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RESUMO

A ocorréncia do papiloma virus humano (HPV) ¢ um problema de saide publica, pois tem sido associado ao cincer. O
objetivo da pesquisa foi identificar a ocorréncia de papilomavirus humano na cérvice uterina de mulheres da regiao ocidental
da Amazoénia Brasileira. O estudo foi realizado na capital de Rondénia, Porto Velho. Foram identificados os tipos de HPV e
resultados moleculares foram correlacionados com aqueles os testes colpocitoldgicos de amostras provenientes de 334 mulheres
que realizaram exames preventivos no Sistema Unico de Satide. Obteve-se o material genético viral do papilomavirus humano
(DNA-HPV) e o fragmento de 450 pb da regido conservada do gene L1 amplificado e submetido a andlise do polimorfismo
dos fragmentos de restrigio (RFLP). Das 334 amostras analisadas, 31% foram confirmados com a presenca de material viral
(DNA-HPV). Confirmou-se a existéncia dos tipos: HPVS-16, 18, 33, 53 ¢ 58, que identificam o grupo de alto risco oncogénico
com 72% (74/103) de ocorréncia, bem como os HPVS-11, 42 e 44 pertencentes ao grupo de baixo risco oncogénico com
28% de ocorréncia. Os perfis recorrentes durante o desenvolvimento da andlise foram do HPV-16 ¢ -18 com 17% ¢ 16%,
respectivamente. Os resultados da pesquisa indicam que mais de 80% das amostras analisadas e que continham material viral
nio apresentavam nenhuma alteragdo celular no teste citoldgico, o que reforca a necessidade de se difundir o uso das técnicas
moleculares em diagndsticos convencionais.
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Occurrence of human papillomavirus in uterine cervix of women in the
western Brazilian Amazon

ABSTRACT

The occurrence of human papillomavirus (HPV) is a public health problem, because it has been linked to cancer. The aim
of this research was to identify the occurrence of human papillomavirus in uterine cervix of women in the western Brazilian
Amazon. The study was conducted in the capital of Rondonia, Porto Velho. We identified the types of HPV, also we correlated
molecular results with those of colpocytologic tests coming from 334 women who underwent preventive examinations at the
Brazilian Unified Health System. From samples, we obtained genetic material of the human papillomavirus (HPV ADN) and
amplified the 450-bp fragment from the conserved region of the L1 gene, which was submitted to restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis. Of the 334 samples analyzed, 31% were confirmed to have the presence of viral material
(HPV ADN). We detected the existence of the following HPV types: 16, 18, 33, 53 and 58, which identifies the group of
high oncogenic risk, with 72% (74/103) of occurrence. Also we found HPV types 11, 42 and 44, which belong to the group
of low oncogenic risk, with 28% of occurrence. The recurrent profiles in the development of the analysis were HPV-16 and
-18, with 17% and 16% respectively. We found that more than 80% of the samples that contained viral material did not
show any abnormal cell in the cytology test. This finding reinforces the need to disseminate the use of molecular techniques
in conventional diagnostics.
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INTRODUCAO

O papiloma virus humano (HPV) ¢ um virus detectado
entre 10% e 20% da populagio sexualmente ativa, entre 15
e 49 anos de idade, sendo encontrado em mais de 90% dos
casos para neoplasias no epitélio uterino (INCA 2008). O
HPV ocasiona infecgbes na regido anogenital, tendo sido
relacionado a vérios tipos de cAnceres (Pereyra et al. 2000).

O avango das técnicas moleculares ao longo da dltima
década possibilitou identificar e classificar o HPV em seus
tipos, subtipos e variantes com precisio. Estas denominagdes
sio realizadas conforme a divergéncia gendmica de L1, a regido
mais conservada dos HPV (Castro et 2l. 2004).

O potencial oncogénico do HPV depende de trés fatores:
o tipo viral, a persisténcia e a integracio do DNA viral ¢ a
célula hospedeira. A andlise dos fatores possibilita que se
agrupe de acordo com a composi¢io em HPV de baixo risco
oncogénico (HPV-6, -11, -30, -42, -43 e -44...), encontrados
em lesoes intra-epiteliais de baixo grau (LSIL) e HPV; e HPV
de alto risco oncogénico (HPV-16, -18, -31, -33, -35, -39,
-45, -51, -52, -56, -58, -59 e -68...), encontrados em lesoes
intra-epiteliais de alto grau (HSIL) e em cAnceres cervicais que
se manifestam sempre como lesées monoclonais.

