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RESUMO

Associado a infeccdo pelo Papilomavirus Humano (Human Papillomavirus —
HPV -) o céancer cervical invasivo é a segunda neoplasia maligna mais comum em
mulheres brasileiras. O conhecimento sobre os genotipos do HPV é fundamental para
orientar a intervencdo e avaliar o impacto de novas estratégias de prevencao contra esta
enfermidade. O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de HPV, identificar
0S genotipos e avaliar as alteragdes citoldgicas em mulheres atendidas na rede publica
de saude de Dourados/MS. Entre outubro de 2014 e maio de 2015, 458 mulheres de 18
a 65 anos, que aceitaram participar do estudo, responderam a um questionario para
obtencdo de informacdes sdcio-demogréaficas e clinicas. As amostras bioldgicas foram
obtidas no momento do exame colpocitologico anual. Foram coletadas duas amostras,
uma para a realizacdo do esfregaco celular em lamina de vidro, para o exame citoldgico,
e outra para a deteccdo viral pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
seguida de genotipagem pela metodologia de Polimorfismo dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP) e confirmada por sequenciamento pelo método de Sanger. A
prevaléncia do HPV foi de 5,9 % (N = 27) e a genotipagem realizada identificou 11
tipos virais, sendo os mais comuns os HPV 51, 53, 58 e 83. H&a uma forte relagdo entre
ser HPV positivo e possuir mais de um parceiro sexual. Alteracbes citoldgicas foram
encontradas em 4.8 % (N = 22) das pacientes - consumir alcool e possuir o virus do
HPV foram considerados fatores de risco para estas alteracdes. Nesta pesquisa nao
foram encontrados nenhum dos subtipos virais do HPV presentes na vacina
disponibilizada nas redes publicas de salde. Estudos sobre a prevaléncia genotipica do
HPV em uma cidade ou regido sdo importantes para determinar futuramente o impacto

da vacina para o sistema unico de salde.

Palavras chave: HPV, Saude da mulher, Genotipagem.
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ABSTRACT

Associated with the infection by the Human Papillomavirus, the invasive
Cervical Cancer is the second most common malignant tumoraffecting Brazilian
women. The knowledge about the genotypes of the Human papillomavirus (Human
papillomavirus - HPV) is fundamental to conduct intervention and to evaluate the
impact of the new strategies of prevention against this illness. The purpose of this study
was to determine the prevalence of HPV, identify the genotypes and to evaluate
cytological change in women attending the public health system of Dourados, MS.
Between October,2014 and May,2015, 458 women aged 18 to 65 years, that accept to
participate of the study, answered a questionnaire for the obtainment of
sociodemographic and clinical information. The biological samples were obtained in the
moment of Papanicolaou test — two sample were collected, one for the realization of cell
smear in glass lamina, for the cytological test, and another one for viral detection by the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, followed by genotyping by the
methodology of the Restriction Fragment Length Polymorphism technique (RFLP) and
confirmed by sequencing by the Sanger method. HPV prevalence was 5,9 % (N=27),
the genotyping performed identified 11 types of virus, the most common being the HPV
51, 53, 58 and 83. There is a strong relationship between being HPV positive and not
having stable sexual partner. Cytological alteration was found in 4,8 % of the patients,
the consumption of alcohol and having the HPV virus was considered risk factors for
these alterations. It was not found in this research any HPV virus subtypes of which the
vaccines available in the public health system offers protection. The effectiveness of
the vaccines against HPV for the reduction of the incidence of Cervical Cancer (CC)
depends of many factors, studies about infection and genotypic diversity of HPV in a
city or region are important for the establishment of effective preventive strategies

against cervical cancer in terms of diagnostic procedures and prophylactic actions.

Keywords: HPV, Women Health, Genotyping
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1. INTRODUCAO

A infeccdo em mulheres pelo Papilomavirus Humano (Human Papillomavirus —
HPV -), doenca sexualmente transmissivel (DST), ganhou importancia a partir de sua
associacdo com o cancer cervico-uterino (1). Comum em todas as racas e grupos socio-
econdmicos, a infeccdo pelo HPV apresenta prevaléncia significativa entre pessoas
sexualmente ativas, especialmente nos paises em desenvolvimento, onde a taxa de

infeccdo assintomatica varia de 2% a 44%, dependendo da populacéo e regido estudada
().

A infeccdo por HPV esta ligada a 99% dos canceres cervicais, 10 a 20% das
mulheres com HPV cervical detectado por PCR apresentam alteracdes citoldgicas no
exame de Papanicolaou (3; 4). Isso pode ser explicado pela gama de subtipos virais com
diferentes apresentacdes clinicas que variam de verrugas genitais a alteracdes

oncogénicas (1; 5).

Nas infecgOes persistentes pelo HPV para o desenvolvimento de neoplasias, séo
determinantes: i) fatores proprios do hospedeiro; ii) aspectos relacionados a estirpe,
carga viral e infeccdo Unica ou multipla; e iii) fatores de risco, como o uso prolongado
de contraceptivos orais, fatores ligados a imunidade, a genética, ao comportamento

sexual, a idade e tabagismo (6; 7; 8).

Mundialmente, 32 milhdes de novos casos de verrugas genitais, caracteristicas
da infeccdo por HPV, sdo diagnosticados a cada ano - no Brasil estas lesdes na pele
correspondem a 1,9 milhdes de casos, onde os HPV 6 e 11 estdo associados a 70% e

20% dos casos respectivamente (1).

O cancer cervical € o terceiro cancer mais comum entre as mulheres em todo o
mundo, com uma estimativa de 530 mil novos casos diagnosticados anualmente, tendo
como principais responsaveis 0s HPV 16 e 18, presentes em 70% dos casos. No Brasil,
este cendario se apresenta com uma incidéncia de 15.590 pessoas infectadas (9), sendo o
HPV tipo 16 a causa mais comum de cancer de colo do Utero, respondendo por mais da

metade dos casos (5; 10).



No Brasil, assim como nos paises integrantes do Mercosul, ndo ha dados
estatisticos da real prevaléncia de infeccdo pelo Papilomavirus Humano na populagéo
sexualmente ativa (11). Na regido Centro-Oeste, o cancer do colo do utero encontra-se

como o segundo mais frequente, com 22,19 casos por 100.000 mulheres (6; 7).

As técnicas de biologia molecular tais como Hibridizagdo in situ (In
Situ Hybridization -ISH-) e Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain
Reaction — PCR-), sdo as Unicas capazes de detectar e identificar as infeccdes pelo HPV.
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, o exame colpocitoldgico (Exame de
Papanicolaou) é o preconizado para a identificacdo das lesdes pré-cancerigenas e vem
sendo associado ao exame de aceto-acido e lugol para o aumento da sua sensibilidade
(12; 13; 14).

Paises com cobertura superior a 50% do exame Papanicolaou realizado a cada
trés/cinco anos apresentam taxas inferiores a trés mortes por 100 mil mulheres por ano e
para aqueles com cobertura superior a 70%, essa taxa anual é igual ou menor que duas
mortes por 100 mil mulheres (11; 12; 13; 15; 16). Os dados sobre a ocorréncia do HPV
e seus genotipos sdo obtidos por meio da analise de pacientes portadoras de neoplasias

intraepiteliais cervicais e carcinoma invasivo do colo uterino (8).

Com as novas vacinas contra os tipos de HPV oncogénicos mais prevalentes
(HPV16 e HPV18), a incidéncia do céncer cervical tende a diminuir (14). Ensaios
clinicos randomizados tém demonstrado uma alta protecdo contra os subtipos virais 16 e
18 (14). Contudo, determinar qual sub-tipo viral estd presente na populacdo é
importante para o estabelecimento de uma politica publica de prevenc¢do por vacinagao
(7;15; 17), através de estudos que avaliem a eficacia da vacinagdo contra 0 HPV em
relacdo a diminuicdo da incidéncia de cancer do colo do Utero e a substituicdo viral por

novos tipos de HPV ndo incluidos no painel de vacinagédo (14; 18).

Incertezas também existem em relacdo a dindmica futura do desenvolvimento
das vacinas dos tipos de HPV de baixo e intermediario risco em relagdo ao grau e a

duracgéo da protecédo cruzada das vacinas atuais contra esses outros tipos (19).

Este trabalho teve por objetivo fornecer informag6es sobre a prevaléncia do HPV, a

diversidade de seus gendtipos e a ocorréncia de alteragdes citologicas em mulheres



atendidas na rede publica satde de Dourados, abrangendo diferentes sub-populagdes de
menor e maior risco a fim de obter indicadores epidemioldgicos para a avaliacdo de
futuras intervencges, estabelecendo estratégias preventivas e eficazes contra o cancer

cervical e norteadoras de politicas publicas de saude.

2. REVISAO

2.1 Historico

A infeccdo genital pelo Papilomavirus Humano foi inicialmente descrita como
verrugas da pele por Hipdcrates (460-377 A.C.) (20). Evidéncias sobre sua etiologia
viral foram relatadas no inicio do século XX por G. Ciuffo, o primeiro a suspeitar que

as verrugas fossem causadas por virus (21; 22).

Nos anos 70, estudos demonstraram 0s aspectos citologicos, colposcopicos e
histopatoldgicos da infeccdo causada pelo HPV no trato genital feminino e levantaram a
hipotese de que as lesGes causadas pelo virus fossem passiveis de transformacGes
malignas (22).

O método citolégico criado por George Papanicolaou, capaz de detectar
alteracdes no nucleo das células, categorizava o esfregaco de colo uterino em classes (I,
I1, 111, IV e V). Por esta metodologia apresentar algumas limitagOes, coletando apenas
células superficiais e células descamadas, demonstrando falsos-negativo em até 50%,
Richart, em 1947, introduziu o conceito de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC),
sugerindo haver uma continuidade e evolugdo das lesdes displasicas leves até carcinoma
invasor (23; 24). A melhor compreensdo da historia natural da NIC tem possibilitado
que varios estudos epidemiol6gicos demonstrem as taxas de regressao, persisténcia e

progressao da infeccdo por HPV (26).

