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FATORES ASSOCIADOS AO VIRUS HPV E LESOES CERVICAIS EM MULHERES
QUILOMBOLAS

FACTORS ASSOCIATED WITH HPV VIRUS AND CERVICAL LESIONS IN QUILOMBOLA WOMEN

José Eduardo Batista', Silvio Gomes Monteiro’, Omar Khayyam Duarte do Nascimento Moraes’, José Eduardo Batista Filho', Walder Jansen de Mello Lobao’,
Gerusinete Bastos Santos’, Breno Facundes Bonfim’

Resumo

Introducao: O Papilomavirus Humano é reconhecido como o principal agente causador do cancer do colo do Utero. A identifica-
¢do de HPV de alto risco pode auxiliar na prevencao de lesdes do colo uterino. Objetivo: Identificar os tipos de HPV oncogénicos
da regido do Quilombo de Jucatuba, no municipio de Sao José de Ribamar (MA), e avaliar os fatores de risco associado a infeccao
do HPV com anormalidades citolégicas. Métodos: Estudo transversalcom 150 mulheres quilombolas residentes no municipio de
Sao José de Ribamar (MA), para rastreamento do cancer do colo uterino. A coleta foi realizada no periodo de marco a julho de
2012.Foram coletadas amostras da cérvice uterina por meio do exame citopatolégico. A tipagem molecular de HPV foi realizada
por meio da Reacdo em Cadeia da Polimerase e para a genotipagem do HPV-DNA foi utilizado ensaio de hibridizacao reversa em
pontos. Resultados: Das 150 amostras, 16 (10,6%) foram positivas para HPV, sendo identificados os tipos 33,1539, 52, 54, 56,
58,59,62,66,68,70,72,73 e 84, além de infeccdes multiplas. A maior prevaléncia foi para o HPV 58 (25%), considerado de alto
risco. O HPV foi identificado em 5,5% (2/36) dos esfregacos inflamatérios de mulheres com 30 anos de idade ou menos
(p<0,0001). Aiinfeccdo por HPV, segundo variaveis demograficas comportamentais e reprodutivas, ndo apresentou variavel esta-
tisticamente significante. Conclusao: A presencade HPV e o cancer de colo uterino destacam a importancia de acdes especificas
para a prevencao na transmissao desse virus e rastreamento nos Quilombos maranhenses. Enfatiza-se a necessidade de progra-
mas de controle e prevencdo nessa populacao contribuindo paraadetec¢do e tratamento precoces do cancer colo do Utero.

Palavras-chave: Papilomavirus humano. Citologia. Quilombolas.

Abstract

Introduction: The Human Papillomavirus (HPV) infection is known as the main cause of cervical cancer. The identification of
individuals at high risk to be infected by HPV may help prevent cervical lesions. Objective: To identify the types of oncogenic HPV
types in individuals from the region of Quilombo Jucatuba, in the city of Sdo José de Ribamar, Maranhdo, Brazil and evaluate the
demographic risk associated with HPV infection as well as cytologic abnormality. Methods: Cross-sectional study with 150
women for cervical cancer screening in the city of Sdo José de Ribamar, Maranhdo, Brazil. Samples of the uterine cervix of
Quilombola women were collected for the Pap smear test from March to July 2012. Molecular typing of HPV was done by polymer-
ase chain reaction. Genotyping of HPV was performed by the reverse dot blot hybridization. Results: Of the 150 samples tested,
sixteen (10.6%) were positive for HPV. We identified the types 33,1539, 52, 54, 56, 58, 59, 62, 66, 68, 70, 72, 73 and 84. Multiple
infections were also found. The highest prevalence was for the HPV type 58 (25%) that is considered a high-risk HPV type. HPV was
identified in 5.5% (2/36) of inflammatory smears of women who were 30 years or younger (p<0.0001). Regarding HPV infection
according to behavioral and reproductive demographic variables, there was no statistically significant variable. Conclusion:
The presence of HPV and cervical cancer highlights the importance of specific actions that aim at preventing the transmission of
this virus and the screening of this infection in Quilombos from Maranhdo, Brazil. We also highlight the necessity of control and
prevention programs against HPV in order to contribute for early detection and treatment of cervical cancer in this population.