No Brasil, o HPV-16 ¢ o que mais prevalece em todas as
regioes, ja o HPV-18 encontra-se em segundo lugar nas regioes
Norte, Sudeste e Sul; seguido pelo HPV-31 ¢ HPV-33 nas
regioes Nordeste e Central (INCA 2008).

A reagao em cadeia da polimerase (PCR), hibridizacio in
situ e ou captura hibrida I e II, apresenta uma eficiéncia de 95%
a100% em relagio as técnicas citopatologicas, independente
da origem do material clinico analisado. Constatou-se que
a variagdo ocorre devido ao processo de coleta, conservagao
do material clinico coletado, bem como seu armazenamento
p6s-extracio do DNA viral (Bosch ez al. 2002; de Villiers ez
al. 2004), ou seja, os resultados da coleta vao variar de acordo
com as condicoes da coleta e armazenamento, incidindo
diretamente nos resultados. No municipio de Porto Velho,
Rondénia o diagnéstico do preventivo ¢é realizado por
técnicas convencionais da citologia oncética. Em fungio
do desconhecimento dos tipos e grupos oncogénicos, foi
proposto para o presente estudo o rastreamento do material
genético viral do papiloma virus humano (DNA-HPV)
por PCR, assim como o tracado do perfil eletroforético por
andlise do polimorfismo dos fragmentos de restrigio (RFLP),
com a intengao de se obter o perfil epidemiolégico dos HPV
circulantes na regido coberta pela investigacio.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado entre os meses de agosto de
2008 e agosto de 2009, tendo sido aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Niicleo de Satide —- CEP/NUSAU (FR:

Ocorréncia de papilomavirus humano na cérvice uterina
de mulheres da regiao ocidental da Amazonia Brasileira

214785; Carta 018/CEP/NUSAU) da Universidade Federal
de Rondénia/ UNIR.

O Centro de Referéncia da Satide da Mulher (CRSM) foi
o espago selecionado para composi¢ao da amostra. Localiza-se
nas dependéncias da Policlinica Rafael Vaz e Silva, no centro
da cidade de Porto Velho no bairro conhecido por Liberdade,
e atende as mulheres do bairro e adjacéncias para todas as
patologias. No caso de mulheres diagnosticadas com HPV por
meio de citologia de positividade para 0 HPV ¢ formalizado o
indicativo para as outras unidades ligadas ao Sistema Unico de
Satide/SUS do municipio, que possam dar conta de possibilitar
uma andlise mais precisa e posterior tratamento.

Todas as mulheres que procuraram o CRSM nesse
periodo aceitaram participar do estudo, perfazendo um total
de 334 amostras, sendo a totalidade pacientes do SUS na
faixa etdria entre 15/45 anos. O procedimento de coleta das
amostras provenientes da cérvice uterina foi realizado apds o
esclarecimento do objetivo, obten¢ao do consentimento livre,
bem como e explicitado e sanado todas as ddvidas referentes
daplicagao de questiondrio sécio-cultural do presente estudo.

A profissional de enfermagem em atividade no préprio
CRSM, no ato do exame citopatolégico convencional
(Papanicolaou), conforme preconizado pelo Ministério da
Satde (INCA 2008), colaborou com a coleta do material
cérvico-vaginal, o qual foi dividido em duas partes: uma para
o laboratério citopatolégico do préprio Centro de Referéncia
da Satde da Mulher e outra parte foi acondicionada em
tubos Vacuntainer, de 5 ml contendo 400 pL de tampao
TE I (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM pH 8,0 ¢ Tween
10%), as quais foram acondicionadas em freezer do Centro
Interdepartamental de Biologia Experimental e Biotecnologia-
CIBEBI, que fica localizado no Campus da Universidade
Federal de Rondénia - UNIR (CIBEBI/UNIR), que apresenta
as condicoes ideais para realizacdo das técnicas moleculares
(PCR-RFLP). A investigagio envolveu as seguintes etapas:

Extracio DNA/HPV: O material genético viral do
Papilomavirus humano (DNA/HPV) foi obtido colocando as
amostras que estavam armazenadas em 400 pL de TE I, em
banho-maria (incubagio) por 2 horas a 65 °C. Apés, decorrida
esta etapa, o material foi resfriado a 37 °C, adicionado 5 pL
de tampao TPK (tampio proteolitico proteinase K 10 mg
mL") e incubado por 3 horas ou overnight.