Meisels e Morin e zur Hausen et al (26; 27; 28) foram os primeiros a relacionar a
infeccdo por HPV com o carcinoma da cérvice uterina (27; 29; 30). A identificacdo do
Papilomavirus Humano como o agente etiologico do condiloma permitiu inferir sobre o
processo de transmissdo, que ocorre por contato sexual, e sobre o periodo de incubagéo,

que é variavel de 2 semanas a 8 meses (22).



Na década de 80, tipos especificos de HPV foram isolados de amostras de
bidpsia de cancer cervical, permitindo novos estudos sobre o mecanismo de acdo do
virus no desenvolvimento de carcinomas (30; 31). Em 1981 foi relatada a presenca do
DNA do HPV em células neoplasicas do trato genital através da técnica de hibridizacao

molecular (22).

Devido a deteccdo de estirpes especificas de HPV em neoplasias cervicais de
alto grau, originou-se o conceito de que havia virus de baixo, intermediario e alto
potencial oncogénico. Em 1995, a Agéncia Internacional para a Pesquisa do Cancer
(International Agency for Research on Cancer -IARC-) e a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) consideraram os HPVs 16 e 18 como os agentes etioldgicos do carcinoma
escamoso do colo (4; 32; 33; 34).

2.2 O Papilomavirus Humano

De acordo com o Comité Internacional de Taxonomia Viral (The International
Comittee on Taxonomy of Viruses — ICTV-) os papilomavirus séo virus de DNA de fita
dupla que infectam vertebrados. Pertencem a familia Papillomaviridae, na qual passou a
ser incluido o género Papillomavirus (35; 36; 37); nesse género sdo descritas oito
espécies e entre elas estd o0 HPV, possui cerca de 55 nm de diametro sendo considerado
um virus pequeno, ndo envelopado, de estrutura icosaédrica apresentando 72
capsdmeros (38; 39; 40; 41; 42). Espécie-especifico, 0 HPV possui uma gama restrita de
hospedeiros. Infectando as células do epitélio basal (pele e mucosas) com predilecéo por
local-especifico dentro do epitélio susceptivel. Alguns tipos causam apenas verrugas
cutaneas em humanos e outros causam lesdes oncogénicas, principalmente na regido
anogenital (42; 43).

O HPV possui mais de 200 subtipos, entre os quais mais de 100 possuem o
genoma completamente sequenciado, e mais de 120 com sequenciamento parcial. De
acordo com o ICTV, os papilomavirus filogeneticamente semelhantes estdo unidos em
géneros: Alpha, Beta, Gamma, Delta, Kappa, entre outros (36). Os principais géneros
sd0 0 Beta-papilomavirus, associado a lesdo cutanea no homem, e o
Alphapapilomavirus, o mais amplo, que contém HPV de tropismo mucoso e cutaneo
(43).



Os HPV séo classificados de acordo com a capacidade de alteracdo na regulagéo
celular, divisdo baseada em grandes estudos epidemioldgicos tipo caso controle (44; 45;
46; 47). A classificacdo taxondmica, baseada em dados parciais de sequéncias da regido
L1(maior proteina do capsidio, representa 80% das proteinas totais do virus) dos
papilomavirus, também reflete esta divisdo, embora haja divergéncias entre a filogenia
estabelecida por sequenciamento e aquela estabelecida por similaridade
fenotipica/clinica (44).

O genoma do HPV é altamente conservado, contudo 0s genotipos séo
classificados pelo sequenciamento do gene L1 em tipos, sub-tipos e variantes
moleculares. Novos tipos de HPV apresentam menos do que 90% de homologia com
qualquer outro tipo anteriormente caracterizado, um sub-tipo viral apresenta entre 90 e
98% de homologia e sdo consideradas variantes moleculares as diferencas de
homologia inferior a 2% (35). Variantes virais surgem principalmente por substitui¢coes
de nucleotideos dentro de poucas posi¢cdes restritas na regido de codificacdo do
genoma; na regido ndo codificante, a variacdo pode ser de 5% entre as variantes de
HPV (48; 49).

Testes de neutralizacdo, que permitem a distin¢do entre sorotipos de virus,
ndo podiam ser realizados com os HPV pela dificuldade em cultiva-los em
celulas, por isso sua classificagdo é feita com base nas diferencas do prdprio
genoma. Assim, os tipos sdo genotipos e ndo sorotipos (50).

Os HPV de baixo risco oncogénico estdo agrupados nas espécies al, a8 ¢ al0,
enquanto os de alto risco se concentram nas espécies a5, a6, a7 ¢ a9 (36). Em relacdo
a classificacao epidemiolodgica, os HPVs 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 68, 70, 73 e 82 sdo considerados como de alto e intermediario risco
oncogénico e os HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81, CP6108 como de baixo risco
(Anexol) (36, 44).

O genoma do HPV possui 8 regides codificadoras denominadas Open Reading
Frames (ORF). As ORF codificam genes precoces (E-early), E1, E2, E4, E5, E6 e E7,
ndo-estruturais, relacionados a replicacdo e transcricdo do genoma viral; tardios (L-
late), L1 e L2, que sdo genes responsaveis por formar a estrutura do virus, codificando

proteinas do capsideo maior e menor, respectivamente; e a regido controladora, URR



(Figura 1). Ainda h& uma regido regulatoria denominada LCR entre as regides L1 e E6,

onde se encontra a origem da replicacdo viral (40; 41; 42).

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do HPV. Fonte: Adaptado de Ferraz, Santos,
Discacciati (51).

Segundo Doorbar, 2005 (52), o ciclo normal da infeccdo pelo HPV passa por
cinco etapas consecutivas: 1) infeccédo, 2) manutencdo do genoma, 3) fase proliferativa,

4) amplificacdo genémica e 5) sintese e liberacdo de novas particulas virais.

Nas lesdes cutaneas benignas associadas ao HPV, o genoma viral encontra-se
separado do DNA celular e surge um plasmideo extra-cromossémico, também chamado
de corpo epissomal. Contudo, nas lesdes malignas, que ndo fazem parte da historia
natural do HPV, o DNA viral se integra a0 DNA do hospedeiro e leva a alteracbes
morfolégicas e no controle do ciclo celular. Na oncogénese sdo alterados o
funcionamento dos genes humanos supressores p53 (responsavel pela proteina celular
supressora de tumor) ou pRb que monitoram a salde celular, mantendo a integridade
dos cromossomos e a execucdo correta das diferentes fases do ciclo, normalmente

levando a célula alterada a apoptose (40).

Quando ocorre a integracdo do genoma do HPV no DNA da célula, ha a ruptura do
gene E2, que inibe a expressdo dos genes E6 e E7. A proteina E6 atua degradando a
proteina celular supressora de tumor, p53, que resulta no aumento da instabilidade
genética e acumulo de mutacdes oncogénicas; E7 se liga a proteina pRb (proteina de
susceptibilidade ao retinoblastoma), que deixa de regular negativamente o ciclo celular
de Gl(intervalo antes da divisdo celular) para S (duplicacdo do DNA celular para

divisdo), levando a proliferagdo celular (15; 53; 54).



Na maioria dos individuos, as infec¢des por HPV sdo assintomaéticas e
transitorias, sendo que 70% das infeccGes novas regridem em até 1 ano, e 90% em 2
anos (55). Nao esta claramente definido por que a infecgdo pelo HPV regride em alguns
individuos e resulta em lesbes mais graves em outros. A infeccdo persistente com certos
tipos de HPV (especialmente os tipos 16 e 18) tem sido bem documentada como um co-

fator necessario, porém nao suficiente para o desenvolvimento do cancer cervical (56).

De acordo com Oliveira et al (57), a aquisicdo da infeccdo e persisténcia séo
dependentes do sistema imunitario do hospedeiro; os mecanismos de defesa envolvidos
na regressao da infeccdo pelo HPV compreendem a resposta imune mediada por células,
sendo necessaria uma apresentacdo adequada aos linfécitos por proteinas do antigeno

leucocitario humano (Human Leukocytes Antigens- HLA-) (40).

Os tipos de HPV de alto risco sdo capazes de acionar as vias complexas que
acabam por conduzir a um cancer invasivo, em parte, devido a capacidade de
oncoproteinas virais E6 e E7. Admite-se que outros fatores, em conjunto com o HPV,
modulem o risco de transi¢édo da infeccdo cervical para a malignidade. Incluem-se entre
tais fatores a suscetibilidade individual, estado imunoldgico e nutricional, hormonios
enddgenos e exdgenos, tabagismo, multiparidade e infeccdo por outros agentes

sexualmente transmitidos (54; 58).

2.3 Diagnostico e rastreio do cancer cervical

2.3.1 Citopatoldgico

A metodologia do Exame Papanicolaou, que permite o rastreio citoldgico
cervical € um importante procedimento para a deteccdo de adenocarcinomas in situ
(AIS) e neoplasias intraepiteliais cervicais, sendo estas alterages precursoras de

adenocarcinoma invasivo ou carcinoma de células escamosas do colo uterino (59).

As mudancas morfologicas nas células epiteliais cervicais sdo verificadas e
classificadas pelo sistema Bethesda proposto em 1988, que subdivide células epiteliais
escamosas anormais em quatro grupos: 1) células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS); 2) lesbes escamosas intra-epiteliais de baixo grau (LSIL),

abrangendo displasia leve e neoplasia intraepitelial cervical (NIC-I); 3) lesdes



escamosas intraepiteliais de alto grau (HSIL), incluindo displasia moderada e neoplasia
intraepitelial cervical (NIC-I1) displasia severa, e carcinoma in situ (NIC-III); e 4)

carcinoma invasivo (60; 61; 62; 63; 64).

