cervix, in the State
of Roraima, in the period from January to October 2014. Genotypic determination
was made by Polymerase chain reaction (PCR) with the primers MY09 / 11 and GP5
+ / 6 + and sequenced by the Sanger method. 71 samples with abnormal cytology
and colposcopy were harvested. Of these, HPV was detected in 69 samples and
identified in 64 (8 carcinomas, 22 intraepithelial lesions of highgrade, 12 low-grade
intraepithelial lesions and 22 cervicitis). The most frequent HPV types were 16
(51.6%), HPV 58 (10.9%), HPV 18 (4.7%), HPV 33 (4.7%), HPV 45 (4.7%) HPV 35
(3.1%), HPV 61 (3.1%), HPV 6 (3.1%), HPV 11 (3.1%), HPV 39 (1.6%), HPV 52 (1
6%), HPV 53 (1.6%), HPV 85 cand (1.6%) NT HPV 82 (1.6%) NT HPV 54 (1.6%) and
HPV 66 (1.6%). It follows that the study entered 60% of estimated cases of cervical
cancer to Roraima in 2014, and only considering these results and even though the
HPV 16 is the most common type, the anti-HPV vaccine available in Brazil, which is
being applied in adolescent girls by the Ministry of Health, avoid less than 60% of
cervical cancer in this State.

Keywords: Cancer of the cervix. Human papillomavirus. HPV. Genotype.
Women. Roraima. Brazil.
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INTRODUCAO

Os dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estimam que, a partir de
2030, serao registrados 21,4 milhdes de novos casos de cancer e 13,2 milhGes de
mortes por cancer a cada ano no planeta em virtude do crescimento e do
envelhecimento da populagdo. No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que
também é vélida para o ano de 2015, aponta para a ocorréncia de aproximadamente
576 mil novos casos de cancer (BRASIL, 2014).

O céancer do colo do utero (CCU) é o terceiro tipo de cancer mais comum
entre as mulheres no mundo, com cerca de 530.000 novos casos a cada ano. Em
torno de 86% desses casos ocorrem em paises em desenvolvimento, onde constitui
a segunda maior causa de morte por cancer na populacéo feminina (de SANJOSE et
al., 2012). No Brasil, sdo esperados, para o corrente ano, 15.590 casos novos de
CCU, com um risco estimado de 15,33 casos a cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o CCU é o mais incidente na regiao
Norte (23,57/100 mil). Para o Estado de Roraima, sdo esperados, para 0 mesmo
periodo, 50 casos novos (21,29/100 mil) (BRASIL, 2014).

O desenvolvimento do CCU tem como causa principal a infeccdo pelo
papilomavirus humano (HPV) (ZUR HAUSEN, 1999). A principal via de transmisséo
do HPV é a sexual e estima-se que mais de 50% das mulheres sexualmente ativas
sdo infectadas em algum momento de sua vida (BASEMAN, KOUTSKY, 2005;
HELLNER, MUNGER, 2011). A infecgdo pelo HPV geralmente é assintomatica e os
parceiros ndo tratados sao potenciais reservatérios desse patdégeno (FRANCO,
DUARTE-FRANCO, FERENCZY, 2001; WELLINGS et al., 1994). Além do CCU, o
DNA do HPV ja foi encontrado em amostras de outros tumores como de pénis, anus,
vulva, cabeca e pescoco, entre outros (CARPAGNANO et al., 2011; de SANJOSE et
al., 2012). Estima-se que cerca de 5% de todos os cénceres sao atribuidos a
presenca desse virus (CUTTS et al., 2007).

Mais de 160 tipos de papilomavirus humanos (HPVs) sdo molecularmente
conhecidos e cerca de 40 tipos infectam o trato genital (BURK, HARARI, CHEN,
2013; MUNOZ et al., 2006). Estudos epidemioldgicos apontam variacdes regionais
na prevaléncia e distribuicdo dos tipos de HPVs (GARCIA-ESPINOSA, MORO-
RODRIGUES, ALVAREZ-FERNANDEZ, 2012). No Brasil, considerando os HPVs de
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alto risco oncogénico, o HPV 16 é o mais prevalente em todas as regides, todavia,
hé variagbes em relacdo aos outros tipos (RABELO-SANTOS et al., 2003).

A clara associacdo entre o HPV e o CCU permitiu o desenvolvimento de
vacinas profilaticas e constitui uma promissora ferramenta no combate dessa
neoplasia. O Brasil, em 2014, implantou, no Sistema Unico de Saude (SUS), a
vacinacdo gratuita de meninas pré-adolescentes com a vacina tetravalente, que
protege contra dois tipos oncogénicos de HPV (16 e 18) e dois tipos responsaveis
por papilomas benignos (6 e 11) (BRASIL, 2014). Considerando que a vacina contra
o HPV é tipo-especifica, o conhecimento dos dados de distribuicdo geogréfica dos
tipos virais é importante para a questéo custo-efetividade das politicas publicas para
o controle do CCU (BRASIL, 2011; de SANJOSE et al., 2012).

Roraima encontra-se entre os Estados brasileiros de alta incidéncia de CCU.
Localiza-se no extremo norte brasileiro, € regido de fronteira internacional com a
Guiana (nordeste) e com a Venezuela (noroeste). Uma parcela significativa da
populacao é indigena que pertence a diferentes etnias, destacando-se entre elas a
Macuxi. Parte da populacdo indigena encontra-se aldeada, com grandes
dificuldades de acesso aos programas de rastreio de CCU (exame de
Papanicolaou) devido as barreiras fisicas, culturais e linguisticas (FONSECA, 2010).
O processo de migracdo € uma caracteristica do Estado, haja visto que existe parte
consideravel da populacdo oriunda de outros Estados brasileiros e dos paises
fronteiricos. Existe, por fatores socioecondmicos e culturais, um fluxo transfronteirico
entre os povos indigenas, pequenas vilas, da Venezuela e da Guiana. Esse fluxo é
pouco controlado e formado por grupos altamente vulneraveis as situacdes de
saude, especialmente as doencas sexualmente transmissiveis (DST).

Nesse contexto, esta pesquisa tem como objetivo geral caracterizar o perfil
genotipico da infecgdo pelo HPV na cérvice uterina no Estado de Roraima. Para
isso, foram realizadas analises, por técnicas de biologia molecular, em material
biolégico proveniente da colaboracdo voluntaria de mulheres selecionadas nos
servi¢os de saude especializados do Estado.

A magnitude do CCU em Roraima, um dos poucos Estados brasileiros em
que a incidéncia de CCU supera o de cancer de mama, justifica este estudo. Além
disso, o conhecimento da distribuicdo dos tipos oncogénicos mais prevalentes nas
diferentes regibes geogréficas e nas distintas populagdes contribui para o

planejamento de estratégias de vacinas e, consequentemente, possibilita avaliar os



19

7

beneficios da implementacdo das mesmas, ja que a vacina é tipo-especifica.
Destarte, esse estudo espera contribuir no conhecimento dos tipos de HPVs
circulantes no Estado de Roraima, uma vez que ainda ndo existem estudos
publicados. Trata-se, portanto, de um estudo inédito.

Esta dissertacdo estd estruturada em quatro capitulos. No capitulo 1 é
apresentada uma abordagem geral sobre o HPV, considerando sua estrutura, a
relacdo com o CCU e os métodos de deteccéo e identificacdo. No capitulo 2 sdo
apresentados os objetivos do estudo. No capitulo 3 € descrita a metodologia. No

capitulo 4 os resultados sédo apresentados e discutidos.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 PAPILOMAVIRUS — CONSIDERACOES GERAIS

Originalmente, os Papilomavirus (PVs) e os Poliomavirus, por apresentarem
capsideo ndo envelopado e genoma constituido de DNA circular de dupla fita,
estavam agrupados na mesma familia — Papovaviridae. No entanto, o
reconhecimento dos diferentes tamanhos e organizacdes gendmicos e da pouca
similaridade nas sequéncias de aminoacidos desses virus, permitiu ao Comité
Internacional de Taxonomia dos Virus (ICVT — International Committee on the
Taxonomy of Viruses) a reorganizacdo em duas familias distintas: Polyomaviridae,
que compreende os Poliomavirus, e a Papillomaviridae, que inclui os Papilomavirus
distribuidos em 16 géneros denominados pelas letras do alfabeto grego (Figura 1)
(BERNARD et al., 2010; de VILLIERS et al., 2004).

Genomas de PVs tém sido isolados e caracterizados em diversos
vertebrados, como em espécies de aves (TERAI et al., 2002), de répteis (HERBST,
2008), de marsupiais (BENNETT, 2010) e em mais de 20 espécies de mamiferos,
dentre estes, os humanos (BERNARD et al., 2010; DOORBAR, 2005). Entretanto, os
PVs sao considerados espécies-especificos (CAMPO, 2006), que infectam o epitélio
podendo causar neoplasias ou permanecer na forma assintomatica (BERNARD et
al., 2010).

Tradicionalmente, os PVs sdo descritos como “tipos”. A partir do uso da
técnica de PCR (reacao em cadeia da polimerase), do uso de iniciadores consensos
e degenerados e do sequenciamento dos acidos nucléicos, algumas centenas de
novos tipos foram identificadas (de VILLIERS et al., 2004).

1.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

Os papilomavirus humanos (HPVS) sdo os virus, de transmissédo sexual, mais
comuns em pessoas jovens de ambos os sexos (de SANJOSE et al., 2012). Mais de

160 tipos de HPVs sado molecularmente conhecidos e estdo classificados em
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géneros (Figura 2) (DOORBAR et al., 2012; BURK, HARARI, CHEN, 2013).
Aproximadamente 60 desses tipos sdo os de maior prevaléncia e pertencem ao
género Alfa-papilomavirus (BERNARD et al., 2010).

Os HPVs infectam principalmente a pele e as membranas mucosas (KOSS,
GOMPEL, 2006) podendo induzir o desenvolvimento de tumores benignos como
verrugas e papilomas, como também les6es com potencial maligno (de VILLERS et
al., 2004). A doenca mais estudada em relacédo a infeccdo por HPV é o CCU, que
parece ter nesse virus a sua causa principal (ZUR HAUSEN, 1999). Outros tipos de
cancer também tém sido relacionados ao HPV (BOSCOLO-RIZZO et al., 2013;
CARPAGNANO et al., 2011) sendo os tumores anogenitais, de cabeca e de pescocgo
0s mais conhecidos (BURK, HARARI, CHEN, 2013).

Figura 1 - Arvore filogenética dos PVs mostrando os géneros, espécies e seus
respectivos tipos
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Fonte: de VILLIERS et al (2004) modificado.

As infecgbes genitais por HPV sdo extremamente comuns. A maioria é
assintomatica e ndo causa qualquer alteragdo tecidual e, consequentemente, ndo é

detectada nos exames citolégicos de Papanicolaou. Geralmente, 90% das infec¢des
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sdo eliminadas pelo sistema imunolégico no periodo de 2 anos. A infeccdo
persistente aumenta o risco de desenvolver lesGes pré-neoplésicas e, em seguida,
neoplasicas (KUMAR et al., 2010). Fatores como predisposicdo genética, tipo viral,
frequéncia de reinfeccédo, coinfeccdo, niveis hormonais e condi¢cdes imunes do

organismo podem interferir na eliminacéo do virus (SCHLECHT et al., 2001).

Figura 2: Relacdo de evolucdo entre os papilomavirus humanos
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Fonte: DOORBAR et al. (2012) modificado.

Epidemiologicamente, os HPVs sao classificados de acordo com o seu
potencial oncogénico em baixo risco, alto risco e de possivel alto risco (Tabela 1)
(DOORBAR et al., 2006; DOORBAR et al., 2012; MUNOZ et al., 2006). Os HPVs de
baixo risco estdo usualmente associados a verrugas cutaneas benignas e os de alto

risco associados a neoplasias cervicais (DOORBAR, 2006).
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As variag0es regionais na prevaléncia e distribuicdo dos tipos de HPVs foram
verificadas em varios estudos epidemiolégicos (GARCIA-ESPINOSA, MORO-
RODRIGUES, ALVAREZ-FERNANDEZ, 2012). A nivel mundial, o HPV 16 é o mais
prevalente em carcinomas invasivos da cérvice, seguido dos tipos 18 e 45 (MUNOZ
et al., 2003). No Brasil, considerando os HPVs de alto risco, o HPV 16 é o mais
prevalente em todas as regifes, no entanto, ha variagbes em relacdo aos outros
tipos (RABELO-SANTOS et al., 2003).

Tabela 1 - Doencas associadas aos papilomavirus do género Alfa

Género Tipo Cancer IARC Carcinoma Adenocarcinoma Tropismo
+ Cervical Categoria Células
espécies Invasivo Escamosas
Alfa 1 HPV 32 3 mucoso
HPV42 mucoso
Alfa 2 HPV3 cutaneo
HPV10 cuténeo
HPV28 3 cutaneo
HPV29 3 cutaneo
HPV77 3 cutaneo
HPV94 cutaneo
HPV117 cutaneo
HPV125 cutaneo
Alfa 3 HPV61 0,01 3 cutaneo
HPV62 3 cutaneo
HPV72 3 cutaneo
HPV81 3 0,4 cutaneo
HPV83 3 0,4 cutaneo
HPV84 3 mucoso
HPV86 3 mucoso
HPV87 3 mucoso
HPV89 3 mucoso
HPV102 mucoso
HPV114 mucoso
Alfa 4 HPV2 3 cuténeo
HPV27 8 cutaneo
HPV57 3 cuténeo
Alfa 5 HPV26 0,37 2 0,22 mucoso
HPV51 1,25 1 0,75 0,54 mucoso
HPV69 0,08 2 mucoso
HPV82 0,07 2 0,26 mucoso
Alfa 6 HPV30 0,37 2 mucoso
HPV53 0,26 2 0,04 mucoso
HPV56 0,84 1 1,09 mucoso
HPV66 0,08 2 0,19 mucoso
Alfa7 HPV18 10,28 1 11,27 37,3 mucoso
HPV39 1,67 1 0,82 0,54 mucoso
HPV45 5,68 1 5,21 5,95 mucoso
HPV59 1,08 1 1,05 2,16 mucoso
HPV68 1,04 2 0,37 mucoso
HPV70 0,11 2 mucoso
HPV85 2 mucoso
HPV97 mucoso
Alfa 8 HPV7 3 Cutaneo/mucoso
HPV40 3 Cutaneo/mucoso
HPV43 Cutaneo/mucoso
HPV91 0,01 3 Cutaneo/mucoso
Alfa 9 HPV16 61,35 1 54,38 41,62 mucoso
HPV31 3,35 1 3,82 1,08 mucoso
HPV33 3,83 1 2,06 0,54 mucoso
HPV35 1,94 1 1,27 1,08 mucoso
HPV52 2,71 1 2,25 mucoso
HPV58 2,22 1 1,72 0,54 mucoso
HPV67 0,31 2 mucoso
Alfa 10 HPV6 0,11 3 0,07 mucoso
HPV11 0,02 3 0,07 mucoso
HPV13 3 mucoso
HPV44 0,01 3 mucoso
HPV74 0,01 3 mucoso

Alfa 11 HPV34 0,07 mucoso
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Tabela 1 continuacdo - Doencas associadas aos papilomavirus do género Alfa

HPV73 0,52 0,49 mucoso
Alfa 12 HPV73 mucoso
Alfa 13 HPV54 mucoso
Alfa 14 HPV71 mucoso
HPV90 3 mucoso
HPV106 3 mucoso

Classificacdo do risco oncogénico (IARC - International Agency for Research on
Cancer): 1 - Alto risco; 2 - Possivel alto risco; 3 - Baixo risco. Fonte: DOORBAR et
al. (2006); DOORBAR et al. (2012).