Keywords: Papillomavirus. Cytology. Quilombolas.

Introducao

Estudos epidemiolégicos e moleculares tém mos-
trado a intima relacdo entre o Papilomavirus Humano
(HPV) e o surgimento de cancer cervical, bem como suas
lesdes precursoras, inferindo que a presenca do virus
seja um agente causal para esta malignidade'?. O DNA
do HPV tem sido detectado em até 99,7% dos canceres
cervicais em todo o mundo’. Os HPVs envolvidos em
infeccoes da regido anogenital podem ser classificados
de acordo com a sua capacidade de gerar neoplasias
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malignas, em HPVs de baixo risco oncogénico, de alto
risco oncogénico e gendtipos de provavel alto risco’.
Mais de 200 tipos de HPV foram caracterizados
baseados na similaridade das sequéncias genéticas vira-
is. Desses, cerca de 40 infectam a regido anogenital’. Os
HPVs genitais podem infectar o epitélio escamoso e as
membranas mucosas da cérvice, da vagina. Sao comuns
em mulheres jovens, mas com frequéncia resolvem-se
espontaneamente. Em média, as infeccdes ocorrem de
12 a 15 anos entre a infeccao por HPV de alto risco onco-
génico e o desenvolvimento do cancer cervical, o que
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reforca o padrdao multiestagial da carcinogénese cervical
induzida pelo HPV*. Os genétipos de HPV 6 e 11, princi-
palmente, induzem a condilomas exofiticos que afetam
a pele anogenital e a parte inferior da vagina, sendo
detectados nas lesdes intraepiteliais de baixo grau e sdo
ditos de baixo risco. Os genétipos 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45,51,52,56, 58,59, 66 e 68 sdo considerados de alto
risco e estdo diretamente relacionados ao desenvolvi-
mento do cancer cervical e suas lesdes precursoras’.

Além destes, mais de 20 gen6tipos de HPV estdo
associados ao cancer cervical, um estudo multicéntri-
co, confirma a predominancia do HPV 16 mais frequen-
temente encontrado em carcinomas cervicais e em
Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NIC)*”. O genétipo
18 parece predominar em adenocarcinomas e carcino-
mas adenoescamosos, 0s quais sdo responsaveis por
aproximadamente 5%dos canceres cervicais’®.

As lesbes oriundas de infeccao pelo HPV provo-
cam, geralmente, alteracdes morfoldgicas caracteristi-
cas, detectaveis em citologia de raspados cérvico-
vaginais e bidpsias. Com isso, é de suma importancia a
realizacdo dos exames rotineiros de deteccao precoce
de cancer, através de esfregagos corados pelo método
de Papanicolaou’. O exame citopatoldgico consiste na
coleta, fixacdo em lamina de vidro, coloracao e posterior
analise de células epiteliais esfoliadas do colo do utero
utilizando um microscépio dptico’. Quando se detecta
alteracdes citolégicas relacionadas ao HPV, estas sao
interpretadas e as mulheres submetidas a condutas
clinicas adequadas, levando em consideracdo o grau das
anormalidades citoldgicas observadas no esfregaco'.

O sistema de Bethesda é um sistema de termino-
logia utilizado para repor os resultados do exame cito-
logico de forma a fornecer orientacdes claras para o
manejo clinico e diminuir a confusao entre laboratérios
e médicos gerada pela utilizacao de multiplos sistemas
de classificacdo. Segundo o sistema de Bethesda, revi-
sadoem 2001, os achados citolégicos podem ser inter-
pretados de acordo com o grau e a natureza das altera-
cdes morfoldgicas observadas no esfregaco'.

O HPV 16 apresenta maior poder de persisténcia
e capacidade Unica de evadir o sistema imune, o que
resulta em maior persisténcia das infeccoes do que por
outros tipos de HPV''. Quando persiste por dois anos o
HPV 16 possui maior capacidade de causar NIC e cancer
do que qualquer outro tipo potencialmente oncogéni-
co. Além disso, ha indicacdes de que a idade e o tipo
relacionado sdo fatores de risco para o desenvolvimen-
todeNIC 2 ou lesdo mais severa''.