Em 2001, o Sistema Bethesda reclassificou o diagnostico de ASCUS para duas
subdivisdes: ASC-US para celulas escamosas de significado indeterminado; e ASCU-H
celulas escamosas de significado indeterminado ndo descartando lesdo intra-epitelial de
alto grau (60).

O exame de Papanicolaou depende de alguns fatores que contribuem para sua
limitacdo, como infraestrutura, tecnologia e necessidade de repeticdo em intervalos
regulares (65). A interpretacdo dos resultados do exame do Papanicolaou também se
encontra como fator limitante por ser muitas vezes subjetiva, principalmente em
programas de prevencao sem garantia de qualidade, o que pode explicar as altas taxas

de incidéncia de cancer cervical em paises com nivel socioeconémico baixo (61; 65).

O Papanicolaou é o exame diagndstico mais utilizado na atencdo béasica de
salde. Empregado como triagem, apresenta beneficios por ser considerado répido,
eficaz e barato. Os programas de rastreamento para alteracdes citologicas (teste de
Papanicolaou) tém obtido grande sucesso na reducdo da incidéncia de cancer e
mortalidade em paises onde o rastreamento de boa qualidade é disponivel, ainda que
resultados falso-positivos e falsos negativos sejam comuns (66; 67).

O exame histopatologico € considerado o padrdo ouro no diagnéstico do cancer
cervical, mesmo sendo importante para o rastreio de neoplasias, esta metodologia ndo
confirma a presenca do DNA do HPV e nédo permite a realizacdo da tipagem viral (15,
62; 63; 68).

A sensibilidade dos exames de deteccdo do DNA do HPV tem permitido que
programas baseados em citologia incorporem este exame para melhorar a sua eficacia
(64). Contudo, a baixa relacdo entre infeccédo e alteracdo celular demanda novos estudos

para essa correlacdo dos metodos de diagnostico (65).

Apesar de apresentar maior sensibilidade para as infecgdes pelo HPV quando
comparado ao exame de Papanicolaou, as metodologias como, o diagnéstico por Reacéao

em cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction -PCR) e a captura hibrida sé&o



menos especificas para o cancer de célo de utero, sendo recomendado quando o
resultado for positivo para HPV, realizar o teste citolégico com maior frequéncia.
Quando nos programas de prevencdo sdo utilizadas estratégias que unem duas

metodologias esses se mostram mais eficazes (68).

Nos Estados Unidos da América, a recomendacdo para o inicio do rastreio do
cancer do colo do utero é aos 21 anos de idade, sendo que mulheres abaixo dessa faixa
etaria ndo devem ser rastreadas, independentemente da idade do inicio da relacdo sexual
ou outros fatores de risco (69; 70). A partir dos 21, até os 29 anos recomenda-se 0
rastreio a cada 3 anos. Mulheres com idade entre 30-65 anos devem realizar o exame de
citologia e o teste DNA-HPV a cada 5 anos, preferencialmente, ou somente a citologia a
cada 3 anos. No Brasil, o rastreamento do cancer cervical € priorizado para mulheres de
25 a 60 anos, uma vez por ano e, apds dois exames anuais consecutivos negativos, a
cada trés anos (8). Na Ameérica do Sul e Central, os programas de prevencao do cancer
do colo do Utero abrangem boa parte da populacdo, porém a qualidade do diagnostico e
0 acesso ao tratamento sdo fracos, e os indices de cancer cervical sdo os maiores do
mundo (62; 71).

De acordo com alguns estudos, mulheres que realizaram o exame de deteccdo do
DNA do HPV em conjunto com a triagem para les&o cervical, comparadas a mulheres
submetidas somente ao exame de Papanicolaou, reduziram a freqiiéncia de neoplasias
intraepiteliais ou cancer cervical. Este dado demonstra uma reducdo dos custos em
estratégias de triagem de lesdo cervical preconizadas a cada 3 ou 5 anos que incluem a
deteccdo do DNA do HPV como prevencdo priméaria e a citologia como secundaria,
quando comparadas a estratégias em que o exame citolégico anual € realizado
isoladamente (72; 73; 74).

2.3.2 Diagnostico Molecular

O reconhecimento da infeccdo pelo HPV como causa necessaria para 0 cancer
cervical tem gerado um interesse no uso de teste DNA do HPV para a triagem e
prevencdo (75). As técnicas de Biologia molecular vém sendo incorporadas
gradativamente na pratica clinica, sendo importante a busca de evidéncias do seu real

beneficio para a populacéo (76).
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Nos Estados Unidos, a utilizagdo combinada de citologia e rastreio primario do
HPV tem sido aprovada para mulheres com mais de 30 anos. No entanto, na maioria dos
paises, como o Brasil, por exemplo, a triagem baseada em citologia é o méetodo de

rastreio padréo (75).

Testes moleculares de deteccdo de DNA-HPV apresentam maior sensibilidade
do que o exame citopatoldgico, porém possuem menor especificidade, podendo levar
mulheres saudaveis desnecessariamente a colposcopia, mas algumas evidéncias
demonstram que essa limitacdo pode ser contornada utilizando a triagem citologica em
casos positivos para DNA-HPV oncogénico, encaminhando para a colposcopia apenas
as mulheres em que o teste foi positivo e 0 exame citopatolégico revelou alguma
alteracdo (77). Ha& algumas indicacdes de que anormalidades endometriais tendem a ser
encontradas em mulheres com Células Glandulares Atipicas (AGC - Atypical Glandular
Cells) e um teste de HPV negativo, enquanto que anormalidades escamosas e
glandulares do colo do Utero sdo mais comuns em pessoas com um teste de HPV
positivo. Estes dados sugerem que o teste de HPV pode ajudar a determinar a area em
que o processamento inicial deve ser focado: no colo do Utero ou no canal do
endomeétrio/uterino (78; 79; 80).

A PCR é utilizada para deteccdo, genotipagem e quantificacdo da carga viral,
podendo ser combinada com métodos que facilitem a determinagdo do tipo viral
especifico, tais como RFLP, Linear Array, PCR Multiplex, e também métodos que

quantifiqguem a carga viral como a PCR em tempo real (81; 82).

O teste de captura hibrida € um dos métodos mais utilizado para detectar o DNA
do HPV em amostras clinicas, porém sete tipos de HPV de alto risco (34, 53, 66, 67, 70,
73, candHPV85) ndo estdo dentro do espectro de deteccdo desta metodologia. Além
disso, um estudo que comparou as metodologias de PCR e captura hibrida, demonstrou
que a técnica de PCR possui maior sensibilidade para detectar o DNA do HPV em
amostras clinicas (83). Estes achados justificam o uso da PCR como uma ferramenta

para diagnostico e obtencdo de informacao sobre a infecgédo pelo HPV (83).

O sucesso do diagndstico molecular esta diretamente relacionado a escolha da

regido alvo e dos oligonucleotideos iniciadores (primers) a serem utilizados, que podem
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ser genéricos ou tipo-especificos (84). A regido L1 conservada do genoma é
complementar aos oligonucleotideos iniciadores genéricos e frequentemente utilizada
como alvo para diagnéstico do HPV, sendo amplamente utilizado, o conjunto
PGMY09/11 consiste na mistura de primers codificados separadamente além do primer
HMBO (Tabela 1) (85).

Tabela 1. Sequéncia de primers PGMY09/11

Primers Sequéncia (5'-3")
PGMY11-A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMY09-F CGT CCC AAAGGA AACTGATC
PGMY09-G G CCA AGG GGAAACTGATC
PGMY09-H CGT CCA AAAGGAAACTGATC
PGMY09-I G CCA AGG GGA AACTGATC
PGMY09-J CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGT CCA AGG GGATACTGATC
PGMY09-L CGA CCT AAA GGG AATTGATC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGA AATTGATC
PGMY09-N CGA CCAAGG GGATATTGATC
PGMYQ09-P G CCC AACGGAAACTGATC
PGMY09-Q CGA CCC AAG GGA AACTGG TC
HMBO01b GCG ACCCAATGC AAATTG GT

Tabela de primers de acordo com GRAVITT et al., 2000 (85). O pool de primers, PGMY11 contém
cinco oligonucleotideos iniciadores, e 0 PGMY09 contém um total de 13 oligonucleotideos iniciadores.

A PCR multiplex realizada com este conjunto de primers é capaz de identificar
maior gama de gendtipos do HPV, permitindo melhor diagnostico das amostras por ser
mais amplo, sem deixar de ser especifico (Figura 2). Na ressuspensdo deste pool de
primers, cada oligonucleotideo participa em igual concentra¢do na mistura, gerando um
produto de 450 pares de bases (pb) (84; 85; 86).
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Figura 2. Primers utilizados para deteccdo e genotipagem na ORF L1. Fonte: Adaptado
de http://dellybeandiary.ordpress.com/2011/02/06/hpv-detection/

Devido as diferencas na atividade oncogénica do HPV, é clinicamente
importante identificar exatamente os tipos de HPV através de metodologias mais
simples e que demandem menor tempo. A técnica de polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricdo (RFLP) utiliza quatro enzimas de restricdo (Pstl, Haelll, Ddel,
Rsal) e um algoritmo de genotipagem original (Anexo 2), permitindo a discriminagao
de todos os tipos de HPV (87). Este ensaio da informagdes complementares aos
métodos disponiveis comercialmente, e pode também ser financeiramente vantajoso
(87).

2.4 Epidemiologia

Apesar dos resultados promissores obtidos nas Gltimas décadas, com o
rastreamento de mulheres assintomaticas por exames de Papanicolau e, mais
recentemente, com o advento das vacinas contra o HPV, o céncer do colo do utero é

uma doenca que apresenta cerca de 530 mil novos casos e 275 mil mortes por ano (88).

A infeccdo genital pelo HPV é uma das doencas sexualmente transmissiveis
(DST) mais frequente na mulher e no homem (89). Alguns tipos causam apenas
verrugas cutaneas em humanos e outros causam lesdes oncogénicas, especificamente na
regido anogenital, afetando cerca de 20% a 40% da populacdo feminina sexualmente
ativa (55; 90).