1.2.1 Estrutura e organizacao do papilomavirus humano

Os HPVs séao virus pequenos, ndo envelopados e possuem DNA circular, de
fita dupla , envolto por um capsideo icosaédrico de 72 capsémeros e medem cerca
de 55nm de diametro (ALVARENGA et al, 2000; FINNEM et al, 2003; LEONARDO
et al, 2011; ZHENG, BAKER, 2006). Apesar de o genoma viral variar ligeiramente
em tamanho entre os diferentes tipos de HPVs, geralmente contém cerca de 8.000
pares de bases (pb) (BURK, CHEN, van DOORSLAER, 2009; DOORBAR, 2006).

O genoma do HPV possui 8 sequéncias codificantes para proteinas (ORF
Open Reading Frame — quadro aberto de leitura) (Figura 3) (DOORBAR et al.,
2006) e pode ser dividido em 3 regibes: uma regido que codifica proteinas de
expressao precoce E (Early) implicadas na transcricéo e replicacao (E1, E2, E4, E5,
E6, E7); uma regido de expressao tardia L (Late) responsavel pela sintese das
proteinas do capsideo (L1 e L2); e uma regido reguladora LCR (Long Central
Region), também conhecida como URR (Upstream Regulation Region), de 850 pb,
nao-codificante (ndo contém ORF), que funciona na regulacdo dos processos de
replicacdo e transcricdo viral (BORZACCHIELLO, ROPERTO, 2008; de VILLERS
et al., 2004; DOORBAR, 2006; ZHENG, BAKER, 2006).

A andlise das sequéncias do genoma viral permitiu estabelecer a
classificacdo de tipo, subtipo e variante. Para isso, foi utilizada a regido mais
conservada do genoma, a regidao L1. Um novo tipo de HPV é reconhecido se a
sequéncia L1 diferir em mais de 10% do HPV conhecido mais préximo. Quando a
variagao estiver entre 2% e 10% define-se um subtipo e menos de 2% define uma
variante. Mutacdes e recombinacdes no genoma do HPV séo raras (de VILLERS et
al, 2004).
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Figura 3- Organizacao do genoma viral do HPV 16
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Fonte: GANGULY, PARIHAR (2009) modificado.

1.2.2 Transcricdo dos genes virais

No genoma do papilomavirus, frequentemente, a ORF é referida como um
gene. A ORF codifica um peptideo através de combinacdes de diferentes exons
com splicing dos introns (ZHENG, BAKER, 2006). A Longa Regido de Controle do
genoma viral, apesar de ndo codificar proteinas, possui a origem de replicacdo e
importantes sitios de ligacdo de fatores de transcricdo (BERNARD, 2002).

O genoma do HPV 16, que foi bastante estudado, contém dois promotores
bem conhecidos. O promotor P97, que é responsavel por grande parte da expresséo
génica precoce, esta localizado a upstream da ORF E6 (SMOTKIN, WETTSTEIN,
1986). O promotor P670, responséavel pela transcricdo dos genes tardios, encontra-
se dentro da ORF E7 (GRASSMANN et al, 1996).

A maioria dos transcritos dos papilomavirus sao multicistronicos e sofrem
processamento alternativo do RNA. Isso permite a esses virus codificarem muitas

proteinas mesmo possuindo um genoma compacto (ZHENG, BAKER, 2006).
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1.2.3 Proteinas do HPV

A expressao génica viral permite a sintese de duas proteinas estruturais (L1
e L2) expressas a partir da regido tardia e seis proteinas ndo estruturais (E1, E2,
E4, E5, E6 e E7) a partir da regido precoce (ZHENG, BAKER, 2006).

O arranjo das proteinas L1 e L2 formam o capsideo do HPV. A proteina L1,
apresenta, dentre outras, a funcdo de mediar a ligacao viral na superficie celular. A
proteina L2 estd relacionada a encapsidacdo do genoma viral (FAY et al., 2004;
STTAUFFER et |., 1998).

As proteinas E1 e E2 estdo envolvidas nos processos de replicacdo do DNA
viral e de transcricdo precoce. Ja as proteinas E5, E6, e E7 estdo relacionadas
com a atividade oncogénica que induz a transformacdo e a imortalizacdo celular
(ZHENG, BAKER, 2006). E a proteina E4 interage com o citoesqueleto da célula
hospedeira, estando, portanto, envolvida com a liberagdo de novos virions
(BOULET et al, 2007). Na Tabela 2 estdo resumidas as principais funcbes das
proteinas do HPV.

Tabela 2 - Funcdes das proteinas do papilomavirus humano

Proteina Funcéo

E1l Funcéo de helicase, essencial para replicacdo viral e controle da transcri¢ao.

E2 Regula a transcricdo e a replicagdo viral. Controla a regido de expresséo
precoce.

E4 Interage com proteinas do citoesqueleto, por isso contribui na liberacdo de
novos virions das células do hospedeiro.

E5 Interage com receptores que favorece a sintese de DNA e a proliferacdo
celular.

E6 Envolvida na transformacao celular; se liga e degrada a proteina 53 (p53),

possuindo um efeito antipoptético celular; ativa a telomerase; induz a
instabilidade gendémica.

E7 Envolvida na transformacdo celular; se liga e inativa a proteina do
retinoblastoma (pRb), liberando o fator de transcricdo E2F; induz a
instabilidade gendémica.

L1 Compde o capsideo viral; medeia a ligacao viral na superficie celular.

L2 Compde o capsideo viral; relacionada a encapsidacao do genoma viral.

Fonte: BOULET et al. (2007).
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1.3 INFECCAO PELO HPV

1.3.1 Historia natural da infeccéo

As infeccBes genitais por HPVs sdo extremamente comuns. A maioria é
assintomatica e ndo causa qualquer alteragéo tecidual e, consequentemente, nao é
detectada nos exames citologicos de Papanicolaou. Geralmente, 80 a 90% das
infeccbes sdo eliminadas pelo sistema imunoldgico no periodo de 2 anos. Em média,
as infeccbes por HPVs de alto risco oncogénico duram mais tempo que as
associadas aos HPVs de baixo risco. A infeccdo persistente aumenta o risco de
desenvolver lesdes pré-neoplasicas e, em seguida, neoplasicas (KUMAR et al.,
2010; STANLEY, 2008).

No colo do atero normal sdo encontrados dois tipos de epitélio, o epitélio
escamoso estratificado ndo queratinizado, que reveste a ectocérvice, e o epitélio
colunar simples que reveste a endocérvice (KOSS, GOMPEL, 2006). O encontro
desses dois epitélios € chamado zona de transformacéo ou juncdo escamo-colunar
(JEC). (MACHADO JUNIOR, DALMASO, CARVALHO, 2008; ROCHA ZAVALETA et
al., 2004). O colo uterino possui extensas areas de epitélio escamoso metaplasico
imaturo, 0 que torna a regido mais vulneravel a infeccdo pelo HPV quando
comparada com a pele e a mucosa da vulva, que sdo recobertas por células
escamosas maduras (DOORBAR et al., 2012; KOSS, GOMPEL, 2006; KUMAR et
al., 2010).

O cancer invasivo do colo do utero é, em termos gerais, uma lesdo que
progride lentamente (Figura 4). Histologicamente, as lesGes pré-cancerosas da
cérvice se caracterizam por desorganizacdo da arquitetura do epitélio escamoso,
atipias nucleares e mitoses anémalas. A graduacéo dessas les6es costuma basear-
se no nivel de anomalias epiteliais. As lesbes denominadas como neoplasia
intraepitelial cervical grau | (NIC 1) sdo definidas pela presenca de células com
diferenciacéo alterada presentes no tergo inferior do epitélio. As lesbes denominadas
como neoplasia intraepitelial cervical grau Il (NIC 1l) sdo diagnosticadas quando as
células com diferenciacéo alterada ocupam os 2/3 inferiores do estrato epitelial. E

neoplasia intraepitelial grau 111 (NIC III) é definida quando as células indiferenciadas
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comprometem mais de 2/3 do epitélio (de PALO, 1996), conforme demonstrado na
figura 5. No entanto, as lesdes pré-neoplasicas também podem ser graduadas pelo
Sistema de Bethesda. Nesta classificacdo, consideram-se como les&o intraepitelial
de baixo grau (LIEBG) as lesdes compativeis com NIC I|. Ja as NIC Il e NIC Ill séo
consideradas como lesdo intraepitelial de alto grau (LIEAG) (KOSS, GOMPEL,
2006). Além de infectar as células escamosas, os HPVs também podem infectar as
células glandulares, resultando em adenocarcinomas e  carcinomas
adenoescamosos (DOORBAR et al., 2012; KUMAR et al., 2010).

Figura 4 - Historia natural da infeccdo pelo HPV. Probabilidade de progressao das
lesbes pré- malignas de colo do Utero. As probabilidades de regressao e persisténcia
nao estao ilustradas
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Fonte: MC-INDOE, 1994; OSTOR, 1993; ZEFERINO, 1998 apud MARTIN (2014)
modificado.
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Figura 5 — Histologia das lesdes pré-neoplasicas do colo do utero
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Nota: LIEBG = lesdo intraepitelial de baixo grau; LIEAG = leséo intraepitelial de alto
grau; NIC | = neoplasia intraepitelial cervical grau I; NIC Il = neoplasia intraepitelial
cervical grau IlI; NIC Il = neoplasia intraepitelial cervical grau .

Fonte: http://image.slidesharecdn.com (modificado).

A infeccdo viral comeca com a chegada do virus HPV nas células basais
através de microabrasdes do epitélio estratificado que expbde a camada basal ao
ambiente (Figura 5) (DOORBAR, 2005). A internalizacdo do virus e posterior
transferéncia do genoma viral para o ndcleo consiste de uma série consecutiva de
passos. E relevante o papel do capsideo viral nessa transferéncia (DOORBAR et al.,
2012; PELKMANS, HELENIUS, 2003). Modelos experimentais sugerem que a
entrada do virus na célula hospedeira requer a interacdo da proteina L1 com
proteoglicanos de sulfato de heparina da superficie celular (DAY, LOWY,
SCHILLER, 2003).
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A internalizacdo do virus HPV acontece por endocitose e as principais vias
endociticas relatadas sdo aquelas mediadas pela clatrina e caveolina (DAY, LOWY,
SCHILLER, 2003; DOORBAR, 2005; PELKMANS, HELENIUS, 2003).

O ciclo de vida do HPV depende da diferenciacdo das células epiteliais.
Acredita-se que a infeccao inicia-se quando as particulas virais atingem as células
de reserva do epitélio cervical, que se encontram imediatamente debaixo do epitélio
da endocérvice, ou as células-tronco basais (basal stem cells) encontradas nas
imediacdes da zona de transformac&o. A medida que as células basais se dividem, o
epitélio vai sofrendo diferenciagcdo e tais células migram para a superficie. O
processo de divisdo celular permite que as células infectadas pelo HPV distribuam o
DNA viral entre as duas células filhas. Uma delas sofre diferenciacdo enquanto a
outra, indiferenciada, permanece na camada basal constituindo um reservatério do
DNA viral (DOORBAR, 2005; DOORBAR et al., 2012).

Para a produgdo de virions infectantes, os virus precisam replicar seu
genoma e empacota-lo em particulas. A replicacdo ocorre nas células em
proliferacédo (células basais e parabasais) (DOORBAR, 2005) e resulta na producéo
de cerca de 20 a 100 copias de DNA extracromossdmico por célula. Essa média
de numero de coépias € mantida estdvel em todo o curso da infeccédo
(LONGWORTH, LAIMINS, 2004). As proteinas E1 e E2 sdo essenciais para a
replicacdo do DNA viral nessa fase. A ligacdo de E2 a regido regulatéria do genoma
viral é condicdo necesséria para que ocorra a replicacao e recrutamento de E1, que
atua como helicase na origem da replicacdo. Nas camadas mais diferenciadas do
epitélio o HPV sintetiza as proteinas L1 e L2 e acontece a montagem do capsideo
viral (Figura 5). A liberacéo dos virions para o ambiente € beneficiada pelo turn-over
natural das células do epitélio (DOORBAR, 2005; MUNOZ, 2006; ZHENG, BAKER,
2006).

O estado fisico do virus difere nas diferentes les6es. Geralmente encontra-se
integrado ao DNA do hospedeiro nas neoplasias e como DNA epissomal nas lesbes
pré-neoplasicas (KUMAR et al., 2010).

A capacidade do organismo para eliminacdo da infeccdo por HPV esta
associada com fatores como predisposicdo genética, niveis hormonais, resposta
imune, variantes virais, coinfeccdo com outros tipos virais e frequéncia de reinfecgcéo
(SCHLECHT et al., 2001).
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Figura 6 - Ciclo do HPV no epitélio cervical
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Fonte: DOORBAR et al (2012) modificado.

1.3.2 HPV no processo carcinogénico

A persisténcia da infec¢do por HPV, principalmente a dos tipos de alto risco
oncogénico, pode levar a integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira e
originar transformacéo celular. As proteinas virais E6 e E7 sdo fundamentais para o
efeito oncogénico do HPV. Existem diferencas entre as proteinas E6/E7 dos tipos de
HPV de alto e de baixo risco, mas sdo, muitas vezes, de natureza quantitativa ao
invés de qualitativa (LONGWORTH, LAIMINS, 2004; MUNOZ, 2006).

A integracdo do genoma do HPV ao genoma da célula hospedeira ocasiona a
linearizacdo entre os genes E1 e L1 e a inativagdo do gene E2, por corte ou delecdo
no momento da integracdo. O gene E2 codifica uma proteina responsavel pela
regulacdo da expressao dos genes E6 e E7 e, sua perda, leva a superexpressao dos
genes E6 e E7, uma vez que os produtos do gene E2 reprimem a expressao dos
genes E6 e E7 (DOORBAR, 2006; KANODIA et al, 2007).