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para
os anos de 2012 uma incidéncia de cancer de colo uterino
no Brasil de 17.540. No estado do Maranhao, segundo
estimativa do INCA, foram registrados 750 novos casos de
cancer de colo do utero (taxa de 22,79). Na capital, Sao
Luis (MA), foram detectados 190 novos casos, com uma
taxa bruta de 36,20 para cada 100.000 mulheres'”. Neste
contexto, este estudo teve como objetivo detectar os tipos
de HPV oncogénicos do Quilombo de Jucatuba, Sao José
de Ribamar (MA), e avaliar os fatores de riscos associados
ainfeccdo do HPV e anormalidades citoldgicas associadas.

Métodos

Estudo transversal com 150 mulheres que pro-

curaram as Unidades Basicas de Saude do Quilombo de
Jucatuba, Sdo José de Ribamar (MA), no periodo de
Marco a Julho de 2012 para realizacdo do exame pre-
ventivo do cancer de colo uterino. O calculo do tama-
nho amostral das mulheres quilombolas foi feito utili-
zando-se o programa estatistico PASS 11" e os seguin-
tes parametros: Prevaléncia de 10% de DSTs em popu-
lacbées quilombolas em Turiacu (MA)', nivel de signifi-
cancia (x) de 5%, erro toleravel de 7%, poder de teste de

80%, sendo aamostrade 150 mulheres.

Como critérios de inclusdo, foram admitidas as
mulheres que ja tiveram ou tinham atividade sexual e
procuraram espontaneamente pelo exame de Preven-
cao do Cancer de Colo Uterino (PCCU); como critério de
exclusdo exigiu-se ndo estar em periodo gestacional,
nao ser histerectomizada, nem ter sido submetida a
outra cirurgia em colo uterino e ser portadora de défi-
cit mental que prejudicasse o entendimento e as res-
postas para o preenchimento do formulario especifico.

A extracdo do DNA foi realizada por meio de um
kit comercial de purificacdo cujo método se baseia na
ligacdo seletiva do DNA a uma membrana de silica na
presenca de sais caotropicos (Purelink™, Invitrogen®).
ApOs ressuspensao por agitagdo em Vortex, foi transfe-
rido um volume de 200 pL do Meio Universal de Coleta
(UCM) contendo o material coletado para um tubo tipo
Eppendorfao qual foram adicionados 20 pL de proteina-
seKe 20 pL de RNAse. A mistura resultante foi incubada
por dois minutos a temperatura ambiente. Apds esse
periodo, foi adicionado ao material 200 pL do tampao
de Lise/Ligacdo e a mistura incubada por 30 minutos a
55°C. Terminadaaetapade lise, foram adicionados 200
pL de etanol a 96%, seguido por agitacdo em Vortex de
modo a se obter uma solucao homogénea. O material
lisado foi aplicado a coluna e o procedimento de purifi-
cacao foi realizado de acordo com as instrucdes de uso
do kitcomercial em trés etapas: ligacao do DNA a coluna
de silica, lavagem para retirada de material nao ligado e
recuperacao (eluicao) do DNA ligado a coluna. O DNA
extraido foiarmazenado em freezera-20 °C.

O DNA foi amplificado utilizando PGMY09/11
HPV primers especificos que amplificam o fragmento de
450-pb da regido de consenso para L1 do HPV genital. A
genotipagem do HPV-DNA foi realizada utilizando um
ensaio de hibridizacdo reversa em pontos, que envolveu
a hibridacdo de um fragmento amplificado por PCR de
450-pb gerado pela PGMY definido como uma tira de
nylon contendo sondas imobilizadas para diferentes
tipos de HPV de alto e baixo risco oncogénicos”. A faixa
continha dois niveis de sondas de globina R-controle, 18
sondas de HPV de alto risco (HR-HPV 16, 18, 26, 31, 33,
35, 39,45,51,52,55,56,58,59,68,73,82E83) enove
sondas de HPV de baixo risco (LR-HPV 6, 11, 40, 42, 53,
54,57, 66 e 84). Os reagentes de PCR, as tiras de sondas
e reagentes de desenvolvimento foram gentilmente
fornecidas pela Roche Molecular Systems, INC” (Pleasan-
ton, CA, EUA). O volume de 100 pl da mistura de amplifi-
cacao continha 4 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 7.5u de
Amplitag DNA Polimerase Gold (Perkin-Elmer, Foster
City, CA), 200 um de cada um de dATP, dCTP, dGTP, 600
uM de dUTP, 100 pmol de cada iniciador biotinilado pis-
cina PGMY09/PGMY11 e 2,5 pmol de cada um dos 5
'Biotinilada-globina R primers, e PCO, Gh20.

