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RESUMO

Modelo do estudo: transversal. Objetivo do estudo: estimar a frequéncia e a distribuicdo dos tipos de
Papilomavirus humano (HPV) em mulheres jovens sexualmente ativas. Metodologia: foram coletadas
amostras do canal vaginal e endocérvice de 158 mulheres, com idade entre 18 e 35 anos, por meio da
técnica de autocoleta. O DNA-HPV foi extraido e amplificado pela técnica de PCR end point utilizando os
primers consensus PGMY09/11. A genotipagem foi executada pela técnica de PCR tipo especifico (TS-
PCR) e por andlise dos fragmentos obtidos com o uso de enzimas de restricao (RFLP). Resultados:
DNA-HPV foi detectado em 23% das amostras, 92% foram gendtipos de alto risco oncogénico (HR),
sendo prevalente o HPV45, seguido do HPV16 e 31. Infeccdes por multiplos tipos de HPV foram detec-
tadas em 35% das amostras, demonstrando infeccao por mais de dois tipos em 22,2% das genotipadas.
Maior frequéncia do DNA-HPV foi observada entre mulheres com idade < 25 anos. Conclusao: Este
estudo demostrou alta frequéncia da infeccdo pelo HPV em mulheres jovens sexualmente ativas, assim
como uma alta prevaléncia de infecgdo multipla com tipos de alto risco oncogénico.

Palavras-chave: Papillomavirus Humano. HPV. Reagdo em Cadeia da Polimerase. PCR. Polimorfismo
de Fragmento de Restricao. RFLP.
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ABSTRACT

Study design: cross. Study objective: estimate the frequency and distribution types of human
papillomavirus (HPV) in sexually active young women. Methods: samples of vaginal and endocervical
canal of 158 women, aged between 18 and 35 years were collected through self-collection technique. The
HPV DNA was extracted and amplified by PCR end point using the consensus primers PGMY09/11 and
genotyping was performed by PCR specific type (TS-PCR) and by analysis of the fragments obtained
from the use of restriction enzymes (RFLP). Results: HPV DNA was detected in 23% of participants, 92%
were high-risk HPV genotypes (HR), being the prevalent HPV45, followed by HPV16 and 31 infections
with multiple HPV types were detected in 35% of samples, indicating infection by more than two types in
22.2% of the genotyped. Higher frequency of HPV DNA was detected in women < 25 old. Conclusion:
this demonstrated a high frequency of HPV infection in sexually active young women, as well as a high
prevalence of infection with multiple types of high oncogenic risk.

Keywords: Papillomaviridae. Polymerase Chain Reaction. Polymorphism, Restriction Fragment Length .

Introdugao

O Papilomavirus humano (HPV) € a causa da
infec¢do sexualmente transmissivel mais comum na
atualidade, podendo ser considerada como principal
fator de risco para o desenvolvimento de lesdes
intraepiteliais de alto grau e carcinoma cervical inva-
sivo.!?

Os mecanismos que determinam a regressao,
persisténcia, bem como as lesdes precursoras do can-
cer de colo uterino sdo principalmente influénciados
por aspectos relacionados a prépria infeccdo, tais
como o tipo viral, carga viral, infec¢@o dnica e multi-
pla, bem como fatores relacionados a imunidade do
hospedeiro, comportamento sexual, uso de contracep-
tivos, paridade, sexarca, dlcool e tabaco.?

Mais de 200 tipos de HPV j4 foram identi-
ficados filogeneticamente e dentre estes, cerca
de 40 tipos possuem a habilidade de infectar a
mucosa genital, sendo classificados em baixo ris-
co (Low risk — LR), destacando-se HPV6 e 11; e
alto risco oncogénico (High risk —HR), por exem-
plo HPV16, 18, 31, 45.43

A infecgdo persistente por HR-HPV constitui o
principal fator de risco para o desenvolvimento de
neoplasia cervical®, onde cerca de 20-50% das mu-
lheres infectadas sdo portadoras de multiplos tipos de
HR-HPV.

Considerando o importante papel da infec¢io
pelo HPV no desenvolvimento do cancer do colo
uterino, este estudo objetivou estimar a frequéncia da
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infeccdo por HPV e identificar os tipos virais mais
prevalentes em amostras autocoletadas de mulheres
jovens sexualmente ativas.

Metodologia

Sujeitos do pesquisa

Este estudo transversal, ndo probabilistico por
conveniéncia, envolveu 158 estudantes universitari-
as do sexo feminino, com idades entre 18-35 anos,
sob o protocolo de aprovacdo n°2186 do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul.

As amostras vaginais e endocervicais foram
obtidas pelo método de autocoleta com o auxilio de
escova endocervical com ponta macia prépria para
esfoliacao.