As proteinas E6 e E7, produtos dos genes E6 e E7, podem: promover o ciclo
celular pela ligacdo a proteina do retinoblastoma (pRb) e suprarregulacao da ciclina
E (E7); interromper as vias de morte celular pela ligacdo a proteina 53 (p53) (E6);
induzir a duplicacdo de centrossomos e a instabilidade gendémica (E6, E7); e
prevenir a senescéncia replicativa pela suprarregulacdo da telomerase (E6). A

proteina E6 induz a degradacdo réapida de p53 por protedlise dependente de
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ubiquitina, reduzindo os niveis de p53 em duas a trés vezes, o que inibe a
degradacdo proteolitica da célula. A ligacdo de E7 a pRb ativa o fator de transcri¢cao
E2F, o que desencadeia a expressao de proteinas necessarias para a replicacdo do
DNA e promove a entrada precoce na fase S (Figura 6). As constantes atividades
das proteinas virais E6 e E7 conduzem ao aumento da instabilidade gendmica,
mutacOes, perda de controle do crescimento celular e, finalmente, cancer (KUMAR
et al, 2010; MUNOZ et al, 2006; zur HAUSEN, 2002).

Na maioria dos canceres cervicais, 0 DNA do HPV 16 encontra-se integrado
no genoma da célula do hospedeiro em cerca de 70% das vezes. Ja o DNA do HPV
18, quase que exclusivamente, encontra-se integrado (FEHRMANN, LAIMINS,
2003). No entanto, em ambos 0s casos, € a expressdo de longo tempo e, em
particular, a superexpressdo de E6 e E7 e a acumulacdo de erros genéticos, que

sao importantes na progresséo da NIC 3 ao cancer cervical (DOORBAR, 2012).

Figura 7 - Interacdo das oncoproteinas E6 e E7 do HPV com proteinas celulares
supressoras de tumor
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A: A proteina E7 do HPV liga-se a forma hipofosforilada de pRb resultando na
liberacdo de E2F, que favorece a entrada da célula na fase S do ciclo celular. B: A
proteina E6 do HPV liga-se a uma ligase celular ubiquitina / proteina (E6-AP) e,
simultaneamente, com p53, resultando na ubiquitinacdo de p53 e a sua subsequente
degradacéo proteolitica (JO, KIM, 2005).
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1.4 FATORES QUE CONTRIBUEM PARA O CANCER CERVICAL

O HPV é a causa necesséria para CCU mas néo € causa suficiente, estando,
geralmente associado a outros cofatores. Como cofatores estabelecidos podem ser
citados tabagismo, paridade, niamero de parceiros sexuais, sexarca precoce,
utilizacao de contraceptivos orais e a co-infeccdo com o HIV. Ja a co-infecgcdo com
Chlamydia trachomatis, virus Herpes simplex tipo 2, imunossupressao e certas
deficiéncias alimentares sdo ditos cofatores provaveis (de SANJOSE et al., 2012;
MUNOZ et al., 2006).

A alta paridade pode aumentar o risco para CCU uma vez que a zona de
transformacao da cérvice uterina fica muitos anos exposta e facilita a exposi¢éo ao
HPV, embora fatores hormonais também possam estar envolvidos (de SANJOSE et
al., 2012; MUNOZ et al., 2006).

Estudos de aspectos do comportamento sexual, dentre eles o nimero de
parceiros e a idade da primeira relacéo sexual, demonstram que o maior numero de
parceiros sexuais e o inicio precoce da atividade sexual estdo relacionados com a
infeccdo por HPV, que constitui a principal causa de CCU (AACR, 2009).

O mecanismo através do qual o uso de anticoncepcionais orais podem atuar
como um cofator € que a expressdo do gene do HPV pode ser favorecida pela
resposta hormonal do genoma viral (COGLIANO et el., 2005; LOUVANTO et al.,
2010; MUNOZ et al., 2006). O risco de CCU parece aumentar com a duracio do
uso de anticoncpecionais orais (de SANJOSE et al., 2012).

O tabagismo pode contribuir para diminuir a resposta imune no colo do utero,
interferir no metabolismo dos hormonios femininos e por danos diretos causados
por agentes carcinogénicos relacionados ao tabaco (LOUVANTO et al.,, 2010;
MUNOZ et al., 2006). As mulheres fumantes tém um risco aumentado de CCU
em comparacao com aquelas que nunca fumaram (de SANJOSE et al., 2012).

O papel especifico dos agentes infecciosos na patogénese do CCU tem sido
demonstrado em muitos estudos epidemiolégicos. E provavel que o aumento do
risco associado ao Herpes simplex 2 e a Chlamydia trachomatis é, pelo menos em
parte, o resultado da resposta inflamatéria que tem sido associada a geracédo de
radicais livres e desenvolvimento de instabilidade genética. Mulheres com

imunossupressao causada pela infeccdo pelo HIV ou transplante de 6érgaos,
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possuem risco maior quando comparados com mulheres saudaveis (MUNOZ et al.,
2006). Ja um estudo sobre os cofatores da integracdo do DNA do HPV 16 ao
genoma da célula hospedeira, demonstrou um possivel envolvimento do CMV
(Citomegalovirus) e do EBV (Epstein-Barr Virus) como contribuintes no
desenvolvimento de CCU (SZOSTEK et al., 2009).

Os poucos estudos publicados sobre os fatores nutricionais
demonstraram um possivel efeito protetor da dieta rica em frutas, legumes,

vitaminas C e E, beta -caroteno e licopeno (MUNOZ et al., 2006).

1.5 TRANSMISSAO DO HPV

A principal via de transmissédo do HPV € a sexual através do contato direto da
mucosa (de SANJOSE et al.,, 2012). A grande maioria dos homens e mulheres
sexualmente ativa foi infectada pelo HPV pelo menos uma vez na vida (BURCHELL
et al., 2006). O virus pode ser facilmente transmitido pelo contato sexual e muitos
tipos podem ser transmitidos simultaneamente em uma Unica relacdo sexual
(HELLNER, MUNGER, 2011). A infeccdo por um tipo de HPV né&o influencia a
duracdo ou persisténcia da infeccdo por outro tipo (SCHIFFMAN et al., 2010). A
maioria dos individuos permanece assintomatica apdés a aquisicdo da infeccao,
sendo que apenas um pequeno percentual ird desenvolver lesdo clinica ou
histologicamente reconhecivel (KANODIA, FAHEY, KAST, 2007).

A transmissdo por via ndo sexual (familiar ou nosocomial por fémites)
também € considerada, que pode ser representada por toalhas, roupas intimas, etc
(FERENCZY, BARGERON, RICHART, 1989). A transmissdo iatrogénica da
infeccdo, ocasionadas por instrumentos cirdrgicos, luvas, compressas e, até
mesmo pela fumaca que se forma quando da utilizacdo do laser, deve ser
reconhecida, embora o risco seja pequeno (KOSS, GOMPEL, 2006).

A transmissdo vertical, das mées para suas proles, € possivel quando
existem lesbes no momento do parto, e € responsavel pela papilomatose laringea
juvenil. E possivel que em muitos casos o virus seja transmitido ja ao nascimento,
permanecendo latente durante toda a vida dessa pessoa. Consequentemente, a
existéncia do virus nado indica, de forma obrigatoria, a presenca de lesbes
morfologicas (KOSS, GOMPEL, 2006).
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1.6 METODOS DE DETECCAO DO HPV

O diagnostico das lesbes precursoras e da neoplasia invasora do colo do
Utero baseia-se no tripé classico: citopatologia (teste de Papanicolaou), colposcopia
e exame histopatolégico (JACYNTHO, 2001).

O exame de Papanicolaou consiste no estudo das células que descamam da
parte externa (ectocérvice) e interna (endocérvice) do colo do utero. Atualmente € o
meio mais utilizado na rede de atencdo basica a saude por ser indolor, barato e
eficaz (BEZERRA et al, 2005). Quando a analise citoldgica apresenta alteracdo, €
realizada bidpsia que, dirigida pela colposcopia, firma o resultado citologico e
determina o tratamento (SOUZA, MELO, CASTRO, 2001). Entretanto, a infeccdo
pelo HPV pode ser assintomatica e, dessa forma, ndo apresenta alteracao citoldgica
(KOSS, GOMPEL, 2006).

O diagnéstico da infeccéo pelo HPV baseado em testes moleculares comecou
a ser utilizado na década de 80, quando as técnicas que utilizam sondas de &cidos
nucléicos comegaram a estar comercialmente disponiveis (HUBBARD, 2003).

Os testes moleculares podem ser classificados basicamente em trés tipos de
hibridizacdo (1) Hibridacdo molecular com sondas de acidos nucléicos (Southern
blot, dot blot, hibridag&o in situ (ISH) e hibridacéo in situ com fluorescéncia (FISH):
foram as primeiras técnicas utilizadas, possuem sensibilidade variada e sé&o
laboriosas; 2) Sistema de captura hibrida (teste de captura hibrida): excelente
ferramenta para triagem em massa de pacientes com anormalidades citoldgicas,
embora ndo determine o tipo viral especifico. Embasado na deteccdo pela
quimioluminescéncia, onde fragmentos contendo o DNA alvo séo hibridizados com
uma mistura especifica de sondas de RNA. O hibrido resultante (RNA-DNA) é
capturado por anticorpo conjugado com fosfatase alcalina sendo sua deteccéo
realizada por meio de um substrato quimioluminescente (KOSS, GOMPEL, 2006); 3)
Reacdo de amplificacdo (PCR): técnica promissora que permite a multiplicacéo in
vitro de regides especificas do DNA e pode ser usada para deteccéo, genotipagem e
quantificacdo da carga viral (HUBBARD, 2003; MOLIJN et al, 2005).
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1.6.1 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR) e HPV

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) é
uma técnica molecular descrita por Kary Mullis no final dos anos 80 (FARAH, 2007).
A PCR é o método de amplificacdo mais amplamente utilizado, consiste num
processo de termociclagem que emprega oligonucleotideos iniciadores que
flanqueiam a regido de interesse para amplificar DNA na presenca de uma
polimerase termoestavel (MOLINJ et al., 2005). A PCR explora a capacidade de
replicacdo do DNA e pode, teoricamente, produzir um bilhdo de cépias a partir de
uma unica molécula apdés 30 ciclos de amplificacdo (VILLA, DENNY, 2006). O
processo é composto de trés etapas: desnaturacdo (a fita dupla de DNA é separada
em duas fitas simples), anelamento (iniciadores ligam-se especificamente a
sequéncias complementares do DNA alvo de fita simples) e extensdo (a DNA
polimerase gera as fitas filhas a partir da sequéncia original), que juntas
correspondem a um ciclo da reacdo (KOSS, GOMPEL, 2006).

Para a detec¢cdo do HPV por métodos baseados em PCR, é comum 0 uso
dos iniciadores complementares ao gene L1 do HPV e os mais utilizados séo:
MY09/11 (MANOS et al, 1989) e sua versao modificada PGMY09/11, GP5+/6 + (de
RODA et al.,, 1995) e SPF10, que permitem determinar um amplo espectro de
gendtipos de HPV (HUBBARD et al., 2003).

Estudos mostram que na identificacdo de todas as amostras infectadas pelo
HPV, é necessario o uso de mais de um sistema simultaneamente, haja visto que a
sensibilidade e a espeficidade da PCR podem variar de acordo com o sistema de
iniciadores utlizados, pois alguns iniciadores podem amplificar preferencialmente
certos tipos de HPV (HAWS et al., 2004).

A identificagdo dos genotipos do HPV, a partir da técnica de PCR com
iniciadores genéricos, pode ser feita por diversas metodologias, dentre elas, o
sequenciamento (MOLINJ et al., 2005). Descrito inicialmente por Sanger (1981), vem
sendo utilizado em muitos estudos como meio de identificagéo do virus, por permitir
a identificacao precisa de praticamente todos 0s tipos, inclusive com identificacéo de
tipos raros e novos (ASATO et al, 2004). Entretanto, o0 sequenciamento nado é
adequado quando a amostra clinica contém multiplos genétipos de HPVs, pois as

sequéncias que representam 0s tipos que estdo em menor quantidade total no
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produto da PCR podem passar despercebidas e a prevaléncia deles ser
subestimada (KETLER et al., 1999).

1.7 VACINAS

As vacinas poderdo constituir uma importante ferramenta para reduzir a
incidéncia de CCU (FONSECA et al., 2010). Atualmente, encontram-se disponiveis
duas vacinas, ambas baseadas na expressdo recombinante L1, que tém se
revelado muito eficazes na prevencdo da infeccdo das principais cepas
oncogénicas de HPV. Uma destas vacinas foi desenvolvida pela industria
farmacéutica Merck, a Gardasil ®", que compreendem VLPs (virus-like particles)
das cepas 16, 18, 6 e 11, que sao produzidos de forma recombinante em levedura.
A outra vacina foi desenvolvida pelo laboratério farmacéutico GlaxoSmithKline sob
o nome Cervarix ® e é composta apenas de VLPs das cepas 16 e 18, produzida
de forma recombinante em células de insetos (de SANJOSE et al.,, 2012;
SCHILLER, LOWY, 2009). Ambas vacinas possuem adjuvante do fabricante, sédo
consideradas tipos-especificas e demonstram pouca reatividade cruzada com
outros tipos de HPV (HELLNER, MUNGER, 2011; SCHILLER, LOWY, 2009).
Entretanto, estudos de seguimento de até 8,4 anos apOs a vacinagao inicial,
mostram que pode existir uma protecdo parcial contra os HPVs 31, 33 e 45
(ROTELI-MARTINS et al., 2012; SMITH, et al., 2007).

Os HPVs tipos 16 e 18, considerados de alto risco oncogénico, Sao
responsaveis por cerca de 70% do CCUs. Ja os tipos 6 e 11 estdo principalmente
associados com o desenvolvimento de papilomas benignos e respodem por cerca
de 75 a 90% dos casos (de SANJOSE et al., 2012).

Para atingir o titulo de anticorpos para assegurar a imunizacdo, ambas as
vacinas requerem a aplicagdo de trés doses, por via intramuscular, no esquema
vacinal padrdao: més 0; 2; 6 (BRASIL, 2011; de SANJOSE et al., 2012; LEONARDO
et al., 2011).

! Cada dose de 0,5 mL contém aproximadamente 20 mcg de proteina L1 do HPV 6, 40 mcg de proteina L1 do HPV 11, 40
mcg de proteina L1 do HPV 16 e 20 mcg de proteina L1 do HPV 18.