O HPV16 é o tipo de HPV mais comum em todo o mundo, com 58,9% de
prevaléncia, seguido do HPV18, com 15% (44). Mulheres positivas para HPV16/18
apresentam um risco de 20% de desenvolver lesGes NICIII no periodo de 10 anos, enquanto

que aquelas positivas para outros HPVs oncogénicos apresentam um risco de 2% (91).
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A prevaléncia de infeccdo por HPV depende da populagéo estudada (populagéo
em geral, mulheres em servicos de salde com citologia normal, mulheres com
alteracdes na citologia) e da técnica de citologia ou identificacdo viral utilizada. Na
populacdo feminina, a prevaléncia da infeccdo por HPV varia de 2 a 44% (45) (Anexo
3). A prevaléncia mundial de infecgdo por HPV em mulheres sem alteragdes cervicais é
de 11-12%, com taxas mais elevadas na Africa Subsaariana (24%), Europa Oriental
(21%) e América Latina (16%) (102). Informacbes do HPV Information Centre do
Insituto Catala d’Oncologia, divulgado pela OMS em 2009, demonstra prevaléncia de
13,2% para a América do Sul e 14,1% para o HPV em mulheres com citologia normal
no Brasil (103).

Segundo a OMS, mais de 630 milhGes de homens e mulheres (1:10 pessoas)
estdo infectados pelo HPV (104). Cerca de 105 milhdes de pessoas sdo positivas para o
HPV 16 ou 18 no mundo (105). Para o Brasil, estima-se um nimero de 9 a 10 milhdes
de infectados por esse virus e que, a cada ano, 700 mil casos novos surjam, podendo ser
considerada, portanto, uma epidemia (106). A prevaléncia da infeccdo pelo
Papilomavirus Humano de alto risco no Brasil é estimada em torno de 18%, com
diferencas regionais, observando-se variacdo importante na predominancia dos

diferentes tipos de alto risco, nas diferentes populagdes (107).

Taxonomicamente os HPVs 31/33/35/52 e 58 pertencem a espécie Human
Papillomavirus 16 do género Alphapapilomavirus, estando entre os oito tipos de HPVs
mais prevalentes no cancer cervical invasivo (108). E interessante observar que 0 HPV
52 e 0 HPV 58 sdo os tipos mais prevalentes na Asia (104). Nas Filipinas 0 HPV 52 é o
mais prevalente em mulheres com leséo cervical (109). No Japéo, e em Hong Kong, na
China, o HPV58 € o segundo gendtipo mais prevalente, com uma porcentagem de 15 e
23% respectivamente (109). No Brasil, o HPV58 foi encontrado como o segundo mais
prevalente em Belém - PA e Brasilia — DF (100; 101). Estudos realizados com mulheres
de origem mexicana e espanhola, e um estudo na Argentina, também encontraram o
HPV 58 como o segundo mais prevalente (111; 112; 113).

A idade é considerada um consistente determinante da infeccdo por HPV,
hipdtese esta confirmada por muitos estudos epidemiologicos que indicam maior risco

dessa infecgdo em mulheres mais jovens (114; 115; 116). Uma possivel hipdtese para a
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maior prevaléncia da infeccdo por HPV em jovens seria um processo de maturacao
cervical ainda ndo totalmente completo, que as tornam mais expostas a novas infecc¢oes

ou mesmo a persisténcia viral (117).

Na faixa etaria de 21 a 25 a prevaléncia de HPV é de 46%, 36% entre 36 a 40
anos, e 22% acima dos 45 (103), padrdo que pode ser observado devido a atividade
sexual. Uma explicagcdo possivel para isso seria 0 desenvolvimento de resposta
imunolodgica adaptativa pelos individuos infectados, que poderia prevenir a aquisi¢cdo de
uma infeccdo futura (45). Porém, alguns estudos em diferentes regides do mundo
evidenciaram queda dos valores da prevaléncia entre as mulheres com idade entre 35 e

54 anos, e um segundo pico apds os 55 anos. (45; 118).

A razdo para este segundo pico ainda ndo esta clara. As possiveis explicacdes
envolvem a reativacdo de uma infeccdo latente (com carga viral abaixo do nivel
detectavel) devido a perda gradual de imunidade tipo-especifica, ou a mudancga dos
padrGes de comportamento sexual nas Ultimas décadas (tanto do homem quanto da
mulher), com aquisicdo de novas infeccdes (45; 63).

Uma infeccdo por HPV ativa é susceptivel de ser dependente de atividade sexual
recente, portanto, adquirida recentemente, ao passo que a infeccdo latente ou persistente
pode ter sido influenciada pelo comportamento sexual passado. Um maior nimero de
parceiros sexuais ao longo da vida pode aumentar o risco de se infectar com um ou mais

tipos de HPV ao longo do tempo (119).

Estudos sugerem que horménios sexuais podem ser um fator adicional para
influenciar a infeccdo viral. O uso prolongado de contraceptivos orais pode ser
considerado um dos fatores de risco para aquisicdo do HPV e da displasia cervical,
indicando assim que determinadas concentracGes de estrogénio e progesterona podem
ser estimuladoras para ativacdo subsequente de genes de HPV, servindo como

receptores do elemento de resposta do virus dentro da célula (120; 121).

Mudancas hormonais associadas a idade também podem ser consideradas um
fator para a infeccdo em mulheres ap6s os 60 anos, pois poderiam alterar a
suscetibilidade a infeccdo (122). O periodo trans-menopausa e ap0s a menopausa

caracterizam-se por significativa e progressiva reducdo da producdo de horménios
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esterdides ovarianos, causando repercussdes sobre o sistema urogenital, predispondo ao

maior risco para estas infeccdes (122; 123).

2.5 Vacina para o HPV

Até o momento foram desenvolvidas e registradas duas vacinas contra HPV: a
vacina quadrivalente recombinante, que confere protecdo contra os tipos de HPV 6, 11,
16 e 18, e a vacina bivalente, que confere protegdo contra os tipos 16 e 18 (124).

A vacina contra o0 HPV €& a mais recente estratégia de protecdo as lesdes
associadas a infeccdo por HPV e na prevencdo do cancer cervical. Esta vacina €
composta pela proteina do capsideo viral L1, produzida com particulas semelhantes ao
virus (VLP) que induzem fortemente a resposta humoral com anticorpos neutralizadores
(125), mostrando uma protecao significativa contra a infeccdo com um ndmero limitado

de tipos de HPV relacionados filogeneticamente (125).

A vacina contra 0 HPV parece exibir protecdo cruzada parcial contra outros
tipos filogeneticamente relacionados aos HPVs 16 e 18, fator que deve ser visto como
um beneficio que talvez possa ocorrer em alguns individuos (76). Um estudo realizado
no Panama avaliou a prote¢cdo cruzada da vacina bivalente para tipos de HPV
filogeneticamente relacionados, considerando a correlagdo do HPV16 com os HPVs 31,
52, 58; e HPV18 com o HPV45 — foram identificados os anticorpos neutralizantes para
os tipos de HPV 31/45, mas ndo para os tipos HPV 52/58 (126).

O beneficio maximo da vacina é alcancado em meninas jovens, de 11 a 15 anos,
que ainda nao iniciaram a atividade sexual, porém jovens com idade entre 16 e 26 anos,
que ja iniciaram a relacdo sexual e podem ter novos parceiros no futuro, também se

beneficiam com a vacina (127; 128).

A imunidade conferida pela vacina tem duracdo prévia de 9,4 anos, valor ainda
ndo confirmado devido ao pouco tempo em que a vacina é comercializada no mundo.
De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, apesar de haver protecédo cruzada para
ambas as vacinas, bivalente ou quadrivalente, os estudos existentes ainda néo

conseguiram determinar a relevancia clinica, tampouco a duracéo dessa prote¢do (76).
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O Ministério da Saude, em 2014, por meio do Programa Nacional de
Imunizagdes (PNI), iniciou a campanha de vacinagdo para meninas de 09 a 13 anos
contra o virus HPV (129). A vacina quadrivalente (Gardasil), adotada por este
programa, oferece protecdo contra os dois HPVs de alto risco (hrHPVs - High-risk
human papillomavirus) encontrados em 70% de todos os casos de CC (Cancer cervical)
(HPV-16 e HPV-18), bem como a protecdo de dois HPVs de baixo risco (IrHPV-low-
risk human papillomavirus) que causa cerca de 90% dos casos de verrugas genitais
(HPV-6 e HPV-11) (94).

A eficécia das vacinas contra o0 HPV para a reducdo da incidéncia de CC vai
depender de uma série de fatores, incluindo a cobertura da mesma, a agao atingida com
uma, duas ou trés doses, o grau de protecdo cruzada contra os tipos de HPV nédo
incluidos nas vacinas, e a prevaléncia dos gendtipos para os quais a elas ndo fornecem
protecdo (94; 129).

Nos Ultimos anos, varios estudos tém realizado uma avaliagdo econémica em
relagdo a vacina contra o HPV, tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento, com o intuito de demonstrar a relacdo custo-efetividade de sua
introducdo nos sistemas de salde. A maioria dos estudos apontou gue a vacina contra

HPV, quando combinada aos métodos de rastreio tradicionais, é custo-efetiva (124).

S0 escassos o0s dados disponiveis que descrevem as distribuicdes de
gendtipos do HPV em céncer cervical. A vacinagdo em adolescentes para a
prevencdo priméria da infec¢do pelo HPV e métodos para detectar a infec¢do
por tipos cancerigenos surgiram como abordagens para a prevencdo do
cancer cervical. Estudos de base populacional da prevaléncia do genétipo do
HPV sdo necessarios para prever como estas abordagens podem influenciar a
prevencado do cancer cervical (130).