Apés a incubagio foram retiradas as escovinhas com cerdas
e acrescentados 500 pL de cloroférmio, e centrifugado por 3
minutos a 13000 g.

O sobrenadante foi transferido para um tubo de 1,5 ml
e adicionado 500 pL de etanol, deixando por 5 minutos.
Ap6s este procedimento foi homogeneizado levemente e
centrifugado por mais 5 minutos a 12000 g. Descartou-se
o sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em tampao
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TE II (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM; pH 8,0), para

armazenamento no freezer.

A amplificacao da regido L1 do DNA/HPV foi
realizada por técnica da reagdo em cadeia da polimerase
PCR na mix de reacio com volume final de 25 pL,
composto de dgua Milli-Q autoclavada; 10 pmol pL* de
cada primer: (5-CgTCCMAARggAWACTgATC-3’) e
(5’-gCMCAgggWCATAAYAATgg-3’); 200 uM de cada
dNTPs; 200 mM de Tampao Buffer 10x (50 mM de KCl e
10mM de Tris-HCI (pH 8,5)); 1,5 mM de MgCl, (50 mM);
1,5 unidade de Tag DNA polimerase, todos os reagentes da
Invitrogen, Sao Paulo e 3 pL de DNA por reagio.

O programa utilizado no termociclador Mastercycler
Gradiente (Eppendorf, Alemanha) foi de 94°C por 3 minutos
(Pré-aquecimento), seguido por 32 ciclos de 94 °C por 1
minuto (desnaturacio), 56 °C por 1 minuto (pareamento)
e 72 °C por 1 minuto (elongacio). Acrescentou-se mais 1
minuto a 72 °C (finalizagao) e foi mantida a temperatura a
4° C (Hold), conforme (Bernard ez al. 1994). A visualizagio
do produto da PCR correspondente ao fragmento de 450pb
foi realizado em gel de agarose a 1,5% corado com brometo
de etidio 1 pg mL™, Figura 1.

A caracterizagio dos tipos de HPV foi realizada por RFLDR
com as enzimas de restricdo, Bam HI, Ddel, Hae III, Hinf
1, Pst I, Rsa I e Sau 3AI (Prodimol Biotecnologia S/A, Belo
Horizonte), que reconhecem e clivam o sitios polimérficos
existentes na regido L1 para obter o perfil eletroforético
(Kaneshima ez /. 2001). A visualizagio do produto da digestao
enzimdtica foi realizado em gel de agarose a 3% corado com
brometo de etidio 1 ug mL", como observado na Figura 2.

A andlise citoldgica foi realizada e fornecida pelo
laboratério do Centro de Referéncia da Satde da Mulher,
descrita segundo a classificacio do Sistema de Bethesda 2001

100pb

Figura 1 - Amplificagdo do material genético viral correspondente a regiao
conservada do gene L1 do Papilomavirus Humanos (HPV). M: marcador de
100pb; Cont.+: controle positivo da presenca do DNA-HPV; Linhas 1 e 3
confirmagdo da auséncia do material genético viral; Linhas 2, 4 e 5 confirmagao
do material genético viral do HPV; Cont.- : controle de contaminagéo da reagéo.

Ocorréncia de papilomavirus humano na cérvice uterina
de mulheres da regido ocidental da Amazonia Brasileira
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Figura 2 - Perfil eletroforético do HPV-16 por RFLP. Linhas M: marcador de
100pb; neg.: controle negativo de contaminacao.

(Solomon et al. 2002). A andlise das varidveis foi realizada
pelo teste qui-quadrado de Pearson convencional. O nivel de
significincia alfa pré-fixado foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do papilomavirus humano foi observada
em 31% (103/334) das amostras analisadas (Tabela 1). De
acordo com Bosch ez /. (2002), em estudo de caso controle
com amostras provenientes da cérvice uterina é observado a
presenca de HPV na faixa ¢ 90% a 100%, com o auxilio de
técnicas moleculares. No Brasil, estudos similares observaram a
presenca do HPV entre 73,9% a 95% das amostras (Noronha
et al. 1999; Cavalcanti ez /. 2000; Oliveira et al. 2003).