% Cada dose de 0,5mL contém: HPV-16 L1: 20,0 pg; HPV-18 L1: 20,0 ug; excipientes: 3-O-desacil-4' monofosforil lipidio A
(MPL), aluminio, cloreto de sédio, fosfato de s6dio monobasico diidratado e agua para injetaveis.
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No Brasil, atualmente, as vacinas Cervarix® e Gardasil® estdo aprovadas
para uso comercial (BRASIL, 2013a). Ambas sao eficazes, seguras e bem toleradas
(AGORASTOS et al., 2009). Os melhores resultados sao obtidos principalmente se
utilizadas antes do inicio da vida sexual, ou seja, antes do contato com o virus
(BRASIL, 2013a). Em marcgo de 2014, o Ministério da Saude implantou a vacina
tetravalente no Sistema Unico de Salde para aplicacédo gratuita em meninas de 9 a
13 anos de idade (BRASIL, 2013b; BRASIL, 2014). O impacto dessa medida s6 sera
avaliado substancialmente nas préximas décadas, visto a lenta progressdo das
lesbes de colo de utero. A adocdo dessas vacinas anti-HPV nao elimina a
necessidade da prevencao secundaria por meio do rastreamento citolégico (exame
de Papanicolaou), pois as mesmas nao oferecem protecao para cerca de 30% dos
casos de cancer do colo do utero, que sdo causados por outros tipos virais
oncogénicos (BRASIL, 2013a).

1.8 PREVENCAO E TRATAMENTO

O CCU é uma doenca que possui grande potencial de prevencdo. A
incidéncia dessa neoplasia diminuiu, nos ultimos 50 anos, nos paises que adotaram,
dentre as formas de prevencdo, o rastreio citoldgico (exame de Papanicolaou).
Dessa forma, ficou demonstrado que programas de rastreio de CCU bem
organizados podem reduzir a incidéncia e a mortalidade (de SANJOSE et al., 2012).

No Brasil, o programa nacional do controle do cancer de colo de Utero, que
visa o0 controle de CCU, foi instituido em 1998 com o objetivo de deteccdo das
lesbes precursoras e do CCU, além de garantir o tratamento (BRASIL, 2011).
Atualmente, a Politica de Atencado Integral a Saude da Mulher vem promovendo
importantes avangos em todos os ciclos de vida, resguardadas as especificidades
das diferentes faixas etarias e dos distintos grupos populacionais. Nesse sentido, o
governo federal langcou o Plano de Ac¢Oes Estratégicas para o Enfrentamento das
Doencas Crbnicas ndo Transmissiveis (DCNT) no Brasil, 2011 — 2022, que aborda o
cancer entre as quatro principais doencas. Entre as metas nacionais propostas para
0 CCU estao: ampliar a cobertura de exame citopatoldgico (exame de Papanicolaou)
em mulheres de 25 a 64 anos e tratar 100% das mulheres com diagndstico de

lesGes precursoras de cancer (BRASIL, 2013a).
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A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define que o exame citologico de
rastreio deve ser priorizado em mulheres de 25 a 60 anos, uma vez por ano e, apos
dois exames negativos consecutivos, o rastreio pode ser a cada 3 anos. Caso a
mulher ja tenha iniciado a atividade sexual, o rastreio deve acontecer antes dessa
faixa etaria (WHO, 2002).

A introducdo da vacinacdo contra o HPV tendera a diminuir a incidéncia de
CCU. O uso de preservativos tem demonstrado um efeito protetor significativo
contra a transmissdo do HPV e pode oferecer uma estratégia preventiva alternativa
(de SANJOSE et al., 2012). No entanto, o uso de preservativo durante a relacao
sexual com penetracdo, protege parcialmente do contagio pelo HPV, que também
pode ocorrer por intermédio do contato com a pele da vulva, da regido perineal e da
bolsa escrotal (BRASIL, 2013a).

Quanto ao tratamento das lesdes pré-neoplasicas, existe uma grande
controvérsia com relacdo a melhor forma de lidar com as atipias citologicas mal
definidas e com as lesbes de baixo grau. Alguns estudiosos propéem o
acompanhamento das mulheres que apresentam essas alteracfes, usando para tal
esfregacos colhidos a intervalos de 6 meses, pois acreditam que a probabilidade de
regressdo das mesmas € elevada e, a evolucao para lesdes de alto grau ou
carcinoma é lenta. J& outros sugerem que a avaliacdo colposcépica imediata para
esses casos, pois acreditam que 20% das mulheres que apresentam essas
alteracdes duvidosas sejam portadoras de lesdo de alto grau e, eventualmente, de
carcinomas. Nesses casos, a pesquisa de HPV se torna importante para a melhor
conduta da paciente. Nos casos de lesbes de alto grau, o tratamento especifico é
obrigatério (KOSS, GOMPEL, 2006).

J4 o tratamento dos condilomas (verrugas) genitais, o tratamento inclui
técnicas ablativas como crioterapia/laser, ou de aplicacdo local de agentes
citotoxicos (KODNER, NASRATY, 2004).

1.9 DISTRIBUICAO DO CCU NO BRASIL

De acordo com os ultimos dados mundiais, o CCU é o quarto tipo de cancer

mais comum entre as mulheres, com 527 mil casos novos no ano de 2012. Nesse
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mesmo ano, esse cancer foi responsavel pelos 6bitos de 265 mil mulheres, sendo
que 87% desses 0Obitos ocorreram em paises em desenvolvimento (BRASIL, 2014).

Para o Brasil, no ano de 2014, esperam-se mais de 15.000 casos novos de
cancer do colo do utero, com um risco estimado de 15,33 casos a cada 100 mil
mulheres, constituindo o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres.
Entre as regiGes brasileiras, a Norte possui a maior incidéncia de CCU (23,57/100
mil). O Estado de Roraima esta entre os Estados brasileiros de maior incidéncia de
CCU (21,29/100 mil) e configura a neoplasia mais incidente entre as mulheres desse
Estado (BRASIL, 2014). Na Figura 7 estd representada a incidéncia de CCU
estimada, para os anos de 2014 e 2015, para cada Estado da Federacao.

A incidéncia do CCU manifesta-se a partir da faixa etaria de 20 a 29 anos,
aumentando seu risco rapidamente até atingir o pico etario entre 50 e 60 anos
(BRASIL, 2011).

Uma provavel explicacdo para as altas taxas de incidéncia em paises em
desenvolvimento seria a inexisténcia ou a pouca eficiéncia dos programas de
rastreamento. A estratégia de rastreamento recomendada pelo Ministério da Saude
€ 0 exame citopatologico prioritariamente em mulheres de 25 a 64 anos (BRASIL,
2011).

Figura 8- Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de CCU estimadas
para os anos de 2014/2015, por unidade da Federagéo

Mulheres
. 21,21 - 35,13
SRENT
m 17,93 -21,2
14,77 - 17,92

8,31-14,76

Fonte: BRASIL (2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil genotipico da infeccdo pelo HPV nas amostras cervicais
obtidas de mulheres submetidas a biopsia do colo do Gtero, no Estado de Roraima,

no periodo de janeiro a outubro de 2014.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar os genoétipos de HPVs em amostras de raspado da cérvice
uterina através de métodos moleculares;

o Investigar os gendtipos de HPVs nas amostras de leséo intraepitelial de alto
grau e carcinomas;

o Descrever o perfil sociodemografico da amostra estudada;

o Analisar, estatisticamente, a associacdo dos fatores de risco para CCU e a
presenca dos HPVs 16 e 18;

o Avaliar o possivel beneficio da imunizacdo pela vacina tetravalente contra o

HPV em Roraima considerando os gendtipos circulantes no Estado.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MODELO DO ESTUDO

Para investigar os gendtipos dos HPVs circulantes, o desenho do estudo
adotado foi do tipo transversal e descritivo.

3.2 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi conduzido na cidade de Boa Vista, capital do Estado de
Roraima, junto ao Hospital Geral de Roraima, ao Centro de Referéncia da Saude da
Mulher e ao Centro de Referéncia de Especialidades Médicas Andrea Patricia
Madruga.

O Hospital Geral de Roraima, através da Unidade de Alta Complexidade em
Oncologia, é referéncia para assisténcia as pacientes portadoras de carcinomas da
cérvice uterina e tem a competéncia para definicdo de tratamento e manejo clinico
das pacientes. JA o Centro de Referéncia da Saude da Mulher e o Centro de
Referéncia de Especialidades Médicas Andrea Patricia Madruga, através dos
ambulatérios de patologia cervical, prestam assisténcia as mulheres portadoras de
lesGes pré-neoplasicas, também com competéncia para manejo clinico das
pacientes. Tais unidades de saude s&do responsaveis pela totalidade dos
atendimentos relativos ao cuidado médico inerente as lesdes pré-malignas e

malignas do colo do atero realizados pelo SUS no Estado de Roraima.

3.3 ASPECTOS ETICOS

De acordo com a resolugcdo 466/12, o presente estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Roraima, sob
namero do parecer 467.430, de 22/11/2013, com o titulo “Caracterizagéo
genotipica do Papilomavirus humano em infec¢fes cervicais no Estado de

Roraima” (Anexo 1).
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3.4 POPULACAO DE ESTUDO

A populagéo alvo deste estudo foram mulheres portadoras de laudo citoldgico
de lesBes pré-neoplésica ou neoplasica, colposcopicamente confirmadas, ou seja,
com triagem positiva para realizacdo de bidpsia, que procuraram o servico de
patologia cervical ou a unidade de oncologia, no periodo de janeiro a outubro de
2014.

3.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo as mulheres em conformidade com os seguintes
critérios:
- Possuidoras de exame citolégico e colposcopico sugestivo de leséo pré-neoplasica
ou neoplasica;
- Sugestivas de lesdo neoplésica ao exame clinico;
- Concordaram em patrticipar da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2).

3.4.2 Critérios de excluséo

Foram excluidas deste estudo as mulheres que:
- Previamente haviam se submetido a crio ou termocauterizacéo, laserterapia,
histerectomia, quimioterapia ou radioterapia,
- Possuiam idade inferior a 18 anos;

- Nao aceitaram participar do estudo.

3.5 PROCEDIMENTO PARA SELECAO DAS PACIENTES

As pacientes possuidoras de laudo citolégico compativel com lesao

intraepitelial de alto grau ou carcinoma (colposcopicamente confirmado) ou, ao
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exame clinico do colo uterino, serem sugestivas de malignidade, foram convidadas a
participar do estudo no momento do atendimento médico no ambulatério de
patologia cervical ou de oncologia. Apds serem esclarecidas dos objetivos da
pesquisa, beneficios e confiabilidade dos registros e aceitarem participar do estudo,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e responderam a um

questionario individual padronizado (Anexo 3).

3.6 COLHEITA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

A amostra de material cervical para o estudo molecular foi colhida pelo
meédico responsavel pela paciente, com auxilio de escova do tipo citobrush, que foi
inserida no canal endocervical, com profundidade de 1 a 1,5 cm do orificio externo e
girada por 3 voltas completas, e entdo teve sua haste quebrada e acondicionada em
tubete contendo solucéo (azida sédica 0,05%) para conservacdo do DNA (material
pertencente ao kit para coleta e transporte de material cervical — HC2 DNA
Collection Device®, Digene Inc., USA). O tubo contendo a amostra foi identificado e

armazenado a -80°C no Laboratério de Biologia Molecular da UFRR.

3.7 PROCEDIMENTOS PARA GENOTIPAGEM DO HPV

Os procedimentos laboratoriais foram realizados em trés laboratorios:
Laboratério de Biologia Molecular da UFRR: extracdo do DNA; Laboratério da
Geréncia de Virologia e Laboratorio de Pesquisas de Doencas Endémicas da
Fundacgédo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT-HVD) — Manaus/AM:
PCR de 71 amostras e sequenciamento de 50 amostras; e no Laboratorio de
Biologia Molecular da Macrogen Korea — Seul/Coréia do Sul: sequenciamento de 19
amostras. Os procedimentos realizados no Brasil foram realizados pela
pesquisadora, poréem aqueles realizados no exterior, apenas os eletroesferogramas
foram interpretados.

O fluxograma abaixo (Figura 8) mostra 0 processamento das amostras no

estudo. A técnica de deteccdo molecular utilizada foi a PCR. Para aumentar a
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sensibilidade, as amostras foram submetidas a amplificacdo com iniciadores
genéricos MY09/MY11, que amplifica um fragmento de 450 pb da regido de
transcricdo tardia L1 (MANOS et al, 1989), e GP5+/GP6+, que amplifica, um
fragmento de 140 a 150 pb da regido L1, superpondo-se aos MY (de RODA et al,
1995) (Figura 9). Para identificacdo dos gendtipos de HPV, as amostras positivas
foram submetidas a técnica de sequenciamento pelo método de Sanger.

Figura 9 - Fluxograma do processamento das amostras de raspado da cérvice
uterina no Estado de Roraima

Colheita de material biolégico

Janeiro a outubro de 2014
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Figura 10 - Tamanho do produto amplificado pelos iniciadores MY09/11 e GP5+/6+

AYDWTL PGRMY >

—4%0 pb -+

A 150 ph.

Fonte: MOLIJN et al (2005) modificado.
As caracteristicas gerais do ensaio estdo sumarizadas a seguir:
3.7.1 Extragcéo do DNA

As amostras cervicais mantidas a -80°C foram deixadas a temperatura
ambiente e, em seguida, um mililitro do meio liquido contento o esfoliado do colo de
atero foi centrifugado a 3.000 rotagdes por minuto (rpm) durante 5 minutos e o
sobrenadante foi desprezado. Ao pellet foi aplicado o procedimento para extracao do
DNA conforme as recomendagdes do kit Invitrogen™ PureLink® Genomic DNA
conforme a técnica seguinte: adicionou-se ao tubo com o pellet 180 pL de tampéao
PureLink® e 20 pL de proteinase. O tubo foi incubado a 55°C por 12 horas, depois
centrifugado a 5000 rpm durante 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para
outro tubo e adicionou-se 20 pL de RNAase A e incubado a temperatura ambiente
durante 2 minutos. Para a lise adicionou-se 200 pL de PureLink® Genomic Lise /
Binding Buffer e 200 pL de etanol 100%. Esse lisado foi transferido para a Coluna
PureLink® e centrifugada a 10000 x g durante 1 minuto. O tubo de coleta foi
descartado e a coluna transferida para outro tubo. Adicionou-se 500 uL de tampao
de lavagem 1 e a coluna centrifugada a 10000 x g durante 1 minuto. O tubo de
coleta foi descartado e a coluna transferida para tubo limpo. Adicionou-se a coluna

500 pL de tampéo de lavagem 2 que foi centrifugada na velocidade maxima durante
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3 minutos. Para a eluicdo do DNA a coluna foi transferida para tubo estéril e
adicionou-se 100 pL de tampéo de eluicdo PureLink®. Incubou-se a temperatura
ambiente durante 1 minuto. Centrifugou-se a coluna em velocidade maxima durante
1 minuto a temperatura ambiente. A coluna foi descartada ficando no tubo o DNA
purificado. O passo de eluicdo do DNA foi realizado 2 vezes. Na sequéncia, o DNA
foi armazenado a -20°C.