A infeccdo persistente com gendtipos especificos de papilomavirus humano é a
principal causa de céncer cervical invasivo (CCI). Apenas alguns dos varios tipos de
HPV sdo responsaveis pela maior parte dos casos em todo o mundo, e diferencas
geograficas na sua distribuicdo sdo evidentes. Os dados de genoétipos localmente
predominantes sdo essenciais, tendo em vista a introducdo de vacinas profilaticas
especificas (131; 132).
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2.6 Dourados e as Unidades Basicas de Salde da Familia

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (18), a
cidade de Dourados esta localizada ao Sul do Mato Grosso do Sul com uma area de
4.086,244 Km?, contando com uma populagdo de 196.000 habitantes e uma média de
60.000 mulheres entre 18 e 65 anos. De acordo com o Sistema de Informacdo da
Atencdo Bésica (SIAB) do municipio de Dourados, em 2014, 85.375 mulheres de
diversas faixas etarias foram cadastradas nas Equipes de Saude da Familia. Dourados

possui 36 Unidades Bésicas de Saude da Familia, dividias em 4 regides.

De acordo com um estudo de reviséo sobre as prevaléncias da infec¢éo do colo
do dtero pelo HPV no Brasil, houve concentracdo de estudos em mulheres da regido
Sudeste, Sul e menor nas regides Nordeste e Norte, sem relatos para a regido Centro-
Oeste. Este dado evidencia a necessidade de investigac@es adicionais para aumentar a
abrangéncia das informagdes disponiveis sobre as mulheres brasileiras em relacdo a
infeccdo pelo HPV (15)

Tozzeti et al, possui dois estudos nas duas maiores cidades do estado de Mato
Grosso do Sul. Em um estudo foi avaliada a frequéncia de varios tipos de HPV em
amostras cervicais de mulheres na cidade de Campo Grande, identificando os genotipos
11, 6, 16, 18, 45 e 66. O outro trabalho teve como objetivo estimar a freqiiéncia de
infecgdo por Papilomavirus Humano em académicas sexualmente ativas, na faixa etaria
de 18 a 35 anos, nos municipios de Dourados e Campo Grande, identificando com
maior freqliéncia os tipos virais HPV45 seguido pelo HPV16 e HPV31 (133; 134).

Estudos realizados com a populagdo atendida pelo sistema Unico de saide no
estado de Mato Grosso do Sul ndo foram identificados. Em um pais de grandes
dimensGes e diversidade socioeconémica e cultural é possivel inferir que as populacdes
de mulheres apresentem riscos diferentes para os fatores associados a infeccdo pelo
HPV. InvestigacBes adicionais sdo necessarias para aumentar a abrangéncia das
informagdes disponiveis, e para isso € essencial conhecer os fatores que contribuem
para a regressdo, progressdo e persisténcia da infeccdo do colo do utero pelo HPV, na

perspectiva de identificar os grupos de maior vulnerabilidade e risco para a doenca, e
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assim avancar em estratégias norteadoras de politicas publicas de salde através de
estudos de base populacional (15).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia da infeccdo por HPV e seus
tipos virais predominantes; bem como a presenca de alteracdes celulares em mulheres

atendidas na rede pablica de saude, no municipio de Dourados.

3.2 Objetivos especificos
e Determinar a prevaléncia da infeccdo por HPV.

e Identificar as principais alteracdes citoldgicas presentes nos resultados da
colpocitologia oncética.

e Analisar diferentes fatores de risco relacionados a presenca de infec¢édo
por HPV e neoplasias.

e Identificar os tipos virais de HPV predominantes na populacgdo estudada.
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ABSTRACT

Associated with the infection by the Human Papillomavirus (HPV), the invasive
Cervical Cancer is the second most common malignant tumor affecting Brazilian
women. The knowledge about the genotypes of the Human papillomavirus (Human
papillomavirus - HPV) is fundamental to conduct intervention and to evaluate the
impact of the new strategies of prevention against this illness. The purpose of this study
was to determine the prevalence of HPV, identify the genotypes and to evaluate
cytological change in women attending the public health system of Dourados, MS.
Between October,2014 and May,2015, 458 women aged 18 to 65 years, that accept to
participate of the study, answered a questionnaire for the obtainment of
sociodemographic and clinical information. The biological samples were obtained in the
moment of Papanicolaou test — two sample were collected, one for the realization of cell
smear in glass lamina, for the cytological test, and another one for viral detection by the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, followed by genotyping by the
methodology of the Restriction Fragment Length Polymorphism technique (RFLP) and
confirmed by sequencing by the Sanger method.HPV prevalence was 5,9 % (N=27), the
genotyping performed identified 11 types of virus, the most common being the HPV
51,53,58, and 83. There is a strong relationship between being HPV positive and not
having stable sexual partner. Cytological alteration was found in 4,8 % of the patients,
the consumption of alcohol and having the HPV virus was considered risk factors for
these alterations. It was not found in this research any HPV virus subtypes of which the
vaccines available in the public health system offers protection. The effectiveness of
the vaccines against HPV for the reduction of the incidence of Cervical Cancer (CC)
depends of many factors, studies about infection and genotypic diversity of HPV in a
city or region are important for the establishment of effective preventive strategies
against cervical cancer in terms of diagnostic procedures and prophylactic actions.

Keywords: HPV, Women Health, Genotyping
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Introduction

With the wide distribution among all the races and socioeconomics groups, the
infection by Human Papillomavirus (HPV) presents significantly prevalence among
sexual active people and high association with cervical cancer, which is considered the
third most common cancer among women in the world, being 530 thousands new cases

diagnosed annually (1, 2).

HPV are classified according to its capacity of alteration in the cellular
regulation (3; 4; 5; 6). According with the epidemiologic classification, HPV type 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 26, 53, 66, 70 and 73 are considered of
high and intermediate oncogenic risk (for cervical cancer), and HPV 6, 11, 40, 42, 43,
44,54, 61, 72, 81, CP6108 are considered of low risk (3).

Until the present moment, two vaccines were developed and registered: the
recombinant quadrivalent vaccine, that confers protection against the HPV types 6, 11,
16, and 18, and the bivalent vaccine that confers protection against types 16 and 18 (2;
7).

Studies have demonstrated that the wvaccination against HPV, with the
quadrivalent vaccine, in teenager girls in Brazil, can be a public health intersection of
low cost that can substantially reduce the burden of cervical diseases and genital warts
in women. (8, 9, 10). However, it is verified that usually are ignored the cost of the
monitoring system of post-introduction of the vaccine, that can articulate to already
existing systems, such as vaccination coverage and other adverse events, belonging to
the national immunization program, but for the HPV vaccine need to associate to other
systems, some already existent ( but with low coverage), such as the population-based
cancer registries, or to be implanted, such as monitoring the prevalence of HPV
infection by serotypes and precancerous lesions (10, 11, 12, 13, 14).

This study aimed to provide information about the HPV prevalence in women
attended in the public health system of Dourados, covering different subpopulations of
low and high risk for so obtain epidemiological indicators necessary for the
implementation of future interventions in women's health, relating the prevalence to the

risk factors and the most frequent subtype.
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Materials and Methods
Study type

A cross-sectional study of prevalence was carried out by investigating 458
women attending the Health Strategy Unit of the Family (ESF) in the city of Dourados,
in the state of Mato Grosso do Sul, between October 2014 and May 2015.

Population Characteristics

According to data from the Brazilian Institute of Geography and Statistics (15),
the city of Dourados is located in the south of Mato Grosso do Sul with an area of
4,086,244 Km?, counting with a population of 196.035 habitants and an average of
60.000 women between 18 and 65 years.

According to the Information System of Primary Care from the city of
Dourados, in 2014, 85.375 women of different age groups were registered in the Family
Health Team. Dourados has 36 Family Basic Health Units, being 28 in the urban area,
which are divided into four regions according to the numbers of residents in each one
(Figure 1) (16).

The women included in this study belonged to the age range group of 18 to 65
years, have not been immunized against HPV, attended the Family Health Strategy
Units, and agreed to participate in the study by singing a Consent Term approved by the
Research and Ethics Committee from Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) ( Committee opinion number: 860.790/2014). Patients undergoing treatment or
suspected of cellular alteration, with disabilities that prevented them from understanding
the study or to answer the questionnaire, pregnant women, indigenous people, and
lacked self-independence (special and minors), were excluded from the study.

Sampling
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The sampling was calculated using the software Sampsize, considering the
population of 60.000 women, with confidence limit of 95%, estimated prevalence of
14% and an error of 7% (17).

To obtain the study population, the city was divided into four regions already
determined by the board of health of Dourados ( North, South, East,West), each region
has a specific number of health units according to the demand of the resident population

in that area.

Through the raffle system by conglomerate, the Family Health Strategy Units
belonging to each region were randomized to obtain two health units. Samples were
obtained by spontaneous demand, observing the numerical balance of collection per
sector. This way was possible to cover a heterogeneous population including all socio-

economic classes in the city.
Socio-demographic characteristics and Risk factors

To characterize the population and identify risk factors related to cellular
changes and HPV infection, patients who wished to participate in the study were
submitted to an interview using a socio-economic and risk behavior questionnaire
administered by trained students. The variables obtained during the interview were: age,
color / race, nationality, place of birth, monthly income, education, age of first
intercourse, sexual preference, marital status, number of partners in the last five years,
number of children, number of normal births, number of abortions, numbers of cesarean
sections, performed gynecological surgery, smoking, HIV carries, STD carrier, use of

prescription drugs, contraceptive, use of illicit drug, use of alcohol.
Obtaining the biological sample

Women participating of the study attended the ESF by spontaneous demand.
Samples were collected by an obstetrician gynecologist and a nurse properly trained,;
two cervical samples were collected from each participant: one for the performing of
cell smear in glass lamina, which was fixed in alcohol and forwarded to the laboratory
where it was held cytological test by the Papanicolaou technique, and another one to

perform the detection and genotyping the HPV through molecular techniques.
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Biological analysis

The cervical smear were analyzed and classified according to Bethesda as
normal/inflammatory cells, atypical squamous cells of undetermined significance
(ASCUS), atypical granular cells (AGC), low-grade squamous intraepithelial lesion
(LSIL), high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL) and adenocarcinoma in situ
(AIS) (18).