Tabela 1 - Comparacao dos resultados colpocitoldgicos com os resultados
moleculares quanto a presenca ou auséncia do DNA-HPV.

DNA-HPV
Citologia N
(auséncia) (presenca)
Alterada 16 0 16 (5%)
Normal 318 231 (69%) 87 (26%)
Total 334 231 103 (31%)

As variagoes encontradas nos trabalhos citados e a
porcentagem de HPV observada no presente estudo, deve-se a
dois fatores: os trabalhos citados correlacionam os resultados
do uso de diferentes técnicas moleculares na metodologia
como, por exemplo, PCR, RFLP, hibridizacio in situ e ou
captura hibrida I e II. Estas ferramentas apresentam diferencas
quanto aos reagentes utilizados devido as suas especificidades
e sensibilidades em relagdo ao material pesquisado. Em
segundo lugar ¢ preciso considerar que o presente estudo
realizou coleta de forma aleatéria. Todas as 334 mulheres
abordadas aceitaram participar, porém nao havia o prévio
conhecimento de anormalidades na cérvice uterina, mostrando
uma visio epidemioldgica. As citacdes utilizaram amostras
de caso controle para verificar a eficiéncia do método
molecular empregado, o que explica a baixa percentagem de
HPV observado no presente estudo em relacio aos estudos
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objeto das citagdes. Entretanto, os fatores considerados nao
influenciam na eficiéncia em relagio ao diagnéstico molecular.

Nos resultados citol6gicos trabalhos como os de Franco ez
al. (2003) e Roberts et 2. (2006) relatam uma taxa de falso-
negativo em torno de 5% a 70%, bem como a existéncia
de discordincia entre diferentes citologistas em torno de
10% a 80%. Ao correlacionar os dois métodos (citoldgico e
molecular), quanto 4 presenga ou auséncia do Papilomavirus
humano (Tabela 1), o presente estudo obteve uma similaridade
absoluta em 5% (16/334) das amostras que apresentavam
alteragdes celulares com indicativo para HPV. Jd em 95% das
amostras que nao apresentaram qualquer tipo de alteracio
celular (318/334) o resultado molecular revelou a presenca

do HPV em 26% (87/318).

Ao realizar a tipagem das amostras com a presenca do
HPV sem alteracées celulares (Tabela 1) observamos o
perfil eletroforético de oito gendtipos distintos sendo 72%
(74/103) dos tipos de HPV pertencentes ao grupo de alto
risco oncogénico: HPV-16 (17%), HPV-18 (16%), HPV-
56 (14%), HPV-33 (14%), HPV-53 (10%) e apenas 28%
(29/103) pertencentes ao grupo de baixo risco oncogénico
(Tabela 2): HPV-11 (9%), HPV-42 (13%), HPV-44 (7%).
Os estudos realizados por Andersson ez al. (2005), Pitta ez
al. (2009) e Wyant (2008) relatam que o HPV-16 ¢ HPV-
18 sdo os mais prevalentes com 76% dos casos observados
e podem ser encontrados associados ou nao a outros tipos.
Nesta investigagio em nenhuma das amostras foi observado
mais de um tipo de HPV.

Ao correlacionar os resultados citopatolégicos e moleculares
de acordo com a classificagio do Sistema Bethesda e a tipagem

Tabela 2 - Distribuicao dos resultados moleculares e citologicos entre 0s
tipos oncogénicos de HPVs e as alteragoes celulares segundo o Sistema
Bethesda: ASC-US: Alteracées celulares escamosas atipicas de significado
indeterminado; LSIL: les6es intra-epiteliais escamosas de baixo grau; HLSIL:
lesoes intra-epiteliais escamosas de alto grau; NIML: Negativo para lesoes
epiteliais e malignidade.