Deteccao do DNA-HPV

Amostras autocoletadas foram submetidas ao
protocolo de extragdo de DNA com o kit Wizard®
Genomic Dna Purification (Promega, A1125), segui-
do de adaptagdes.

O DNA-HPYV foi detectado por PCR end point
utilizando os primers consensus PGMY09/11, que
amplificam um fragmento de 450pb da regido L1 do
genoma de HPV® e como controle endégeno da rea-
¢do foram utilizados os primers GH20/PC04 que am-
plificam uma regido de 286pb do gene da [-globina
humana.’
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Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5%, contracorados
com brometo de etidio e fotodocumentados em
transiluminador com luz ultravioleta (UV).

PCR tipo especifica (TS-PCR) e analise
dos fragmentos obtidos por enzimas
de restricao (RFLP)

As amostras positivas para DNA-HPV foram
genotipadas por TS-PCR para os tipos HPV6, 11 (LR-
HPV) e HPV16, 18, 31, 33, 45 (HR-HPV)!? ¢ os pro-
dutos visualizados em gel de agarose a 2,5% com
marcador de 100pb incluso.

As amostras positivas para DNA-HPV que fo-
ram indeterminadas por TS-PCR foram submetidas a
andlise do polimorfismo de fragmentos obtidos com
uso de enzimas de restricdo (RFLP), com o uso das
enzimas Pstl, Haelll, Ddel, Rsal segundo algoritmo
de identificagdo.!!
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Analise estatistica

Anélise estatistica foi realizada utilizando o
pacote estatistico SPSS versdo 10.0 (Statistical
Package for the Social Sciences). Um valor de p< 0,05
foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Das amostras analisadas 12% foram excluidas
pois ndo apresentaram amplificacdo para o gene da
B-globina, desta forma o estudo foi composto por 139
participantes.

O DNA-HPYV foi detectado em 23% das amos-
tras, genotipos de alto risco oncogénico foram identi-
ficados em 92%, infec¢do simples em 65% e infec-
¢do multipla em 35% das amostras analisadas. Todas
estas varidveis foram expressivas em pacientes de
idade < 25 anos como se observa na figura 1.

B <25 anos
> 25 anos
42,3%(11)
23%(6) 23%(6)
11,5%(3)
MNultipla Simples

Tipo de infeccio

Figura 1: Frequéncia dos genétipos de baixo e alto risco oncogénico e infecgdo multipla ou simples entre mulheres HPV positivas jovens

sexualmente ativas, segundo a faixa etaria.
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A infeccdo por mais de dois tipos virais foi
observada em 22,2% ndo associadas aos tipos LR-
HPV. A Tabela 1 demonstra a distribui¢do de infec-
¢oes de HPV segundo seu grau de oncogenicidade e
o tipo de infeccdo.

O gendtipo mais frequente entre as amostras
foi o HPV45, sendo frequente em 21,9%, seguido do
HPV16 em 15,6% e HPV31 em 15,6% das analisa-
das. A Figura 2 demonstra a frequéncia dos genoti-
pos de HPV e a tabela 2 as caracteristicas de risco da
populacio analisada segundo a presenca da infec-
¢do viral.
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Discussao

A frequéncia da infec¢do pelo HPV demons-
tra-se varidvel em algus estudos globais'? e essa vari-
acdo pode ser atribuida as diferengas epidemioldgi-
cas da populacdo analisada, metodologia empregada
para coleta e extragdo do DNA-HPV'3, no trabalho
proposto a frequéncia encontrada da infeccdo pelo
HPYV foi de 23%.

Estudo conduzido entre mulheres gregas envol-
vendo adolescentes, encontrou taxa semelhante de
22,7%.'* Frequéncias inferiores foram relatadas por

Tabela 1: Distribuigcdo das infecgdes por HPV segundo grau de oncogenicidade e o tipo de infeccéo.

Infeccao muiltipla

Presenca Auséncia Total
Risco oncogénico N¢ % N¢ % N¢ % P
HR 5 27.7 13 72.3 18 72.0
HR/LR 3 100.0 0 0 3 12.0 0.01
LR 0 0 4 100.0 4 16.0
Total 8 32.0 17 68.0 25* 100.0
2 Teste de y2 de Pearson; HR: Alto risco; LR: Baixo risco.
25
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Figura 2: Frequéncia dos genétipos HPV encontrados em mulheres jovens sexualmente ativas.

576



Medicina (Ribeirao Preto) 2015;48(6):573-9
http://www.revistas.usp.br/rmrp / http://revista.fmrp.usp.br

Almeida APM, Machado AP, Aimeida GD, Avilla LS, Prata TTM, Almeida LZ, et al.

Infec¢ao por multiplos tipos de HPV em mulheres jovens.