3.7.2 Reag&o em cadeia da polimerase

3.7.2.1 Amplificag&o do gene da globina

Todas as amostras de DNA extraido foram, primeiramente, submetidas a
amplificagcdo para o gene da globina para confirmacdo da presenca de DNA
cromossomal humano amplificavel conservado. Todas as amostras do estudo

amplificaram o gene da globina. Os iniciadores utilizados estdo na Tabela 3.

Tabela 3 - Iniciadores utilizados para a deteccédo do gene da globina

Sistema Sequéncias nucleotidicas Fragmento amplificado

Beta Globina Humana F  ACACAACTGTGTTCACTAGC 110pb
Beta Globina Humana R CAACTTCATCCACGTTCACC

O sistema utilizado para a PCR (volume total de 25 pL) foi composto por: 200
ng do DNA extraido; 2,5uL do tampao 10x (100 mM Tris-HCI (pH 8,8); 500 mM KCI);
1,5 mM de MgCl,. 0,5 uM do iniciador Beta Globina Humana F; 0,5uM do iniciador
Beta Globina Humana R; 0,2 mM de cada dNTP; 1,25 U de Taq polimerase e agua
de injecdo para completar o volume de 25 pL. Para controle da reacao, foi utilizado
um controle negativo (Agua de injecdo) e um controle positivo (DNA humano
purificado).

Na reagcdo de PCR foram realizados 35 ciclos de amplificacdo em aparelho
termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient conforme o seguinte programa: 30
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segundos a 94°C para desnaturacdo, 45 segundos a 60°C para anelamento e 45
segundos a 72°C para a sintese. ApGs os 35 ciclos, 10 minutos a 72°C para
extensdo. Os produtos amplificados foram analisados por corrida eletroforética em
gel de agarose 2,5%. O gel foi corado por brometo de etidio (10 mg/mL) e as bandas
coradas correspondentes a 110 pb foram visualizadas sob luz ultravioleta e
fotografadas para documentagéao.

3.7.2.2 Amplificagdo do DNA para detecgao do HPV

Nesse passo, para a amplificacdo do DNA viral, foi utilizada a metodologia de
PCR com os iniciadores genéricos MY09/MY11 como também com GP5+/GP6+. Na
Tabela 4 sdo apresentadas as sequéncias de bases nitrogenadas desses

iniciadores.

Tabela 4 - Sequéncia dos iniciadores usados nas reacdes de PCR

Iniciador Sequéncia nucleotidica Fragmento
amplificado
MY09  5-CGTCCMAARGGAWACTGATC -3’ 450 pb

MY11 5’-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’

GP5+ S-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3’ 150 pb
GP6+ 5-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3

M=A/C;R=AIGW=A/T;Y=CIT
Fonte: MANOS et al., 1989; SNIJDERS et al., 1990.

a) PCR com iniciadores MY09/MY11

O sistema utilizado para a PCR (volume total de 25 pL) foi composto por 200
ng de DNA da amostra; 2,5 pL do tampéao 10x; 1,5 mM de MgCl,, 1uM do iniciador
MYQ9; 1 uM do iniciador MY11; 0,2 mM de cada dNTP; 1,25 U de Taq polimerase
(Invitrogen®) e agua de injecdo para completar o volume de 25 pyL. Para controle
da reacéo, foi utilizado um controle negativo (dgua) e uma amostra positiva para

HPV (sequenciada).
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Nas reacdes de PCR foram realizados com 40 ciclos de amplificagdo em
aparelho termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient, conforme o seguinte
programa: 1 minuto a 95°C para desnaturacdo, 1 minuto a 55°C para anelamento e 1
minuto & 72°C para a sintese. Apos os 40 ciclos, seguiram-se 5 minutos a 72°C para
extensdo. Os produtos amplificados foram analisados por corrida eletroforética em
gel de agarose 1,5%. O gel foi corado por brometo de etidio (10 mg/mL) e as bandas
coradas correspondentes a 450 pb foram visualizadas sob luz ultravioleta e

fotografadas para documentacéo.

b) PCR com iniciadores GP5+/GP6+

O sistema utilizado para a PCR (volume total de 25 uL) foi composto por 200
ng de DNA da amostra; 2,5 pL do tampéao 10x; 1,5 mM de MgCl,; 1 uM do iniciador
GP5+; 1 pM do iniciador GP6+; 0,2 mM de cada dNTP; 1,25U da Taq polimerase
(Invitrogen®) e agua de injecdo para completar o volume de 25 pL. Para controle da
reacdo, foi utilizado um controle negativo (dgua) e uma amostra positiva para HPV
(sequenciada). Para amplificacao foi utilizada a mesma programacéo descrita para
os iniciadores MY09/MY11. Os produtos amplificados foram analisados por corrida
eletroforética em gel de agarose 2,5%. O gel foi corado por brometo de etidio (10
mg/mL) e as bandas coradas correspondentes a 150 pb foram visualizadas sob luz
ultravioleta e fotografadas para documentacgéao.

3.7.3 Sequenciamento dos fragmentos amplificados na PCR

Para a realizacao do sequenciamento das 50 amostras realizado em Manaus,
foi utilizado o protocolo da Fiocruz/Manaus, sendo necessaria a realizagdo dos

seguintes procedimentos préevios:
3.7.3.1 Purificacdo e quantificagdo dos produtos da PCR
O objetivo dessa etapa € a remocédo dos nucleotideos ndo incorporados na

PCR, através da precipitagcdo com polietilenoglicol (PEG), que poderiam interferir no

seguenciamento.
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Procedimento técnico:
1 - Transferir 15 yL de PEG (20% m/v PEG 2,5M NaCl) para tubo de 1,5 mL;
2 - Adicionar 15 pL do produto da PCR;
3 - Agitar suavemente em vortex por 10 segundos e incubar a 37°C por 15 minutos;
4 - ApOs a incubagdo, centrifugar a 6000 rpm por 15 minutos a temperatura
ambiente;
5 - Descartar o sobrenadante e adicione 125uL de etanol a 80% gelado e em
seguida a 4500 rpm por 2 minutos;
6 - Descartar o sobrenadante e deixar secando a 60°C por 10 minutos para remogao
do residuo de etanol;
7 - Certificar a auséncia de residuo de etanol e adicionar 10 yL de agua livre de
nuclease;
8 - Agitar em vortex por 10 segundos e armazenar a amostra a -20°C.

Apés a purificacdo, o DNA foi submetido a quantificacdo em
espectrofotometro (aparelho Nanodrop 2000 Thermo Scientific - Uniscience®).

3.7.3.2 Reacao de sequenciamento

Foram realizadas duas reacdes de sequenciamento: uma delas usando o
iniciador MY11 para as amostras que amplificaram a PCR usando os iniciadores
MYQ9/11; a outra usando o iniciador GP6+ para as amostras que foram negativas na
PCR com iniciadores MY09/11 e positivas com iniciadores GP5+/6+.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas utilizando 1-3 yL (30 ng de
DNA) de produto de PCR purificado; 0,33 yM do iniciador; 2uL tampéao 5x; 1uL de
Big Dye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e agua de
injecdo para completar o volume final de 10 pL. As reacdes foram realizadas em
termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient, conforme o seguinte programa: 10
segundos a 96°C, 15 segundos a 55°C e 2 minutos a 60°C. Apdés 20 ciclos,
manutencao a 4°C.
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3.7.3.3 Purificacdo pela precipitacdo em EtOH/EDTA/Acetato de Sédio

Os produtos de cada PCR foram purificados utilizando kit X-Terminator
(Applied Biosystems), de acordo com o protocolo abaixo:
1 - Remover a placa do termociclador e centrifugar 1 minuto a 2000 RCF;
2 - Adicionar 1 yL de EDTA a cada um dos pocos;
3 - Adicionar 1 yL de acetato de sodio 3M a cada um dos pocos;
4 - Adicionar 25 uL de EtOH 100% gelado a cada um dos pocos;
5 - Selar a placa por strips e misturar por inverséo (4 vezes);
6 - Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz;
7 - Centrifugar a 2000 RCF por 45 minutos;
8 - Inverter a placa e fazer um spin até 180 RCF por 1 minuto e remover a placa da
centrifuga;
9 - Adicionar 35 pL de EtOH 70% a cada um dos poc¢os;
10 - Centrifugar por 15 minutos, a 4° C, a 1650 RCF;
11 - Inverter a placa e fazer um spin até 180 RCF por 1 minuto. Remover a placa da
centrifuga;
12 - Incubar a placa a 52°C por 15 minutos (cobrir com papel aluminio) no
termociclador;
13 - Ressuspender com 10 uL de formamida Hi-Di lavando as paredes dos pocos.
14 - Aquecer a placa a 95°C por 1 minuto, montar e colocar no sequenciador.

O sequenciamento genético foi realizado no equipamento DNA Analyzer ABI
3130XL (Applied Biosystems).

3.7.3.4 Andlise das sequéncias

Os eletroferogramas foram editados manualmente utilizando-se os algoritmos
do pacote BioEdit. Por meio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool - Ferramenta Basica de Busca de Alinhamento Local), a sequéncia de interesse
foi comparada com sequéncias de referéncia disponiveis no GenBank (banco de
dados National Center  for Biotechnology Information (NCBI) -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), possibilitando a identificacdo do gendtipo viral.
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3.7.3.5 Andlise filogenética

Para a realizacdo da analise filogenética, os arquivos fasta gerados na edicao
foram alinhados com sequéncias de referéncia de alguns tipos de HPVs obtidas do
Genbank, com auxilio do programa CLUSTAL W incluido no pacote Mega versao
6.0. Foi usado o método estatistico de Neighbor-Joining (NJ) incluindo substituicdes
do tipo transi¢des + transversdes. O teste de confiabilidade da topologia da &rvore
filogenética foi estabelecido usando o método ndo paramétrico de replicacdes

bootstrap com percentual minimo de 70% e 1000 replicacdes.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica descritiva foi realizada, incluindo frequéncia de
distribuicdo para variaveis categoéricas, médias (com desvio padrdo) e medianas
(com desvio interquartilico) para variaveis continuas, com distribuicdo normal e nao
normal, respectivamente. O desfecho principal foi a prevaléncia de HPV de alto risco
imunizaveis pela vacina e foi definida pela razdo entre o ndmero de mulheres
positivas para HPV 16 e 18 por mulheres incluidas e/ou existentes no Estado com
intervalo de confianca. Os intervalos de confianca de 95% (IC95%) foram estimados
baseados em distribuicdo binomial. Para comparacdo de médias amostrais, foi
utiizado o teste t de Student para varidveis de distribuicdo normal e com
homogeneidade de variancias amostrais. Sendo, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney para este propoésito. Foi utilizado o teste qui quadrado para comparar
diferencas de proporcdes de variaveis categéricas. Odds ratio (OR) e IC95% foram
calculados em andlise bivariada. Os dados foram tabulados por meio de dupla
entrada de dados e analisados utilizando-se os softwares Epilnfo® versao 7.1.3
(CDC, Atlanta, USA) e MedCalc® versao 15.2.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo foram selecionadas 73 pacientes. Destas, 2 foram excluidas
(uma devido material inadequado para andlise histopatolégica e outra por se
encontrar em duplicidade). Assim, os resultados, que seréo a seguir expostos, séo
provenientes dos dados das analises laboratoriais e dos questionarios padronizados

de 71 mulheres.

4.1 PERFIL DEMOGRAFICO, COMPORTAMENTAL E CLINICO DA AMOSTRA

As informacdes foram obtidas no momento que antecedeu a colheita do
material biolégico. Os dados sociodemograficos, comportamentais e clinicos estédo
demonstrados no Quadro 1. Pode-se observar que a média de idade das pacientes
foi de 37 anos, sendo que a maioria sdo nado-indigenas (88,7%), vivem em unido
conjugal (56,3%), com instrucdo até o 1° grau (52,1%), com renda familiar até 1
salario minimo (73,2%) e procedéncia da capital (57,7%). Em relacdo aos dados
comportamentais, a maioria das pacientes ndo possui historico de tabagismo
(71,9%), relatam nao ter feito uso de anticoncepcionais hormonais nos ultimos 10
anos (52,1%), idade média na sexarca de 16 anos, tido 5 ou mais parceiros sexuais
na vida (40,9%) e idade média na primeira gestacéo de 17 anos.

Na amostra estudada, 73,2% disseram ter algum conhecimento sobre a
importancia do HPV no CCU, 83,1% relataram realizar o exame citolégico preventivo
regularmente e 80,3% confirmaram o recebimento do resultado desse exame.

Em relacdo aos dados clinicos, 9 possuiam exame histopatolégico compativel
com carcinoma, 23 com lesao intraepitelial de alto grau, 12 com lesao intraepitelial

de baixo grau, 26 com cervicite e 1 com colo normal.
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Quadro 1 - Dados demograficos e caracteristicas comportamentais e clinicas das 71
mulheres participantes do estudo, atendidas nos ambulatérios de patologia cervical e
unidade de oncologia, no periodo de janeiro a outubro de 2014, em Roraima

Caracteristicas demogréficas,

comportamentais e clinicas Média (+DP)
da amostra
Idade 37,4+13,4
Indigena
Sim 8 11,3
N&o 63 88,7
Estado civil
Solteira 23 32,4
Casada/unido estavel 40 56,3
Divorciadal/vitva 8 11,3
Instrucéo
Até 1° grau 37 52,1
Até 2° grau 27 38
Até 3° grau 7 9,9
Procedéncia
Interior 30 42,3
Capital 41 57,7
Renda familiar
<1 salario minimo 52 73,2
>1 salario minimo 19 26,8
Tabagismo
Atual 4 5,6
Prévio 16 22,5
Nunca 51 71,9
Uso de anticoncepcional nos Gltimos 10 anos
Sim 34 47,9
N&o 37 52,1
Idade na sexarca 16+3,6

Parceiros sexuais durante a vida

lou2 26 36,6

3 11 15,5

4 5 7

25 29 40,9
Idade na 12 gestacao 17 +3,6
Conhecimento prévio do envolvimento do HPV no CCU

Sim 52 73,2

Né&o 19 26,8
Realizacdo prévia de exame citolégico preventivo

Sim 59 83,1

Né&o 12 16,9
Recebimento do resultado exame citolégico preventivo

Sim 57 80,3

Nao 14 19,7
Exame histopatoldgico®

Colo normal 1 1,4

Cervicite 26 36,6

LIEBG 12 16,9

LIEAG 23 32,4

Carcinoma 9 12,7

Nota: DP = desvio-padrao; LIEBG = leséo intraepitelial de baixo grau; LIEAG = leséao
intraepitelial de alto grau; CCU = cancer do colo do utero.