The DNA was extracted from cervical samples with the commercial Kit
Wizard® Genomic DNA Purification / Promega. The primers PGMY09/11 were used to
detect HPV DNA by amplification of the viral capsid L1 region of about 450bp (base
pairs) using the polymerase chain reaction (PCR) (19).As an internal control of the
reaction it was used the human B-globulin gene (approximately 268 bp) amplified using
the primers GH20 and PC04, according to Bauer et al. (20).

The HPV genotyping was performed by analysis of restriction fragment length
polymorphism (RFLP). The PCR products were digested by restriction enzymes
(Haelll, Ddel, Pstl, Rsal) and the banding pattern of each sample was analyzed by
agarose gel electrophoresis 3% stained with ethidium bromide under UV light,
compared to the standards of RFLP in the algorithm proposed by Noble et al, 2008 (21).
Genotypes were confirmed by sequencing by the Sanger method.

Data analysis

The information obtained was entered into the database Research Electronic
Data Capture (RedCap) and subjected to statistical analysis by SAS V.9.1 software
(SAS Institute, Cary, NC, USA), considering the laboratorial diagnosis, risk factors and
socio-demographic data. Independent factors associated with HPV infection or
cytological alterations and covariates were identified by multiple logistic regression
analysis with a threshold of statistical significance less than 0.10.Variables that reached
a significance level in association with acquisition of the disease (P<0.1) were included
in the multivariate analysis, P values less than or equal to 0.05 were considered

statistically significant.

Results
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The women participating in the study had an average age of 42 years, 69% (N =
223), household income greater than a minimum wage (R$ 788.00) and 51.05% (N =
234) attended only elementary school or reported to be illiterate. Blacks and browns
was the most prevalent group representing 51.53% (N = 236) of the study population. In
drug use history only 0.22% (N=1) made use of illicit drugs; 11.14% (N = 51) were
smokers and 14.85% (N = 85) did alcohol use.

The onset of sexual activity to 62.4% (N = 286) of the study participants was 17
years or less. Regarding contraceptive methods, 29.9% (N = 137) make use of birth
control and only 22.49% (N = 103) uses preservative always. Women who maintained a
stable sexual partner during the last five years were equivalent to 71.4% (N = 327). The
average number of children was 2,312 (with a confidence interval -95% CI of 2.161 to
2.463).

It was reported cases of STDs such as candida, chlamydia, gonorrhea, syphilis,
hepatitis B and AIDS in 7.37% (N = 33) of participants (Table 1).

As a risk factor (OR 4.834; 95% CI: 2066-11310), to have more than one sexual

partner in the last five years is related to acquisition of HPV infection.

Consume alcohol and have the HPV virus were also considered risk factors
associated with the presence of cellular changes with a relative risk of OR 4.358 (95%
Cl 1688-11249) and OR 4.877 (95% CI 1544-15404) respectively .

Other factors such as color, education, and income, being a smoker, use of
contraceptive methods, number of abortions and number of children were not associated

with HPV infection or cytological alterations (Table 2).

Most women (N = 436) showed normal cytology (95.1%), 12 cytological
samples (2.6%) were excluded of the study because they presented unsatisfactory
evaluation, 13 (2.8%) were identified as ASCUS (Atypical Squamous Cells of
Undetermined Significance.) and 5 (1.09%) samples presented LSIL (Low-grade
Squamous Intraepithelial Lesion).For the cytological alterations AGC (Atypical
Glandular Cells), HSIL (High-grade Squamous Intraepithelial Lesion) and AIS
(Adenocarcinoma in situ) were found the frequencies of 0.21% (N =1) 0.21% (N = 1)
and 0.43% (N = 2) respectively.
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The HPV infection was present in 5.9% (N = 27) of the samples, of these, 70,4%
(N = 19) were positive for high-risk HPV and 29,62% (N = 8) to low-risk HPV. As
expected, the altered cytology was significantly associated with HPV infection (Table
3).

The most prevalent types identified were HPV 70, 83 and 92 which belong to the
low risk group (IrHPV), and HPV51, 53 and 58 belonging to high-risk group (hrHPV).
Regarding the samples that showed alterations and were positive for HPV-DNA,
genotype 58 was present in 42.85% of them (N = 3). It was not found in this study any
of the viral subtypes of HPV that compose the vaccine available in the public health
system (Board 1).

Discussion

According to some studies, the overall prevalence of HPV infection in women
with normal cytology in Brazil ranges from 10.4% and 24.5%, considering 14% as a
general average (17; 22). In our study, we found a prevalence of 5.9%, considered low
when compared to other Brazilian studies, probably because these include women under

18 years of age who typically have higher prevalence of HPV infection (23, 24).

Although the analysis do not indicate an association between the number of
sexual partners and HPV infection, there was a strong relationship between being HPV
positive and having multiple partners. Women who have had the same sexual partner
for more than five years were less prone to infection, possibly because they presented
lower exposure to different sexual partners and viral subtypes (25).

Other factors related to lifestyle, such as age at first intercourse and number of
sexual partners over a lifetime, were not risk factors for acquisition of HPV infection.
However, of the 27 patients positive for HPV, 55.5% (N = 15) reported initiating sex
life with 17 years or less, and of these, 11 were diagnosed with high-risk HPV. Some
studies adopt the age of 17 years or less to perform this type of comparison for the fact
that the cervical ripening process occurs with 18 years old or more, providing protection
against HPV infection and its persistence, while women under 18 years have the
cervical tissue of the uterus immature and therefore more exposed to infection and

persistence of the virus (26).
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Despite of HPV87 genotype be considered as low grade, it presents a peculiarity
by often be associated with immunocompetent patients, being transitory and
asymptomatic (27).This association was identified in our study, where a patient who
claimed to have the HIV virus (Human Immunodeficiency Virus) was diagnosed with

HPV infection by genotype 87, also presenting low-grade cytological alterations.

Of the 458 study participants, the interval of time to perform the colpo
cytopathologic test was 1,743 (year) (% CI: 1,499 - 1,994). In Brazil, cervical cancer
screening is prioritized for women aged 25 to 60 years once a year, and after two
consecutive negative annual exams, every three years (28).This data indicates that the
screening system for cervical cancer in Dourados public health system has shown good
compliance and the actions of the health teams on prevention strategies may be

associated with the lower rate of HPV infection found in this study.

According to the Health Ministry, in Brazil, the most common types found in
normal cytology samples are HPV 16, 31, 18, 6, 35, 58, 33, 11, 54 and 68; in low grade
lesions are identified HPV 16, 51, 31, 18, 58, 33, 35, 39, 56 and 59; and in high-grade
lesions the most prevalent are: HPV 16, 11, 58, 18, 31, 6, 45, 66 and 35 (29).The HPV
genotypes found in this study differed largely from studies conducted in different
regions of Brazil, which have a higher prevalence for HPV 16 and 18 (30; 31; 32; 33;
34; 35; 36; 37).

Oliveira et al, through a study conducted in Rio Grande do Sul, in 2013,
identified as the most prevalent the HPV 58, one of the viral subtypes of highest
frequency found in our work (33).In Brazil, HPV 58 was found to be the second most
prevalent in Belém - PA and Brasilia - DF (38; 39). Studies performed with women of
Mexican and Spanish descent, and a study in Argentina, also found that the HPV 58 was
the second most prevalent type(40; 41; 42). In Japan, and Hong Kong, China, the
HPV58 is the second most prevalent genotype, with a percentage of 15 and 23%
respectively (43).

Epidemiological studies show that only a small portion of women infected with

high-risk HPV progress to high-grade squamous intraepithelial lesions and cancer. In
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our study, 87,71% (N = 6) of patients positive for HPV presented infection with
subtypes considered high risk, but none of them was HSIL or AIS (44).

In the multivariate analysis the risk factor associated with cytological changes
was the use of alcohol (P<0.01). Some studies show that the viral load of HPV
(especially high-risk type) associated with alcohol consumption, has effect on viral
persistence and synergistically increases the risk of cytological abnormalities
(45).Besides these considerations, the alcohol affects the defense mechanisms involved
in the regression of HPV infection that comprise the immune response, being that the
immune status of the limited host is a risk factor of transition from cervical infection to

malignancy (46; 47).

In Brazil, two vaccines against HPV - one against types 6, 11, 16 and 18 and the
other against types 16 and 18 - designed to pre-teen children, are being used as a
primary preventive measure for cervical cancer. It is recommended that immunization
be performed for those between 9-26 years, but in public health system, the offer is
from 9 to 13 years, being administered in three doses (37).

Randomized clinical trials have shown almost complete protection against viral
subtypes 16 and 18 (48). However, to evaluate the efficacy of vaccination against HPV
in relation to decreasing of cervical cancer incidence it is need a long term to observe
data relating to loss of efficacy in the population caused by new HPV types not included
in the vaccination panel (48, 49).Uncertainties also exist regarding the future dynamics
of the development of vaccines for HPV types of low and intermediate risk in relation to

the degree and duration of cross-protection of current vaccines against other types (48).

Recently, economic evaluation results of the quadrivalent vaccine were
published in Brazil, in which were compared the screening strategies (according to
national guidelines and 63% of coverage) and vaccination of pre-teen girls with three
doses (with coverage of 50, 70 and 90%) (10).The cost of vaccination, using the
acquisition cost of the vaccine, according to the Pan American Health Organization
(PAHO) per dose in 2011 is of US$ 15.15. Assuming a total cost of the series of three
vaccines of R$ 72.72 (US$ 45.45) (8).
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A study developed by a group of researchers linked to the Albert Sabin Vaccine
Institute, Harvard School of Public Health, Pan American Health Organization (PAHO),
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) and the, Institut Catala d’Oncologia,
Barcelona / Spain, in six selected countries in Latin America and the Caribbean:
Argentina, Brazil, Chile, Colombia, Mexico and Peru, whose results were released so
far still in the form of a report (Constenla, 2008), highlights in its conclusions that
despite the introduction of the vaccine is cost-effective for all countries (using the
criteria proposed by WHO), provided that with cost per girl vaccinated below R$ 75,
the spending on vaccine represent, even with this value, an important economic impact

for the countries (50).