O perfil de amplificacdo que se segue foi usado:
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a ativacdo de Amplitaq Gold durante 9 minutos a 95°C,
a desnaturacdo durante 1 minuto a 95 °C, recozimento
durante 1 minuto a 55°C, extensdo a 72 'C durante 1
minuto, para um total de 40 ciclos, seguidos de um
passo de extensdo de 5 minutos do terminal a 72 °C.
Amplicons foram desnaturados em NaOH 0,4 N e 40 pl
de produto de desnaturado foram feitos reagir em 3 ml
de tampao de hibridacdo com uma inversao de linha-
blot contendo os gendtipos de HPV e R-globina em 2
concentracdes de sondas imobilizadas em tiras de
nylon. Hibridacao positiva foi detectada por estreptavi-
dina-peroxidase de precipitacdo cor mediada na mem-
brana na linha de sonda. Em amostras consideradas
HPV negativo as duas linhas de globina (cépias alto e
baixo) aparecem em niveis comparaveis aos controles
positivos, ou foram repetidos até que os critérios de
positividade globina foi alcancado.

A citologia cervical foi realizada pelo método
convencional. O esfregaco citologico foi constituido de
duas amostras, raspado ectocervical e endocervical,
coletado com espatula de Ayre e escova endocervical. O
material foi imediatamente fixado ap6s a coleta com
polietilenoglicol e corado pelo método de Papanicolaou.

O kit utilizado para identificacdo por hibridiza-
¢do reversa foi Linear Array HPV Genotyping Test (Ro-
che Molecular Systemas) inclui apenas 37 sondas para
diferentes tipos de HPV de alto e baixo risco oncogéni-
cos o que pode ter limitado a identificacdo de outros
tipos de HPV'®.

Para investigar fatores associados a infeccdo
por HPV realizou-se analise univariada, o teste de qui-
quadrado de Pearson, e alguns casos foi feito a corre-
cdo de Yates, o nivel de significancia foi de 5%.

Para analise multivariada utilizou-se a regressao
logistica. Considerou-se como variavel a infeccao por
HPV e as variaveis estatisticamente significantes no
teste qui-quadrado como variaveis explicativas. O
método backwars foi realizado para selecao das varia-
veis. Foram calculados os respectivos intervalos de
confianca de 95%.

Este estudo é parte integrante da pesquisa “Alte-
racbes morfoldgicas, tipos de HPV e carga viral em
mulheres quilombolas” aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitario - CEP/HUUFMA
como Parecer N°233/2011.

Resultados

Foram incluidas 150 amostras da cérvix de
mulheres para citologia oncotica e deteccdo de HPV. A
prevaléncia da infeccdo genital por HPV em todas as
150 amostras foi de 10,6%. Ao estratificar a prevalén-
cia de HPV nos diferentes grupos etarios, observou-se
positividade em: 10,2% (abaixo de 30 anos), 8,6% (31-
45 anos), 12,3% (acima de 45 anos). Nas demais varia-
veis demograficas como escolaridade, as mulheres
apresentaram maior niumero (96) com ensino funda-
mental e (9) 9,3% com virus HPV. Em relacdo ao numero
de parceiros houve maior prevaléncia nas mulheres

que tiveram 1 a2 (111), 8 (7,2%) estavam contamina-
das pelo virus HPV. Observou-se que na associacdo
demografica comportamental e reprodutiva com o
virus HPV ndo houve associacdo estatisticamente signi-
ficante para nenhuma das variaveis. Os resultados
citologicos revelaram-se 138 (92%) inflamatério, e 12
(8%) com alteracdes citologicas (Tabela 1).