1 = Os resultados dos exames histopatoldgicos foram obtidos junto ao Laboratério
de Patologia do Estado de Roraima (LAPER).
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Outros estudos de caracterizacdo genotipica do HPV apresentam dados
sécio-demograficos amostrais parecidos com os do presente estudo. Silva et al.
(2006) observaram em uma amostra, no Estado da Bahia, que as mulheres com
infeccdo por HPV possuiam idade média de 34 anos, sexarca de 16,5 anos, tiveram
mais de 3 parceiros sexuais durante a vida, maioria casada e nado tabagista. Rama
et al. (2008) relataram que, em S&o Paulo, as mulheres possuiam idade média de
35,7 anos, sendo que a maioria vivia com parceiro, tinha mais de 12 anos de estudo,
usava anticoncepcionais hormonais, ja havia tido 4 ou mais parceiros sexuais e nao
realizava o exame citologico de Papanicolaou regularmente. Fernandes et al. (2008),
na cidade de Natal, observaram que a maioria das mulheres do seu estudo era
casada, ndo fumante, usava anticoncepcional hormonal e teve sexarca antes dos
17anos. Oliveira et al. (2012) estudaram a infeccdo por HPV numa cidade do
Nordeste brasileiro, observou idade média de 31 anos, maioria casada, sexarca

antes dos 18 anos e com 1° grau incompleto.

4.2 DETECCAO E IDENTIFICACAO DO HPV

ApOs a extragdo do DNA, as amostras foram submetidas a verificacdo quanto
a viabilidade por meio da amplificacdo do gene da globina. Todas as amostras foram
positivas uma vez que amplificaram um fragmento de 110 pb. A Figura 10 mostra o
gel representativo da amplificacéo do referido gene.

Para a deteccao do HPV, foi aplicada a técnica de PCR usando os iniciadores
MY09/MY11 e GP5+/GP6+. Das 71 amostras testadas, 69 (97,2%) foram positivas
para o DNA viral. O uso dos iniciadores MY09/11, que amplifica um fragmento de
aproximadamente 450 pb, permitiu a detec¢cdo do HPV em 38 amostras (53,5%). Ja
com os iniciadores GP5+/6+, a amplificacdo do fragmento de cerca de 150 pb
possibilitou a deteccdo do DNA viral em 68 amostras (95,77%). Somente em 2
amostras (2,8%), o DNA viral ndo foi amplificado com o uso de iniciadores genéricos
gue amplificam uma regido do gene L1 do capsideo do HPV. As Figuras 11 e 12
mostram 0s géis representativos da deteccdo do DNA de HPV.

O par de iniciadores GP5+/6+ mostrou maior sensibilidade, embora ndo tenha
amplificado o DNA viral da totalidade das amostras positivas. Isso demonstra a

complementaridade das técnicas, comprovando o que ja foi descrito por outros
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estudos (ENTIAUSPE et al., 2013; EVANDER et al., 1992; NASCIMENTO et al.,
2010).

Figura 11 - Gel representativo dos produtos da PCR para o gene da globina

500 pb —
300 pb —

100 pb — — 110 pb

Nota: M = marcador de peso molecular de 100 pb; amostras 54 e 60; C+ = controle
positivo.

Figura 12 — Gel representativo dos produtos da PCR com iniciadores MY09/11
(fragmento 450 pb) para o gene L1 do HPV

« 450 pb

Nota: M = marcador de peso molecular de 100 pb; amostras 9, 15, 25, 32, 53, 62, 6
e 8; C+ = controle positivo; C- = controle negativo.
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Figura 13 - Gel representativo dos produtos da PCR com iniciadores GP5+/6+
(fragmento 150 pb) para o gene L1 do HPV

500 pb
300 pb
100 pb

Nota: M = marcador de peso molecular de 100 pb; amostras 63 a 73; C+ = controle
positivo; C- = controle negativo.

As reacgOes de sequenciamento foram realizadas conforme as amplificagbes
obtidas com os iniciadores genéricos, porém priorizando os fragmentos de 450 pb.
Foram submetidas 38 amostras a reacdo de sequenciamento com o iniciador MY11
e 31 amostras com o iniciador G6+, totalizando 69 amostras. As sequéncias obtidas
foram editadas e comparadas com sequéncias existentes no GeneBank, por meio da
ferramenta BLAST, e os seus tipos virais identificados por grau de similaridade
conforme a tabela 5.

O sequenciamento permitiu a identificagdo do HPV em 64 amostras (92,8%).
Dessas, 35 por meio do iniciador MY11 e 29 pelo iniciador GP6+. Em 7 amostras
(9,9%) néo foi possivel a identificacdo do HPV (2 foram negativas nas reacdes de
amplificacdo e em 5 os eletroferogramas obtidos foram de baixa qualidade e ndo
permitiram a identificacdo). Possivelmente, nestas 5 amostras havia infeccdo por
mais de um tipo de HPV (infeccdo mudltipla). Dessa forma, a PCR pode ser mais
seletiva para um dos tipos presentes na amostra, seja devido a maior eficiéncia de
amplificacdo de um dos virus ou seja devido a carga viral alta (KOSEL et al., 2003).
Esse fato pode levar a subestimacédo da prevaléncia de alguns tipos virais (JACOBS
et al., 1999; QU et al., 1997). A figura 13 mostra um eletroferograma representativo e
a Tabela 6 apresenta os resultados das PCR com cada par de iniciadores, da

identificacdo viral e do exame histopatolégico de cada amostra.
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Figura 14 - Eletroferograma obtido do sequenciamento de fragmento de
aproximadamente 450 pb
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Nota: Sequéncia nucleotidica referente ao HPV 16.

Tabela 5 — Tipos de HPVs identificados e grau de similaridade (%), obtidos do
Genbank por meio da ferramenta BLAST, das 64 amostras da cérvice uterina do
Estado de Roraima — janeiro a outubro de 2014

53 100 | 89 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
31 88 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
25 88 100 | NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
1 NS NS 99 75 NS NS NS 76 NS NS NS NS NS NS NS NS
3 NS NS 100 85 NS NS NS 82 NS NS NS NS NS NS NS NS
4 NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
5 NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
7 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
11 NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
12 NS NS 94 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
13 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
15 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
17 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
19 NS NS 100 76 NS NS NS 77 NS NS NS NS NS NS NS NS
20 NS NS 99 95 NS NS NS 83 NS NS NS NS NS NS NS NS
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Tabela 5 continuacdo — Tipos de HPVs identificados e grau de similaridade (%),
obtidos do Genbank por meio da ferramenta BLAST, das 64 amostras da cérvice

uterina do Estado de Roraima — janeiro a outubro de 2014
21 NS NS 98 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
22 NS NS 97 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
23 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
26 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
28 NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
29 NS NS 100 76 NS NS NS 77 NS NS NS NS NS NS NS NS
30 NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
36 NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
37 NS NS 99 76 NS NS NS 77 NS NS NS NS NS NS NS NS
38 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
43 NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
44 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
45 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
48 NS NS 100 76 NS NS NS 77 NS NS NS NS NS NS NS NS
49 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
50 NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
51 NS NS 95 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
64 NS NS 99 85 NS NS NS 82 NS NS NS NS NS NS NS NS
65 NS NS 99 85 NS NS NS 82 NS NS NS NS NS NS NS NS
67 NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
69 NS NS 100 76 NS NS NS 77 NS NS NS NS NS NS NS NS
14 NS NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
72 NS NS NS 93 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
73 NS NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
16 NS NS NS 75 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
62 NS NS NS 78 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
66 NS NS NS 75 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
52 NS NS NS NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
56 NS NS NS NS NS 97 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
2 NS NS NS NS NS NS 99 NS NS NS NS NS NS NS NS NS
55 NS NS 92 NS NS NS NS 97 NS NS NS NS NS NS NS NS
61 NS NS 92 NS NS NS NS 96 NS NS NS NS NS NS NS NS
68 NS NS 92 NS NS NS NS 97 NS NS NS NS NS NS NS NS
9 NS NS NS NS NS NS NS NS 100 NS NS NS NS NS NS NS
18 NS NS NS NS NS NS NS NS NS 99 NS NS NS NS NS NS
71 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 87 NS NS NS NS 74
10 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 100 NS NS NS NS
34 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 100 NS NS NS NS
39 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 99 NS NS NS NS
40 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 100 NS NS NS NS
57 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 99 NS NS NS NS
63 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 99 NS NS NS NS
70 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 99 NS NS NS NS
41 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 99 NS NS NS
27 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 99 NS NS NS
8 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 98 NS NS
42 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 84 NS
32 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS 100

Nota: NS = néo significativo; Cand = candidato.

Numeros de acesso obtidos do Genbank para cada tipo viral identificado: HPV 6:
EU911183.1;
KM058658.1, KJ549646.1, JN617890.1, JN617891.1, KM058666.1, U34170.1; HPV
18: AF548838.1, JF728188.1, KC991262.1; HPV 33: U45897.1, U45896.1; HPV 35:
JQ902115.1 HQB834678.1; HPV 39: U45901.1; HPV 45: U45912.1 U45909.1; HPV
52: KJ676087.1, HPV 53: JX912952.1 HPV 54: U12501.1; HPV 58: JX313766.1
HM639530.1; HPV 61: JQ902129.1; HPV 66: JN661507.1; HPV 82: DQ403744.1;

KC706454.1,

cand HPV 85: AF131950.1.

EU911598.1,

HPV 11:

FN870749.1,

HPV 16:
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A andlise filogenética dos fragmentos de 450 pb do gene L1, de 28 amostras,
permitiu a reconstrucdo da arvore filogenética conforme a Figura 14. Diante desta

figura, pode-se observar que ha correlacado genética com HPVs isolados na América,
Africa, Europa e Asia.

Figura 15 - Reconstrucao filogenética de sequéncias nucleotidicas correspondentes
a 450 pb do gene L1 do HPV, usando o método estatistico de Neighbor-Joining, de
28 amostras, no periodo de janeiro a outubro de 2014, em Roraima
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Nota: Os valores de bootstrap estdo expressos em percentagem por 1000 réplicas.



61

Tabela 6 - Resultados laboratoriais das 71 amostras da cérvice uterina do Estado de
Roraima — janeiro a outubro de 2014

Ordem Amostra PCR PCR Sequenciamento Exame Histopatol6gico
(MY 09/11) (GP5+/6+) (BLAST)
1 1 + + HPV 16 Carcinoma escamoso
2 14 + + HPV 18 Carcinoma adenoescamoso
3 15 + HPV 16 Carcinoma escamoso
4 27 + + HPV 61 Carcinoma escamoso
5 60 - - Né&o realizado Carcinoma escamoso
6 61 - + HPV 45 Carcinoma escamoso
7 64 + + HPV 16 Carcinoma escamoso
8 68 - + HPV 45 Carcinoma escamoso
9 69 + + HPV 16 Carcinoma escamoso
10 2 + + HPV 39 LIEAG
11 3 + + HPV 16 LIEAG
12 6 + + Indeterminado LIEAG
13 7 - + HPV 16 LIEAG
14 9 + + HPV 52 LIEAG
15 10 + + HPV 58 LIEAG
16 16 + + HPV 33 LIEAG
17 20 + + HPV 16 LIEAG
18 21 - + HPV 16 LIEAG
19 28 + + HPV 16 LIEAG
20 37 + + HPV 16 LIEAG
21 42 + + HPV NT 82 LIEAG
22 44 + HPV 16 LIEAG
23 48 + + HPV 16 LIEAG
24 52 - + HPV 35 LIEAG
25 56 - + HPV 35 LIEAG
26 57 + + HPV 58 LIEAG
27 62 + + HPV 33 LIEAG
28 63 + + HPV 58 LIEAG
29 65 + +F HPV 16 LIEAG
30 66 + + HPV 33 LIEAG
31 67 - + HPV 16 LIEAG
32 73 - + HPV 18 LIEAG
33 18 + +F HPV 53 LIEBG
34 19 + + HPV 16 LIEBG
35 22 + HPV 16 LIEBG
36 23 - + HPV 16 LIEBG
37 24 + i HPV 6 LIEBG
38 25 + + HPV 11 LIEBG
39 29 + + HPV 16 LIEBG
40 31 + + HPV 11 LIEBG
41 32 + + Cand HPV 85 LIEBG
42 39 + + HPV 58 LIEBG
43 41 + + HPV 61 LIEBG
44 49 - + HPV 16 LIEBG
45 4 - + HPV 16 Cervicite
46 5 - + HPV 16 Cervicite
47 8 + HPV 66 Cervicite
48 11 - + HPV 16 Cervicite
49 12 - + HPV 16 Cervicite
50 13 - + HPV 16 Cervicite
51 17 - + HPV 16 Cervicite
52 26 - + HPV 16 Cervicite
53 30 - + HPV 16 Cervicite
54 34 + + HPV 58 Cervicite
55 35 - + Indeterminado Cervicite
56 36 - + HPV 16 Cervicite
57 38 - + HPV 16 Cervicite
58 43 - + HPV 16 Cervicite
59 45 - + HPV 16 Cervicite
60 46 - + Indeterminado Cervicite
61 a7 + + Indeterminado Cervicite
62 50 - + HPV 16 Cervicite
63 51 - + HPV 16 Cervicite
64 53 + HPV 6 Cervicite
65 54 - - Na&o realizado Cervicite
66 55 - + HPV 45 Cervicite
67 58 - + Indeterminado Cervicite
68 70 + + HPV 58 Cervicite
69 71 + - HPV NT 54 Cervicite
70 72 + + HPV 18 Cervicite
71 40 + + HPV 58 Colo normal
TOTAL 71 38 68 64

Nota: LIEBG = leséo intraepitelial de baixo grau; LIEAG = les&o intraepitelial de alto
grau; NT = novo tipo; Cand = candidato.
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Nas 64 amostras com HPVs identificados, 16 tipos virais foram encontrados.
Em ordem decrescente de frequéncia, o HPV 16 foi o mais prevalente, seguido dos
HPV 58, HPV 18, HPV 33, HPV 45, HPV 35, HPV 61, HPV 6, HPV 11, HPV 39, HPV
52, HPV 53, cand HPV 85, NT HPV 82, NT HPV 54 e HPV 66, conforme

demonstrado na Figura 15.