The HPV vaccine appears to show partial cross-protection against other types
phylogenetically related to HPV 16 and 18, factor that should be seen as a benefit that
might occur in some individuals (51).A study conducted in Panama evaluated the cross-
protection of bivalent vaccine for HPV types phylogenetically related, considering the
correlation of HPV16 with HPV 31, 52, 58; and HPV18 with HPV45 - neutralizing
antibodies were identified for HPV types 31/45, but not for HPV types 52/58 (52).

The investigation of the genotypic diversity of HPV in a city or region is
important for the establishment of effective preventive strategies against cervical cancer
in terms of diagnostic procedures and prophylactic actions (22).

This study has some limitations, the characteristic of the population may be a
selection bias for the low prevalence of HPV. The fact that they often perform
preventive examinations ( with average interval of 1 year) and having permanent sexual
partners for more than five years characterizes this population as women with low risk
for cytological alteration and acquisition of HPV and it is important to note that none of

the study participants received the vaccine against HPV.

Further investigations are needed to increase the scope of the information
available, it is essential to know the factors that contribute to the regression, progression
and persistence of infection of the cervix by HPV, in the perspective of identify the
most vulnerable and at-risk groups for the disease, and so progress on guiding strategies

of public health policy through new population-based studies (21, 53).
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The prevalence of HPV infection depends on the population of women studied
(the general population, women in health services with normal cytology, women with
alterations in the cytology) and cytology technique or viral identification used (54).Data
on the geographical distribution, population characteristics and viral subtypes reveal
important aspects for appropriate screening programs and the real impact of vaccination
(55).

None of the genotypes found in this study comprises the HPV genotypes present
in the HPV vaccine. A new vaccine, known as HPV- 9 valent, is under development
with the purpose of include the HPV 31/33/45/52 and 58, of which HPV 45 and 58 were
identified in this and other studies conducted in Brazil (33; 38; 39; 49; 56).
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Table 1: Socio-demographic characteristics, risk factors and variables associated

Variables N % Mean  Standard deviation
HPV positive 27 (5.9)

Cytology positive 22 (4.8)

Sociodemographic

Age, per year/meant - 42.07 (40.90 - 43.24)
Single 161 (35.1)

BMI/meant - 27.16 (26.60 — 27.72)
State

MS 323 (70.3)

Other 135 (29.4)

Race

White 215 (46.9)

Brown 217 (47.3)

Black 19 (4.2)

Yellow 7 (1.5)

Income

<R$788,00 235(51.3)

> R$788,00 223 (48.6)

Education

Iliterate 19 (4.2)

Elementary School 215 (46.9)

High School 162 (37.3)

Higher Education 62 (13.5)

History of drugs

Ilicit drugs 1(0.2)

Alcohol Consumption 68 (14.8)

Smoker 51(11.1)

Factors associated

Homosexual 9(1.9)

Condom use 103 (22.4)

STD 33(7.3)

HIV + 8 (1.7)

Contraceptive use 137 (29.9)

Gynecological surgery 141 (30.7)

Prescription drugs 137 (29.9)

Age of 1st intercourse/meant - 17.37 (17.05-17.69)
No. of partners/meant - 1.36 (1.19-1.53)
Last preventive/mean+ - 1.74 (1.49-1.99)
(frequency/year)

No. of children/meanx - 231 (2.16-2.46)
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Abbreviations: BMI — Body Mass Index, MS — Mato Grosso do Sul, HPV- Human Papillomavirus, STD —Sexually

Transmitted Disease, HIV - Human Immunodeficiency Virus.



Table 2: Multivariate regression analysis of risk factors associated with infection by the Human Papillomavirus and cytological changes.

Cytology HPV
Variables Odds Ratio O_dds Ratio Odds Ratio O_dds Ratio
Gross value Adjusted value Gross value Adjusted value
Univariate Multivariate Univariate Multivariate

Sociodemographics
Age, per year
Education

Monthly income
Multiple partners
BMI

History of drugs
Alcohol Consumption
Smoker

Factors associated
Age of 1st intercourse
Homosexual

Condom use
Contraceptive use
Medication use

No. of partners

STD

HIV

HPV+

Cytological changes
No. of children
Normal birth
Abortions

Cesareans
Gynecological surgery
Last preventive
(frequency/year)

1.036 (1.001 — 1.070)
1.319 (0.558 — 3.118)
1.388 (0.814 — 2.368)
0.525 (0.222 — 1.240)
1.003 (0.934 — 1.077)

4.283 (1.753 — 10.464)
1.237 (0.353 — 4.335)

2.261 (0.992 - 5.503)

0.919 (0.430 — 1.964)
1.714 (0.714 - 4.113)
0.839 (0.321 — 2.192)
0.953 (0.805 — 1.128)
1.236 (0.276 — 5.531)
2.837 (0.334 — 24.126)
7.196 (2.554 — 20.274)

1.494 (1.063 — 2.099)
1.119 (0.844 — 1.484)
1.210 (0.552 — 2.651)
1.623 (0.980 — 2.688)
0.812 (0.311 — 2.120)
1.309 (0.992 — 1.726)

4.358 (1.688 — 11.249)*

4.877 (1.544 — 15.404)*

1.018 (0.987 — 1.049)
1.033 (0.474 — 2.249)
0.888 (0.548 — 1.438)
4.834 (2.066 — 11.310)
0.992 (0.929 — 1.061)

0.384 (0.161 — 0.916)
0.526 (0.190 — 1.455)

1.999 (0.900 — 1.153)
0.206 (0.041 — 1.045)
0.706 (0.354 — 1.408)
1.014 (0.433 - 2.377)
0.710 (0.316 — 1.593)
1.075 (0.929 — 1.061)
0.951 (0.215 — 4.214)
0.429 (0.051 — 3.616)

7.196 (2.554 — 20.274)
0.964 (0.755 — 1.231)
0.988 (0.788 — 1.238)
1.327 (0.786 — 2.241)
0.979 (0.696 — 1.378)
0.534 (0.243 - 1.172)
1.019 (0.900 — 1.153)

4.834 (2.066 — 11.310)*

52

* Adjusted for the significant range of the interaction between the variables (p = 0,01). Abbreviations: BMI — Body Mass Index, HPV- Human Papillomavirus, STD —
Sexually Transmitted Disease, HIV - Human Immunodeficiency Virus.



Table 1: Frequency of viral subtypes in cytological changes

Viral subtypes

Cytology

Without cytological changes

With cytological changes

1 0
30 3,70 0,00
4,76 0,00
3 2
51 11,11 7,41
14,29 9,54
3 0
53 11,11 0,00
14,29 0,00
3 3
58 11,11 11,11
14,29 14,29
1 0
59 3,70 0,00
4,76 0,00
1 0
61 3,70 0,00
4,76 0,00
0 1
66 0,00 3,70
4,76 16,77
2 0
70 7,41 0,00
9,54 0,00
3 1
83 11,11 3,70
14,29 16,77
1 0
87 3,70 0,00
4,76 00,00
2 0
91 7,41 0,00
9,54 0,00
20 6

Total
74,00 22,22
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Figure 1: Distribution of Basic Units of Family Health in the urban perimeter of the city of Dourados, MS.
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6. ANEXOS
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6.1 Anexo 1: Divisdo da familia Papilomaviridae em géneros e espécies.

Género Espécie Prir_lcipais Outros tipos Ris~co oncogénico e sitio de
tipos lesOes
1 HPV 32 HPV 42 Bai>_<o risco. Mucosa oral ou
genital.
HPV 3
HPV 28 Baixo risco. Lesfes cutaneas
2 HPV 10 HPV 29 nas mucosa§
HPV 78 '
HPV 94
HPV 72
HPV 81
HPV 83
HPV 84 Baixo risco. Les6es mucosas.
3 HPV 61 *candHPV 62
candHPV 86
candHPV 87
candHPV 89
4 HPV 2 HPV 27 Baix9 risco..V(_-:‘rrugas puténeas
HPV 57 e lesbes genitais em criangas.
HPV 51
5 HPV 26 HPV 69 Alto risco. Lesdes mucosas.
HPV 82
Alpha-papillomavirus HPV 30
6 HPV 53 HPV 56 Alto risco. Lesdes mucosas.
HPV 66
HPV 39
HPV 45
7 HPV 18 EE& gg Alto risco. Lesdes mucosas.
HPV 70
candHPV85
HPV 40 Baixo risco. LesOes cutaneas e
8 HPV 7 HPV 43 mucosas. Lesdes cutaneas e
candHPV 91 | mucosas em HIV positivo.
HPV 31
HPV 33
9 HPV 16 EE& gg Alto risco. Lesdes mucosas.
HPV 58
HPV 67
HPV 11 Baixo risco. Lesdes mucosas.
10 HPV 6 HPV 13 Relatos do HPV 6 em