Tipos % Citologia

Oncogénicos ASC-US  LSIL  HLSIL  NIML

Alto Risco HPV16 17 01 02 15
HPV18 16 01 02 02 12
HPV33 14 - - - 14
HPV53 10 - - - 10
HPV56 14 - - - 15

Baixo Risco HPV 11 9 - - - 09
HPV42 13 - 01 - 12
HPV 44 7 - 07 - -

Similaridade 100% 27,35%

Ocorréncia de papilomavirus humano na cérvice uterina
de mulheres da regiao ocidental da Amazonia Brasileira

dos HPVs de acordo com o potencial oncogénico (Tabela 2),
observa-se 27,3% de mulheres assintomdticas com a presenca
dos tipos de HPVs pertencentes ao grupo de alto potencial
oncogénico. O INCA (2008) preconiza que o preventivo anual
¢ uma das indicagoes do Ministério da Satde para prevencao
do cincer uterino.

No entanto, o exame colpocitolégico tem o cardter
morfol6gico: a grande vantagem das técnicas moleculares
¢ diagnosticar as pacientes assintomdticas, assim esta
investigacio e seus resultados revelam que hd uma necessidade
da realizacio do preventivo mais frequente. Com isso ¢é possivel
inferir que o risco da paciente desenvolver lesdes mais graves
€ sua progressao ao cincer seria menor e, por conseguinte a
frequéncia de cAncer de colo de ttero na populagio também
diminuiria. Desta forma o método molecular além de detectar
a presenca ¢ capaz de diagnosticar a relevincia do agente
oncogénico antes de provocar as alteracoes celulares.

E importante citar a pesquisa desenvolvida por Callahan
et al. (1993) a qual revela que os HPV-56 ¢ HPV-53 muitas
vezes ndo apresentam uma expressividade epidemioldgica,
mas prevalecem em sua especificidade em determinados
grupos de risco.

A prevaléncia do HPV-53 em estudos epidemiolégicos no
mundo apresentam variacio de 0,5% a 25% (Stevens ez al.
2007). No Brasil observaram a prevaléncia deste gen6tipo com
variacio de 3,0% a 24,4% (INCA 2008). No Distrito Federal a
prevaléncia foi de 6,0% em mulheres HIV-1 soronegativas e de
6,2% em mulheres HIV-1 soropositivas (Camara ez /. 2003).

Stevens et al. (2007) em estudo epidemiolégico no mundo
observou a prevaléncia de 0,1% a 18% do HPV-56. No Brasil
a prevaléncia varia de 1% a 11% (INCA 2008). Rosa (2009)
em estudo realizado no Distrito Federal observou o HPV-56
com prevaléncia de 6,2% em mulheres HIV-1 soropositivas
e, de acordo com os resultados obtidos, nio h4 dados sobre a
prevaléncia do HPV-56 em mulheres soronegativas.

No presente estudo 11% das mulheres pertencem ao grupo
HIV-1, soropositivas; e 89% (296/334) ao grupo HIV-1,
soronegativas. O HPV-53 foi observado em 5% (10/103)
em ambos os grupos, j4 o HPV-56 foi observado somente em
mulheres HIV-1 soropositivas com 14% (15/103). Somente
2% das mulheres HIV-1 soropositivas foram diagnosticadas
por PCR livres da presenca do DNA/HPV. Até o presente
momento nio hd na literatura trabalhos que relatem o
genétipo HPV-56 fora do grupo soropositivo. Sendo assim,
¢ possivel inferir que este genétipo de alguma forma depende
do virus HIV para se estabelecer.
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CONCLUSAO

A investigagio por método molecular (PCR) revela a
presenga do DNA-HPV em 31% (103/334) das amostras,
com eficiéncia em diagnosticar a presenca do HPV antes de sua
manifesta¢io nas amostras provenientes da cérvice uterina de
27,35% (87/318). Desta forma observamos que mais de 80%
das amostras analisadas e que continham material viral nao
apresentavam nenhuma alteragio celular no teste citoldgico,
o que reforca a necessidade de se difundir o uso das técnicas
moleculares em diagndsticos convencionais.

A técnica de RFLP revelou no presente estudo o perfil
eletroforético de oito tipos distintos sendo: cerca de 70%
(74/103) pertencentes ao grupo de alto risco oncogénico e
apenas 28% pertencentes ao grupo de baixo risco oncogénico,
todos j4 descritos na literatura e circulantes em todo o
territrio brasileiro. Com os resultados do presente estudo,
tém-se informagoes regionais que contribuiro para ampliagio
do debate e parte da trajetéria para futuras investigagoes.
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