Figura 16 — Tipos e percentagens dos HPVs das 64 amostras de cérvice uterina do
Estado de Roraima — janeiro a outubro de 2014
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Das 71 amostras do estudo, em 32 delas o exame histopatol6gico mostrou a
presenca de lesfes intraepiteliais de alto grau ou leséo invasora, sendo que em 30
foi possivel a identificacao viral (Tabela 6). Foram identificados 10 tipos de HPVs. O
tipo viral mais frequente foi o HPV 16, seguido do HPV 33, HPV 58, HPV 18, HPV
35, HPV 45, HPV 39, HPV 52, HPV 61 e HPV NT 82. Na Figura 16 estéo
demonstradas as percentagens dos tipos virais nas lesdes intraepiteliais de alto grau

(LIEAG) e nas lesfes invasoras.
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Figura 17 — Tipos e percentagens dos HPVs de 30 amostras da cérvice uterina com
exame histopatolégico compativel com leséo intraepitelial de alto grau ou carcinoma,
no Estado de Roraima — janeiro a outubro de 2014
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O tipo de maior prevaléncia (HPV16) estd em concordancia com a grande
maioria dos estudos de prevaléncia de HPV. J4 em relacdo aos demais tipos a
concordancia € parcial. Os estudos conduzidos a nivel mundial, com milhares de
mulheres com CCU, mostram que os tipos de HPVs mais prevalentes, em ordem
decrescente, sdo HPV16, 18, 45, 31 e 33 (CLIFFORD et al., 2003; MUNOZ et al.,
2003). Resultados semelhantes em relacdo ao HPV 16 foram encontrados numa
pesquisa para determinar os genétipos de HPV presentes em amostras de
adenocarcinomas provenientes de varios continentes, que mostrou a prevaléncia
dos tipos 16 (50,9%), 18 (31,6%) e 45 (11,6%) (PIROG et al., 2014). Outro estudo
internacional identificou os genoétipos de HPVs em amostras histologicas de casos
de CCU diagnosticados no periodo entre 1940 e 2007, recuperadas de 11 paises da
América Central e do Sul, Asia e Europa e identificou como sendo os mais
prevalentes os tipos 16 e 18 (ALEMANY et al., 2014).

Véarios estudos de meta-analise pesquisaram o0s tipos de HPVs mais
prevalentes na América Central e do Sul. Os resultados de Clifford et al. (2003)
mostraram como mais prevalentes nos casos de CCU os HPV 16, 18, 31, 45 e 33.
Ciapponi et al. (2011) concordou com essa prevaléncia quando reuniu 79 trabalhos,
de 18 paises da América Latina e Caribe, incluindo 2.246 casos de leséo
intraepitelial de alto grau (LIEAG) e 5.540 de CCU, porém, para LIEAG, a
prevaléncia em ordem decrescente foi HPV 16, 18, 58, 31 e 33. J4 Smith et al.
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(2007) relataram que, na América do Sul, os tipos de HPVs encontrados nos CCUs
foram 16, 18, 31, 45, 52, 33, 35, 39, 58 e 59, e nas LIEAG os tipos 16, 58, 18, 51, 6,
31,33,11,45e 35.

No Brasil, os trabalhos publicados concordam que o HPV 16 é o tipo mais
frequente nos casos de CCU e LIEAG, entretanto, mostram diferencas regionais
guanto aos demais tipos. Na Regido Centro-Oeste brasileira, Ribeiro et al. (2011)
estudaram, em Goiania, 198 amostras de LIEAG e carcinomas invasivos, onde o
HPV 16 (52%) foi o de maior prevaléncia seguido do 31, 35, 52 e 18. Em Goias,
Rabello-Santos et al. (2003) estudaram 74 amostras histol6gicas de CCU e LIEAG
e obteve o HPV 16 como o mais frequente, seguido dos tipos 33, 18 e 31. Em
pesquisa realizada em Brasilia, em 129 portadoras de lesdes intraepiteliais, os
autores identificaram o HPV 16 em 43,8%, HPV 58 em 12,5%, HPV 31 em 10%,
HPV 53 em 6,3% e HPV 18 e HPV 33 em 3,8% das pacientes (CAMARA et al.,
2003). Outro estudo que envolveu a cidade de Goiania, porém associada a
Campinas (Regido Sudeste brasileira), concordou na prevaléncia do HPV 16 (49%)
guando analisou 328 casos de lesdes intraepiteliais e carcinomas invasores. O HPV
16 foi seguido em prevaléncia pelos HPV 58, 52, 31, 35 e 33 (RESENDE et al.,
2014).

Na regido nordeste brasileira, 0 DNA do HPV 16 também € o mais detectado,
mas com diferencas na prevaléncia dos demais tipos. Bruno et al. (2014) revisaram
351 prontuarios de mulheres com genotipagem positiva para HPV no Estado da
Bahia. A proporgéo do HPV 16 aumentou com a severidade das anormalidades cito-
histopatologicas associadas: de 13,8% nas lesGes intraepiteliais de baixo grau
(LIEBG), para 42,4% nas lesdes de alto grau. Entre as mulheres com LIEAG, o HPV
16 foi o mais frequente, 42,4%, seguido do HPV 56 em 18,2%. Em mulheres com
LIEBG, o HPV 56 estava presente em 18,4%, seguido pelo HPV 16 em 13,8%.
Também em outras cidades do nordeste brasileiro, estudos mostraram a prevaléncia
dos tipos de HPV. Em Natal, Fernandes et al. (2011) analisaram 48 amostras de
mulheres com CCU. O genétipo do HPV 16 foi encontrado em 58,3% dos casos,
seguido pelo HPV 58 (12,5%) e HPV 18 (8,3%). Os HPVs 33 e 45 constituiram o
quarto genoétipo mais encontrado, com 4,2% cada. Nessa mesma cidade, estudo
anterior ja havia demonstrado que o HPV 16 e o HPV 58 eram os mais prevalentes
em mulheres com alteragfes citologicas (FERNANDES et al., 2008). No Recife,
Baldez da Silva et al. (2009) observaram que entre as mulheres com lesdes
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intraepiteliais ou invasoras, o HPV 16 foi o mais frequente, seguido do 31, 33 e 18
(sendo os dois ultimos em igual proporcdo). Resultado semelhante foi encontrado
por Mendonca et al. ( 2010) que estudaram 72 mulheres com LIEAG ou carcinoma
invasor na mesma cidade e encontrou o HPV 16 como de maior prevaléncia,
seguido do 31 e 33. Anteriormente, Silva (2006) também j& havia relatado que o
HPV 16 era o tipo mais prevalente no Recife.

Na regido sudeste do Brasil, Oliveira-Silva et al. (2011) analisaram amostras
de mulheres com citologia alterada e normal, oriundas das cidades de Duque de
Caxias e de Nova Iguacu, ambas do Estado do Rio de Janeiro. Dentre as mulheres
que possuiam citologia alterada prevaleceu o HPV tipo 16, seguido dos 45, 58 e 66.
Na regido Sul, o estudo de Krambeck et al. ( 2008), na cidade de Blumenau - SC,
relatou 67% de positividade para o HPV 16 nas amostras com LIEAG. No Norte do
Brasil, Castro et al. (2011), na cidade de Manaus, analisaram amostras com citologia
alterada e normal. Dentre aquelas com citologia alterada, o HPV 16 foi o de maior
prevaléncia (56%), seguido dos tipos 33, 58 e 68.

Diante do panorama de prevaléncias exposto, seja ele mundial, continental ou
das regibes brasileiras, percebe-se concordancia dos estudos na prevaléncia do
HPV 16 como o tipo mais prevalente. As diferengcas ocorrem em relacdo a
prevaléncia dos demais tipos. O presente estudo concorda parcialmente com a
maioria das pesquisas quando sdo considerados os 5 tipos mais prevalentes de
HPV.

4.3 HPVs IDENTIFICADOS EM RORAIMA X VACINA ANTI-HPV

Os HPVs identificados foram analisados em relagdo ao grupo de alto risco
oncogénico e aos tipos de HPVs incluidos na vacina tetravalente contra o HPV

disponivel no Brasil, conforme os quadros 2 e 3.
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Quadro 2 — Classificacdo dos tipos de HPVs das 64 amostras da cérvice uterina em
relacdo ao grupo de alto risco oncogénico e aos tipos imunizaveis pela vacina anti-
HPV tetravalente — Roraima — janeiro a outubro de 2014

Grupo/Tipo

Alto risco oncogénico (16, 18, 26, 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 53, 56, 58, 59, 66, 67,68, 69, 70, 82, 85)

Sim 57 (89)
Nao 7(11)
HPV 16

Sim 33 (51,6)
N&o 31 (48,4)
HPV 18

Sim 34,7)
Nao 61 (95,3)
HPV 6/11

Sim 4 (6,3)
N&o 60 (93,7)

Quadro 3 — Classificacdo dos tipos de HPVs das 30 amostras da cérvice uterina,
compativeis lesdo intraepitelial de alto grau ou carcinoma, em relagdo ao grupo de
alto risco oncogénico e aos tipos imunizaveis pela vacina anti-HPV tetravalente —
Roraima — janeiro a outubro de 2014

Grupo/Tipo

Alto risco oncogénico (16, 18, 26, 30, 31, 33, 35, 39, 45, 51,

52, 53, 56, 58, 59, 66, 67,68, 69, 70, 82, 85)

Sim 29 (96,7)
Nao 1(3,3)
HPV 16

Sim 14 (46,7)
N&o 16 (53,3)
HPV 18

Sim 2(6,7)
Né&o 28 (93,3)
HPV 6/11

Sim 0 (0)
Né&o 30 (100)

Pode-se observar no Quadro 2 que, considerando todas as infecgbes
cervicais por HPV que apresentavam exame citologico/colposcopico alterado, 89%
dos virus pertencem ao grupo de alto risco oncogénico, 51,6% sao HPV 16, 4,7%
HPV 18 e 6,3% HPV 6/11. Nesse grupo, a vacina tetravalente contra o HPV seria
capaz de imunizar 62,6% das infeccbes. Levando-se em consideracdo apenas 0S
tipos 16 e 18 de HPV (tipos de alto risco oncogénico), esse percentual seria de
56,3%.
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Quando se analisa apenas o grupo da amostra composto por LIEAG e
carcinomas invasores (Quadro 3), o percentual de HPV que pertence ao grupo de
alto risco oncogénico € de 96,7%. Teoricamente, a vacina imunizaria 53,4% dos
casos desse grupo.

O Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimou, para o ano de 2014, 50 casos
novos de CCU para o Estado de Roraima — 0 cancer mais incidente (sem considerar
0s casos de cancer de pele ndo-melanoma) na populacdo feminina desse Estado
(BRASIL, 2014). Na categoria de CCU, estdo incluidas as lesbes invasivas
(carcinomas) e as lesfes intraepiteliais de alto grau. Esse estudo alcangou 32 casos
e identificou 30, ou seja, 60% dos casos estimados. Embora Roteli-Martins et al
(2012) demonstraram imunizacao parcial contra os HPVs 31 e 45 quando estudaram
um grupo de mulheres ap6s 8,4 anos da primeira dose da vacina bivalente contra o
HPV, os resultados desse estudo permitem observar que a vacina contra o HPV,
disponivel no Brasil e fornecida pelo Ministério da Saude, € capaz de proteger
menos de 60% das infeccBes pelo HPV implicadas no desenvolvimento de CCU no
Estado de Roraima, uma vez que o impacto da vacinag¢ao na perspectiva do controle
do CCU depende da proporcao de casos atribuidos aos HPV 16/18 e da cobertura
alcancavel.

Atualmente, a industria farmacéutica Merck est4 desenvolvendo uma vacina
experimental contra o HPV, que pretende conferir prote¢cdo para mais 5 tipos virais
(31, 33, 45, 52, 58), ou seja, a vacina imunizara contra 9 tipos. Para o Brasil, isso
aumentara a protecdo contra o CCU, que atualmente esta estimada em 69,7%, para
88,5% (SERRANO et al., 2014). Ao analisar a amostra desse estudo, percebe-se
gue essa nova vacina podera evitar cerca de 83,3% dos casos de CCU nas

mulheres de Roraima.

4.4 HPV 16 E HPV 18 X DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

A seguir, serd demonstrada uma analise da possivel correlacdo dos fatores
sociodemogréficos e comportamentais com a presenca dos tipos de HPVs de alto
risco oncogénico contemplados pela vacina anti-HPV (HPV 16 e HPV 18). O Quadro
4 mostra a analise univariada das 36 amostras que foram positivas para os HPVs

16 ou 18 considerando as proporg¢des para cada 100.000 mulheres. Para os calculos
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de proporcao foram utilizados os dados do IBGE relativos ao censo demografico de
2010 (IBGE, 2012). Para as variaveis foram contadas as mulheres de 15 anos ou
mais (exceto para estado civil que foram contadas mulheres de 10 anos ou mais).
Definiu-se como indigena a mulher que mora em terras indigenas e se declarou
indigena ou que mora fora das terras indigenas e se declarou indigena. Em relagéo
a procedéncia, definiu-se como procedentes do interior todas as mulheres que
residem no interior do Estado, sejam urbanas ou rurais. JA 0 Quadro 5 mostra a
analise univariada das variaveis de prevaléncia considerando as 64 amostras que

tiveram o tipo viral identificado e a positividade para o HPV 16/18.

Quadro 4 - Analise univariada da associacdo entre variaveis sociodemograficas e
comportamentais e HPV 16 e 18 - Roraima - janeiro a outubro de 2014

\EREVES HPV 16/18 ClI (IC 95%) p OR (IC 95%)
(n=36)* valor

Idade 0,13 0,68 (0,35- 1,32)
15 a 39 anos 15 31/100.000
> 40 anos 21 21/100.000

Indigena 0,23 0,6 (0,21- 1,69)
Sim 4 36/100.000
Nao 32 21,6/100.000

Estado civil 0,07 0,51 (0,36 - 1,01)
Em uni&o conjugal 23 27,7/100.000
Outro 13 14,3/100.000

Instrugéo 0,18 0,46 (0,24 - 0,89)
Até 1° grau 21 39,7/100.000
> 1° grau 15 18,3/100.000

Procedéncia 0,32 0,65 (0,33 - 1,25)
Interior 15 32/100.000
Capital 21 20,7/100.000

Renda familiar 0,01 0,3 (0,14 - 0,63)
< 1 salario minimo 27 49,5/100.000
> 1 salario minimo 9 14,7/100.000

Tabagismo 0,02 0,34 (0,17 - 0,71)
Atual/Prévio 10 57,6/100.000
Nunca 26 19,9/100.000

Nota: Cl = coeficiente de incidéncia por 100.000 mulheres. IC = intervalo de
confianca; OR = Odds Ratio; * = Numero de casos de janeiro a outubro de 2014.
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Quadro 5 - Andlise univariada da associacdo entre variaveis comportamentais das
64 mulheres com HPVs identificados e a positividade para HPV 16 ou 18 — Roraima,
janeiro a outubro de 2014

Variaveis Mulheres HPV 16/18 p valor OR (IC 95%)

HPV
identificados
(n=64)

Uso de anticoncepcional nos 0,08 0,48 (0,17- 1,3)
Gltimos 10 anos
Sim 30 14 (46,7%)
Nao 34 22 (64,7%)
Idade na sexarca 0,15 0,58 (0,21 -1,58)
<15 anos 34 17 (50%)
> 15 anos 30 19 (63,3%)
Parceiros sexuais durante a vida 0,36 0,82 (0,30- 2,30)
<4 36 21 (58,3%)
25 28 15 (53,6%)
Idade na 12 gestagéo 0,3 0,8 (0,28- 2,02)
<17 anos 34 18 (52,9%)
218 anos 30 18 (60%)
Conhecimento prévio do
envolvimento do HPV no CCU 0,03
Sim 47 30 (63,8%) 3,2 (1,02 - 10,31)
Nao 17 6 (35,3%)

Nota: IC = intervalo de confianca; OR = Odds Ratio.