Tabela 1 - Variaveis demograficas, comportamentais e reprodutivas
de mulheres Quilombolas portadoras de HPV. Sao José de Ribamar
-MA.2012.

Variavel HPV+N/N  HPV+(%) P
Idade (anos)

<30 4/39 10,2 0,8988
31-45 4/46 08,6

> 45 8/65 12,3
Escolaridade

Analfabeto 2/12 16,0 0,7825
Fundamental 9/96 09,3

Médio 4/37 10,8

Superior 1/5 20,0

N2 de parceiros

1a2 8/111 07,2 0,0206
Mais de 2 8/39 20,5

Inicio da Atividade Sexual

<16 8/62 12,9 0,4564
>16 8/88 09,0

Uso de contraceptivo

Nao 11/1083 10,6 0,9939
Sim 5/47 10,6

Papanicolau

Sim 14/130 10,7 0,7784
Nao 2/20 10,0

Tabela 2 - Distribui¢éo da infeccao pelo HPV de acordo com a faixa
etariaem mulheres Quilombolas. Sao José de Ribamar - MA.2012.

Deteccao do HPV

Faixa etaria Negativo Positivo Total
n % n % (%)
<30 anos
Inflamatdrio 34 0944 02 05,5 099,9 <0,0001
ASC-US 01 100,0 - - 100,0
LSIL - - - - -
ASC-H - - - - -
HSIL - - 02 100,0 100,0
31-45 anos
Inflamatério 38 0926 03 07,3 099,9 0,3216
ASC-US 01 100,0 - - 100,0
LSIL 01 100,0 - - 100,0
ASC-H 01 050,0 01 50,0 100,0
HSIL 01 100,0 - - 100,0
>45 anos
Inflamatdrio 54 0885 07 11,4 099,9 0,2285
ASC-US 02 100,0 - - 100,0
LSIL - - - - -
ASC-H - - - - -
HSIL 01 050,0 01 50,0 100,0
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O grupo de mulheres acima de 45 anos apresen-
tou maior associacdo das lesdes cervicais, total de 8
com o virus HPV, sendo 7 inflamatoriae 1 com lesdo de
alto grau HSIL. A faixa etariade 31 a 45 anos apresen-
tou 4 lesdes ndo associadas ao HPV, duas de baixo grau,
ASC-US e LSIL e duas de alto grau ASC-H e HSIL, e um
lesdo dealto grau ASC-H associadaao HPV. As mulheres
com menos de 30 anos apresentaram 4 com o virus
HPV, sendo 2 inflamatorio e 2 com lesdes de alto grau
dotipo HSIL, notando-se que estaassociacao foi estatis-
ticamente significante para a faixa etaria(Tabela2).

Todas as 150 amostras de colo de utero foram
analisadas utilizando-se o ensaio Linear Array HPV por
Hibridizacdo reversa em pontos. Dentre as amostras de
mulheres positivas para o HPV, n = 16 amostras (10,6%),
foram encontrados 14 tipos de HPV, sendo o mais preva-
lente o HPV 58 (25%), seguido pelos tipos 52 (18,7%), tipo
73 (12,5%), os demais tipos 84, 72, 70, 68, 66, 62, 59, 56,
54,1539 e 33 todos com (6,25%) cada (Figura 1).

Distribuigdo dos tipos de virus

HPV-24
HPV-T3
HPV-T2
HPV-TD
HPV-62
HPV-GE
HPV-EZ |

HPV-55

Figura 1 - Distribuicdo da infeccao por diferentes tipos de HPV, em
mulheres Quilombolas. Sdo José de Ribamar - MA.2012.

Discussao

A prevaléncia genital por HPV neste estudo foi
de 10,6%, para ambos os tipos virais. Estes achados
estdo de acordo com a literatura que relata prevaléncia
de 10% a 20% de HPV em populacdes urbanas'’. Resul-
tado semelhante foi identificado em estudo realizado
no municipio de Campinas (SP), por Captura Hibrida,
sendo que a prevaléncia de HPV em mulheres com
citologia normal foi de 14,3%"".