Tabela 2: Caracteristicas de risco associadas a infeccao por HPV em mulheres jovens sexualmente ativas.

Infeccéo por HPV

Negativa Positiva Total
Variaveis N. % N. % N. % p?
Idade 0.315
18-25 63 74.2 22 25.8 85 61.2
26-35 10 18.5 44 81.5 54 38.8
Sexarca 0.343
< 18 anos 27 25.8 78 74.2 105 78.4
> 18 anos 5 17.3 24 82.7 29 21.6
Parceiros nos ultimos 2 anos 0.311
<2 28 22.8 95 77.2 123 91.8
>2 4 36.4 7 63.6 11 8.2
Uso de preservativo 0.678
Sim 24 82.8 5 17.2 29 241
Nao 66 72.5 25 27.5 91 75.9
Uso do alcool 0.691
Sim 51 85.0 9 15.0 60 43.2
Nao 69 87.3 10 12.7 79 56.8
Uso do tabaco 0.573
Sim 6 85.7 1 14.3 7 5.0
Néo 101 76.5 31 23.5 132 95.0
Exame citologico 0.239
Sim 90 79.0 24 21.0 114 82.0
Nao 17 68.0 8 32.0 25 18.0

2 Teste de 2 de Pearson.

outros trabalhos, compreendendo 19% e 16%.!316:17
Proposta envolvendo estudantes universitarias em
Honduras encontrou 45% da infecc¢do!®, ja no Brasil
as frequéncias quanto a populacio feminina em geral
oscilam entre 21 a 48%.!-%

Os genétipos HR-HPV foram detectados em
92% das amostras positivas para DNA-HPV, e dentre
estes, 62% pertenciam a mulheres de idade <25 anos.
Estudo realizado nos EUA relatou uma alta frequén-
cia de HR-HPV entre mulheres com idade de 20-29
anos?!, consistente com outro que encontrou 85% de
positividade para HPV composto por genétipos de alto

risco oncogénico em mulheres jovens.?? Esta preva-
léncia € atribuida & maior exposi¢do aos fatores de
risco que estd faixa estd estd sujeita e que favorecem
a aquisi¢do viral 232425

A infeccdo por miltiplos tipos de HPV foi de-
tectada em 35% das amostras positivas, com associa-
¢do significativa entre a deteccdo de gendtipos HR-
HPV (p < 0,05). Estudo encontrou 33% de infec¢do
multipla em mulheres na regido de Honduras.? A lite-
ratura ressalta que o risco da infec¢do persistente €
quase duas vezes maior em mulheres com infec¢do
multipla.?’-28
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O tipo viral mais frequente em nosso estudo
foi o HPV45, detectado em 21,9% das amostras, se-
guido pelo HPV16 (15,6%) e HPV31 (15,6%). Re-
sultados discordantes apontam o HPV16 como o
gendtipo mais frequente®-? e de fato diversos traba-
lhos apontam que o HPV16 e HPV 18 juntos, respon-
dem por 70% dos casos de cancer do colo de ttero,
assim como, sdo frequentemente envolvidos nos ca-
sos de infec¢do assintomdtica e cancer cervical em
todas as regides do mundo.?!-3233

A técnica de auto coleta utilizada neste estudo
demonstrou grande eficicia para deteccio do DNA-
HPYV, com pequena perda amostral. Trabalhos apon-
tam que a técnica € promissora, viavel e de facil ade-
sdo em estudos que visam elucidar a histéria natural
da infeccdo, bem como a progressdo para cancro e
carcinoma, além disso, o uso desta em programas de
rastreio para o cancer de colo Utero, pode ser mais
eficaz na redugdo da mortalidade se comparado a abor-
dagens mais invasivas, das quais a paciente necessita
do exame preventivo.3*

Em conclusdo, ressalta-se a importancia do tra-
balho no cendrio nacional da infeccao pelo HPV, con-
tribuindo para a adequacdo de politicas ptiblicas de
vacinagdo para este agente. Nossos resultados refor-
cam a utilidade da aplicacdo da vacina para os tipos
Jja cobertos pela atual formula¢do ministrada e tam-
bém a necessidade de desenvolvimento, para uso na
populacdo em geral, de novas formula¢des com mai-
or espectro de tipos virais, uma vez que dentro do
grupo analisado observou-se alta frequéncia do
HPV45, 0 qual ndo € alvo da vacina em uso, bem como
a presenca de outros HR-HPV. Ressalta-se a relevan-
cia de estudos envolvendo populagdes distintas, a fim
de identificar a frequéncia da infec¢do, bem como os
tipos presentes. Portanto, estes resultados fornecem
informacdes pertinentes para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas e profildticas para a preven-
¢do do cancer de colo uterino.
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