No presente estudo, considerando-se os dados de incidéncia, a analise
revelou que ndo houve associagao estatisticamente significativa entre a infeccao
pelos HPV 16/18 e as variaveis estudadas como idade, ser indigena, estado civil,
grau de instrucdo e local de residéncia. Ja a associacdo com as variaveis renda
familiar (OR=0,3; IC 95%: 0,14 — 0,63) e tabagismo (OR=0,34; IC 95%: 0,17 — 0,71)
foi estatisticamente significativa (Quadro 4).

Os dados de prevaléncia (Quadro 5) mostram que ndo houve associacao
estatisticamente significativa entre a infeccdo pelos HPV 16/18 com o uso de
anticoncepcionais nos ultimos 10 anos, a idade na sexarca, 0 numero de parceiros
sexuais durante a vida e a idade na 12 gestacdo. Apenas a variavel sobre o
conhecimento prévio do envolvimento do HPV no CCU mostrou-se
significativamente associada (OR= 3,2; IC 95%: 1,02 — 10,31).

Outros estudos também ndo encontraram associagdo entre infeccdo pelo
HPV e idade na sexarca, escolaridade e uso de anticoncepcionais (RAMA et al.,
2008; SRIVASTAVA et al., 2014). Entretanto, alguns estudos mostraram associacao
entre infeccdo por HPV e idade na sexarca, idade na 12 gestacdo e uso de
anticoncepcionais (HERRERO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al.,
2006). SRIVASTAVA et al. (2014) percebeu associacéo de infeccdo de HPV 16 com
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mulheres pertencentes as classes sociais menos privilegiadas. Similarmente, esse
estudo também detectou associacdo dos HPVs 16/18 com mulheres com renda
familiar de até 1 salario minimo.

Em revisdo de literatura, WINKESLTEIN (1990) analisou 33 estudos e
concluiu que a maioria confirmava a associacéo positiva entre fumo e CCU. E, como
nesse estudo, o tabagismo associado com infeccdo por HPV também foi relatado
por HERRERO et al. (2001).

A associacao significativa entre a infeccdo pelos HPVs 16/18 e o
conhecimento do envolvimento do HPV no CCU, observado nesse estudo, talvez
possa ser explicado devido a pesquisa ter acontecido concomitante com a ampla
divulgacdo da campanha de vacinac¢do contra o HPV, que aconteceu no primeiro
semestre de 2014, a qual enfatizou a necessidade de protecdo para o virus HPV
afim de evitar o CCU.

Alguns estudos demonstram que ser casada ou viver com parceiro Unico
como um fator protetor para a infeccdo pelo HPV quando comparada a solteiras,
vilvas e separadas/divorciadas (BURK et al., 1996; GIULIANO et al., 2001;
HERRERO et al., 2005; RAMA et al., 2008; SANJOSE et al., 2003). No entanto,
esse estudo ndo observou esse fato. E possivel que as mudangas no
comportamento sexual verificadas nas Uultimas décadas tenham provocado
diferentes exposi¢cdes ao HPV tanto na populacdo masculina quanto na feminina e,
esse estudo, por ser transversal, ndo diferencia infec¢cdo incidente de infeccéo
persistente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo corroboram outros estudos no Brasil que
observam uma variabilidade da distribuicdo dos diversos genétipos de HPV, além de
preencher uma lacuna no conhecimento dos tipos de HPVs circulantes no Estado de
Roraima.

O perfil sécio-demografico e comportamental das mulheres que procuraram
0S servicos especializados de patologia cervical ou de oncologia, oferecidos pelo
SUS em Roraima, mostrou média de idade de 37 anos, a maioria era ndo-indigena,
casada, com instrucdo até o 1° grau, renda familiar até 1 salario minimo e
procedéncia da capital. Em relacdo aos dados comportamentais, a maioria das
mulheres nao possuia historico de tabagismo, ndo tinha feito uso de
anticoncepcionais hormonais nos ultimos 10 anos, com idade média na sexarca de
16 anos, teve 5 ou mais parceiros sexuais durante a vida e idade média na primeira
gestacdo de 17 anos.

Os resultados desse estudo mostram que em Roraima, um Estado de alta
incidéncia de CCU, os principais tipos de HPVs circulantes nas pacientes com
anormalidades citolégicas/colposcopicas sao: HPV 16 (51,6%), HPV 58 (10,9%),
HPV 18 (4,7%), HPV 33 (4,7%), HPV 45 (4,7%), HPV 35 (3,1%), HPV 61 (3,1%),
HPV 6 (3,1%), HPV 11 (3,1%), HPV 39 (1,6%), HPV 52 (1,6%), HPV 53 (1,6%), cand
HPV 85 (1,6%), NT HPV 82 (1,6%), NT HPV 54 (1,6%) e HPV 66 (1,6%).

Ja os tipos de HPVs circulantes em lesdes intraepiteliais de alto grau e em
carcinomas da cérvice uterina sao: HPV 16 (46,7%), seguido do HPV 33 (10%), HPV
58 (10%), HPV 18 (6,7%), HPV 35 (6,7%), HPV 45 (6,7%), HPV 39 (3,3%), HPV 52
(3,3%), HPV 61(3,3%) e HPV NT 82 (3,3%).

Varidveis demogréficas e comportamentais foram, estatisticamente,
correlacionadas com os HPVs 16 e 18. Das variaveis analisadas por incidéncia, a
renda familiar (OR= 0,3; IC 95%: 0,14 — 0,63) e o tabagismo (OR= 0,34; IC 95%:
0,17 — 0,71) mostraram associacdo significativa. Ja das variaveis analisadas por
prevaléncia, apenas a variavel sobre o conhecimento prévio do envolvimento do
HPV no CCU (OR= 3,2; IC 95%: 1,02 — 10,31) mostrou-se como um fator positivo
para a infeccéo pelos HPVs 16 e 18.
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Embora este estudo tenha alcancado apenas 60% dos casos de CCU
estimados para Roraima no ano de 2014, ao se considerar a prevaléncia dos
genotipos de HPVs determinados nessa pesquisa, percebe-se que a atual
imunizacao vacinal no Estado protegera, do desenvolvimento dessa doenca, menos
de 60% das adolescentes vacinadas. Dessa forma, para a prevencao do CCU, o
programa de triagem citoldégica (exame de Papanicolaou) continuard sendo de
grande valia. Novos estudos permitirdo definir, de forma mais precisa, 0s genotipos
de HPVs mais frequentes em Roraima, que sera relevante no planejamento das

politicas publicas relacionadas a prevencgéo e ao controle do CCU.
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Numero do Parecer: 467.430
Data da Relatoria: 22/11/2013

Apresentacao do Projeto:

A pesquisa propde identificar os principais tipos de HPV presentes nas lesdes de alto grau e carcinomas da
cérvice uterina, além de tracar o perfil epidemiocldgico das pacientes acometidas por tais patologias no
Estado. Serdo colhidas 70 amostras cervicais em pacientes atendidas no Hospital Geral de Roraima e no
Hospital Materno-infantil

Nossa Senhora de Nazareth com diagndsticos estabelecidos pela citologia e/ou histopatologia. A colheita
acontecera no periodo de outubro de 2013 a novembro de 2014, de adesé&o livre e voluntaria, mediante
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pela participante do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar o perfil genotipico e epidemiologico da infeccdo pelo Papilomavirus (HPV) em lesGes intra-
epiteliais de alto grau e carcinomas da cérvice uterina no Estado de Roraima.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Para a paciente: o material bioldgico para o estudo sera colhido durante a execucédo do exame clinico pelo
meédico responsavel pelo tratamento da paciente (a coleta vai acontecer imediatamente antes da
colposcopia no caso de lesdo de alto grau; e imediatamente antes da cirurgia nos carcinomas). O manuseio
da escova podera causar um leve desconforto, passageiro, que cessa em
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alguns segundos. Para a equipe de pesquisa: a parte laboratorial da pesquisa sera realizada no laboratdrio
de nivel de Biosseguranca 3. A equipe profissional possui treinamento especifico no manejo de agentes
patogénicos, potencialmente infecciosos, e & supervisionada por profissional altamente capacitado e que
possuem experiéncia com estes agentes.

Quanto aos beneficios, havera beneficio direto para a paciente, pois ela sera conhecedora do(s) tipo(s) viral
que causou a infecgdo. Para a saude publica, o beneficio

consiste em auxiliar na elaboracio de politicas publicas voltadas para imuniza¢do adequada, uma vez que a
vacina para o Papilomavirus humano(HPV) & tipo-dependente € ndo ha nenhum estudo em Roraima sobre
os tipos circulantes de HPV.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Serédo colhidas 70 amostras cervicais em pacientes atendidas no Hospital Geral de Roraima e no Hospital
Materno-infantil Nossa Senhora de Nazareth com diagndsticos estabelecidos pela citologia e/ou
histopatologia. A colheita acontecera no periodo de outubro de 2013 a novembro de 2014, de adeséao livre e
voluntaria, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pela participante do
estudo.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os documentos apresentados estdo de acordo com as exigéncias necessarias para o desenvolvimento da
pesquisa.

Recomendacoes:

Recomenda-se aprovacéo pelo Colegiado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
O orcamento de R$ 7.000,00 &€ compativel com o desenvolvimento da pesquisa. O tamanho da amostra de
70 sujeitos esta de acordo com a metodologia de estudo aplicada.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracodes Finais a critério do CEP:
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ANEXO 2

~ UNIVERSIDADE FEDERAL DE RORAIMA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a senhora para participar da Pesquisa Caracterizagéo
genotipica do Papilomavirus humano em infeccdes cervicais no Estado de
Roraima, sob a responsabilidade da pesquisadora Elaine Giacobbo, a qual pretende
investigar a presenca de Papilomavirus humano (HPV) em mulheres que possuem
leséo pré-cancerosa ou cancerosa no colo do utero. O HPV é a principal causa para
o desenvolvimento do cancer do colo do Utero. Existem varios tipos de HPV.

Sua participacdo é voluntaria e se dara por meio da colheita de células do
colo do utero. Essas células serdo colhidas pelo seu médico durante o exame clinico
do seu colo do utero, ou seja, no mesmo momento que sera feito o procedimento de
retirada da parte do colo do Utero que esta afetada.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa consistem num leve e
passageiro desconforto que passard em alguns segundos. Se Vvocé aceitar
participar, tera como beneficio direto o conhecimento do tipo de HPV que esta
afetando o seu colo do utero. Também estara contribuindo para melhor
conhecimento dessa doenca que afeta muitas mulheres aqui no Estado de Roraima,
gue assim, no futuro podera ser evitada com o uso de vacina. O resultado do exame
sera entregue ao seu médico.

Se depois de consentir em sua participacdo a senhora desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer
fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo

e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. A senhora nao tera nenhuma despesa e
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também ndo recebera nenhuma remuneracdo. Os resultados da pesquisa seréo
analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada
em sigilo. Para qualquer outra informacgéo, a senhora podera entrar em contato com
a pesquisadora no endereco : Laboratério de Biologia Molecular situado na
Avenida Capitdo Ene Garcez, n°® 2413. Campus Paricarana — UFRR Bairro:
Aeroporto. CEP: 69304-000 Boa Vista / RR. Também pode entrar em contato com a
pesquisadora pelo telefone (95) 9111 6842.

Consentimento Pos-Informacéao

Eu,

informada sobre o que a pesquisadora quer fazer e porque precisa da minha

, fui

colaboracéo, e entendi a explicagéo. Por isso, eu concordo em participar do projeto,
sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento
€ emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pela pesquisadora,

ficando uma via com cada um de nés.

Data: / /

Assinatura do participante
Impresséo do dedo polegar

Caso ndo saiba assinar

Elaine Giacobbo — Pesquisadora Responsavel
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Caracterizagdo genotipica do Papilomavirus humano em infec¢gBes cervicais no Estado de Roraima

QUESTIONARIO

1.

Data da entrevista

2. Nome

3. Resultado da citologia/histologia:

4. Qual a data do
seu nascimento?

5. Qual
idade?

a sua | 6. Qual o seu enderego?

7. Qual seu estado civil?

() Solteira

() Casada

() Amigada
() Divorciada
() Viava

8. Qual a suaraga/cor | 9. Qual a sua escolaridade?
() Analfabeto
() Branca () Primeiro grau incompleto
() Preta () Primeiro grau completo
() Oriental () Segundo grau incompleto
() Parda () Segundo grau completo
() Indigena () Curso profissionalizante apds o segundo grau
() Outros () Universidade

10. Qual sua profissao?

11. Qual a sua renda familiar?
() 1 salario minimo
() 2-3 salarios minimos
(') 3-4 salarios minimos
(') 5-6 salarios minimos

() acima de 6 salarios minimos

12. Qual das seguintes situacdes

melhor descreve o seu habito de

fumar?

() Eu nunca fumei

() Eu fumei no passado, mas

nao fumo atualmente

() Eu geralmente fumo menos

de uma carteira por dia

() Eu geralmente fumo em torno

de uma carteira ou mais por dia

13. Idade da 12 gestacéo:

14.Vocé esta gravida no momento?
() Sim
() Nao

15. Vocé utilizou anticoncepcional oral ou injetavel nos ultimos 10 anos?
()sim

() ndo

16. Idade da 12 relagdo sexual:

17. Qual o nimero de parceiros sexuais que vocé ja teve na vida?
() um
() dois
()trés
() quatro

() cinco ou mais

18. Vocé ja teve alguma doenca

sexualmente transmissivel?

() Sim
() Ndo

19. Vocé ja tinha ouvido falar de HPV antes de ser convidada para esse estudo?
() Sim
() Nao
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20. Vocé sabia das causas do
cancer de colo do Utero?

() Sim

() Néo

21. Vocé ja tinha feito 0 exame preventivo ou exame de Papanicolaou?
() Sim. Ha quanto tempo?
() Nao

22. Em quais cidades vocé ja morou?