Dentre os tipos de HPV encontrados neste estu-
do verificou-se maior prevalénciado virus tipo 58 (25%),
considerado de alto risco oncogénico. Estudos realiza-
dos naAsia e na Américado Sul demonstraram que este
tipo de HPV é o terceiro mais prevalente, ficando atras
apenas dos tipos 16 e 18'°, entre as mulheres africanas,
osegundo genétipode alto risco mais comuns foram os
HPV 58 (9,4%), HPV 33 (6,3%) e HPV 56 (6,3%)°.

Os tipos de HPV de alto risco oncogénicos dife-
rem muito entre si em relacdo ao potencial carcinogé-
nico individual. Além disso, a prevaléncia desses tipos

variade acordo com a regido geografica analisada®.

Estudos anteriores tém demonstrado que o HPV
52 foi o tipo mais prevalente no Leste da Asia e um dos
mais comumente encontrado nas populacdes em Hong
Kong e Shenzhen City’**. No presente estudo o HPV 52
foi segundo mais prevalente.

A prevaléncia da infeccao genital por HPV apre-
senta grande variacdo conforme a regidao geografica
estudada. Isto se deve a varios fatores que incluem: o
desenho do estudo, a sensibilidade do teste emprega-
do para deteccao viral, os tipos virais pesquisados e os
padrbes sexuais socialmente aceitos. Além disso,
deve-se considerar a efetividade dos programas de
rastreamento do cancer cervical no diagnoéstico e trata-
mento das mulheres com lesées induzidas®. O presen-
te estudo, por ser transversal, ndo permitiu diferenciar
infeccdo incidente da infeccdo persistente por HPV.
Entre as participantes com mais de 45 anos, 8 apresen-
taram HPV positivo.

Estudos realizados na América Latina detecta-
ram associacdo entre risco de cancer cervical e os
seguintes habitos sexuais como: nimero de parceiros
einicio da atividade sexual®. No presente estudo sobre
fatores comportamentais, 16 mulheres com mais de
dois parceiros iniciaram as atividades sexuais com
menos de 16 anos. No entanto, essas duas variaveis
nado apresentaram associacao estatisticamente signifi-
cante com ainfeccdo por HPV.

As alteracdes citologicas detectadas nos esfre-
gacos cervicais foram semelhantes as frequéncias
aproximadas de 1% a 5%, encontradas por Nobre e
Lopes Neto®, no Amazonas e outras que variaram de
2% a 9%relatadas em mulheres atendidas pelarede SUS
rede publica no municipio de Patos de Minas (MG)* e
municipio de Sdo Luis (MA)?.

Os casos de alteracdes citopaticas relacionados
ao Papilomavirus Humano estavam associados ao pro-
cessoinflamatério e lesdes de alto grau.

Em relacdo a distribuicdo da infeccao por HPV
nos resultados citolégicos observou-se estatistica-
mente significante (p < 0,0001) nas mulheres com
menos de 30 anos.

Para adquirir o virus do Papilomavirus humano é
necessario que a mulher esteja predisposta a fatores
de risco, como inicio precoce da atividade sexual,
nimero de parceiros sexuais e promiscuidade do par-
ceiro sexual. Também sdo considerados fatores de
risco o niumero de partos, o uso de contraceptivo oral,
tabagismo, imunossupressdao ou imunodeficiéncia,
Doencas Sexualmente Transmissiveis e outros.

Os resultados mostraram que o HPV 58 foi o tipo
mais prevalente seguido pelos tipos 52 e 73. A popula-
cdo estudada com fatores de risco para o HPV, foi cons-
tituida por mulheres que iniciaram a atividade sexual
com menos de 16 anos de idade e tiveram mais de dois
parceiros, ndo faziam uso de contraceptivos e ja reali-
zaram exame de Papanicolaou. Mulheres com menos
de 30 anos com diagnostico de HSIL, associada ao HPV,
apresentaram estatisticamente mais risco para desen-
volver lesdes cervicais de alto grau. Nao houve associa-
cdo estatisticamente significante na associacdo do HPV
e lesdes cervicais nas demais faixas etarias 30 a 45
anos e acimade 45 anos.
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