HPV 44

carcinoma verrucoso.
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HPV 74
**pPcPV
11 HPV 34 HPV 73 Alto risco. Lesdes mucosas.
12 ***RIPV 1 B Macaco Rhesus. Lesdo mucosa
genital.
13 HPV 54 - Baixo risco. Les6es mucosas.
14 canglc-)lPV - Baixo risco. Les6es mucosas.
15 HPV 71 - Baixo risco. Les6es mucosas.
HPV 8
HPV 12
HPV 14 . N
HPV 19 Ma!s frequente em lesbes
HPV 20 cutant_aas. Comlﬂmente
1 HPV 5 APV 21 assquado a _Iesoes_ em EV
HPV 25 (Eplde.rmodlspla3|a _
verruciforme) ou pacientes
HPV 36 imunodeprimidos.
HPV 47
HPV 93
Beta-papillomavirus HPV 15 i
HPV 17 Mais frequente em lesdes
HPV 22 cutaneas.
2 HPV 9 HPV 23 Comumente associado a lesdes
HPV 37 em EV ou pacientes
HPV 38 imunodeprimidos
HPV 80
3 HPV 49 EE& ;g Lesdes cutaneas benignas
4 candHPV92 — Lesdes cutaneas malignas
5 candHPV96 Lesﬁe; cuténeas pré- malignas
e malignas.
HPV 65 Lesdes cutaneas. Corpos de
inclusdo intracitoplasmaticos
! HPV 4 HPV 95 homogéneos histologicamente
" . distintos
Gamma-papillomavirus 2 HPV 48 - Lesbes cutaneas
3 HPV 50 - LesOes cutaneas
4 HPV 60 — Lesbes cutaneas
5 HPV 88 - LesOes cutaneas

* HPVs clonados e caracterizados a partir de produtos de PCR sdo denominados "Candidatus HPVs" (cand HPVS) por
convencéo e de acordo com as diretrizes do Comité Internacional em relagdo a taxonomia (16).** Papilomavirus chimpanzé
pigmeu (PCPV - pygmy chimpanzee papillomavirus-).*** Papilomavirus Macaco Rhesus (RhPV - rhesus papillomavirus
type - ). A tabela mostra a divisdo da familia Papilomaviridae em géneros e espécies, apresentando somente 0s géneros de
maior importancia. Estdo representados nesta tabela um tipo de cada espécie, outros tipos de papilomavirus pertencentes a
estas espécies, e propriedades bioldgicas e patologicas de cada espécie de acordo como apresentado por de Villers et al. (2004)
(36). Os representantes da espécie foram escolhidos quer porque eles sdo o tipo mais abrangente investigados, ou porque
representam melhor as espécies, ou porque ha apenas um tipo de que tdxon para cada espécie.
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6.2 Anexo 2: Algoritmo para a genotipagem do HPV segundo Nobre et al., 2008.
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No algoritmo, cada caixa representa uma reagdo de restricdo usando uma enzima especifica

representam os possiveis resultados quando a digestdo ndo ocorre, enquanto as linhas

. As linhas continuas

pontilhadas (- - -)

representam os possiveis resultados quando ocorre a digestdo. Em duas situacdes especificas (designadas por 1 e

2), as linhas também representam o possivel resultado quando a digestdo origina um fragm

ento de RFLP maior
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do que 420 ph. O tipo de HPV ¢ identificado em dois passos: (1) analise sequencial de ocorréncia / ndo
ocorréncia de Pstl, Haelll, Ddel e reac¢des de restricdo Rsal e (2) posterior comparacdo dos fragmentos de
restricdo obtidos por digestdo com Rsal com os tamanhos esperados (entre parénteses) definidos para cada tipo
de HPV. Nos casos em que a digestdo Rsal ndo ocorre (grupos B, C e H), ou quando dois ou mais padrdes de
HPV presentam Rsal-RFLP semelhantes (os grupos A, D, E, F, G, 1), o tipo de HPV pode ser identificado por
comparacdo dos tamanhos dos fragmentos de restricdo obtidos por Ddel ou a digestdo por Haelll ("padrédo de
confirmagdo™) R.J. Nobre et al. / Journal of Clinical Virology 42 (2008) 13-21 (88).



6.3 Anexo 3: Tabela 2. Prevaléncia da infeccdo por HPV em Regides do Brasil

Fatores de risco

Metodologia de

Estudo Cidade/Estado N Faixa etaria ) o Tipo Viral Caracteristica da populacdo
associados diagndstico
Vieiraetal., 2015 PCR 03 i
Belém, PA 265 18a55 Mudltiplos parceiros 61/82 Avaliagao de rotina
(92). MY09/11 Pacientes assintomaticas
Silva & Ribas-Sil Uso de Na
ilva ibas-Silva, L do a0 i
2013 (93) Ubiratd, PR 2.604  14a0s70 anticoncepcional, BPI’Oﬂt(lj.Iar(;OZ/ entificad Avaliagdo de rotina
. anco de dados identificado i i At
multiparidade Pacientes assintomaticas
Figueiredo et al., 2013 PCR iac3 i
Goiania, GO 432 15a19  Mdltiplos parceiros 16/18/31/51 Avaliagao de rotina
(94). PC24/27 Pacientes assintomaticas
Oliveiraetal., - .
Rio Grande, RS~ 302 >de14 Idade PCR 16/58 Avaliagdo de rotina
2013 (95). MY09/11 Pacientes assintomaticas
Séo Paulo e Nao iaca i
Rama et al., 2008 (11). . 2.300 15a65 Mdltiplos parceiros  captura Hibrida o Avaliaggo de rotina
Campinas, SP identificado Pacientes assintomaticas
Entiauspe et al., 2014
Augusto et al., 2014 ine3 i
J Niteroi, RJ 351 17a79 N&o identificado PCR 16 Avaliago de rotina
97). MY09/11 Pacientes assintomaticas

59



Miranda et al., 2012

(98).

Girianelli et al.,
2010(99).

Coser et al., 2013(15).

Camara et al.,

2003 (100).

Noronha et al,
2011(101).

QOuro Preto, MG

Duque de Caxias e

Nova Iguagu, RJ
Alta Cruz, RS
Distrito

Federal, DF

Belém, PA

569

2.056

337

159

1.021

18-75

25a59

13a82

17a73

30a45

Mudiltiplos parceiros

Nao identificado

Menores de 40 anos

Alteracoes

citologicas

PCR
MY09/11

Captura Hibrida

PCR
SB01/02

PCR
MY09/11

16

Néo

identificado

16/33/61/62

58/31

16/58

60

Avaliacéo de rotina

Pacientes assintomaticas

Avaliacdo de rotina

Pacientes assintomaticas

Avaliacéo de rotina

Pacientes assintomaticas

Ambulatério de ginecologia

Avaliacéo de rotina

Pacientes assintomaticas
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6.4 Anexo 4: Normas de publicacdo do periddico.
The Journal of Infectious Diseases

JID publishes research results on microbiology, immunology, epidemiology, and related disciplines; on the pathogenesis, diagnosis, and
treatment of infectious diseases; on the microbes that cause them; and on disorders of host immune responses.
Scope

Published continuously since 1904, The Journal of Infectious Diseases (JID) is the premier global journal for original research on
infectious diseases. The editors welcome Major Articles and Brief Reports describing research results on microbiology, immunology,
epidemiology, and related disciplines, on the pathogenesis, diagnosis, and treatment of infectious diseases; on the microbes that cause them; and
on disorders of host immune responses. JID is an official publication of the Infectious Diseases Society of America.
Normas para elaborag¢éo do Manuscrito

O guia com informacdes e normas para elaboracdo do manuscrito para publicacdo encontra-se disponivel em:

https://academic.oup.com/jid/pages/General_Instructions
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6.5 Anexo 5: Autorizacdo para realizacdo da pesquisa
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MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
FACULDADE DE CIENCIAS DA SAUDE

RESOLUGAO N° 193, DE 02 DE SETEMBRO DE 2013

O Presidente do Conselho Diretor da Faculdade de Ciéncias da Salde, da
Fundagdo Universidade Federal da Grande Dourados, no uso de suas
atribuigdes legais, RESOLVE:

Manifestar-se favordvel aos pareceres emitidos da Comissio de Pesquisa
Faculdade de Ciéncias da Salide/FCS, abaixo relacionados:

e Parecer n® 72/213 - projeto inicial: “Caracterizagdo da Infeccdo pelo
Papilomavirus Humano em mulheres em idade reprodutiva na cidade de
Dourados”, coordenado pela prof. Fabio Juliano Negrdo;

e Parecer n® 74/2013 - projeto inicial: “Efeitos do consumo da farinha de
banana verde por adultos saudaveis”, coordenado pela profa. Livia
Gussoni Basile;

e Parecer n 76/2013 - projeto inicial: “Avaliagdo da toxicidade, citoxicidade
€ genotoxicidade do dleo da acrocomia aculeata (jacq.) Lodd. Ex.mart
em ratos através dos testes de toxicidade aguda, toxicidade sabaguda,
toxicidade reprodutiva, ensaio do cometa, teste do micronlcleo e
sistema teste alluim cepa , coordenado pelo Prof.2 Silvia Aparecida
Oesterreich;

Julio Henrique Rosg Croda

Presidente do Conk Diretor da Faculdade 'de Ciéncias da Salde
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UF
GD

FUNDAGAO UNIVERSIDADE
FEDERAL DA GRANDE éw me
DOURADOS/UFGD-MS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Timle da Pesquisa: Caracterizagio da Infecglo pelo Papllomavirus Humano em mulheres em idade

reprodutiva, atendidas nas unidades de estratégia de salde da familia, no municiplo de

Dourados - MS

Pesquisador: Fabio Juliano Megrao
Area Tematica: Genética Humana:

(Trate-se de pesquisa envolvendo Gendtica Humana que ndo necessiia de andlise

elica por parte da COMER;);

Versdo: 4

CAAE: 00931113.4.0000.5160

Institulgas Proponante: Fundagsn 1ink

Patrocinador Principal: FeculdiConfl

Fazuso de anticoncepcional 7

Qual?

Se sim, ha quanto tempo?

Cual DST?

Bealizoutratamento?

(anos)
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6.6 Anexo 6: Aprovacgdo do comité de ética em pesquisa

6.7 Anexo 7: Questionario utilizado na pesquisa

Bloco D -Resultados

Citologia

PCE -HFV

FFLPF - sorotipo

Emdorogn:  Fum Mehin Jones, 840
Bairro:  Jaedim famiEnioa

WF: WS Mumicipio: DO

Telefone: [ETIEA4I0TEEY

T O e e e

MNumero de abortos

[] Células escamosas atipicas (ASC)

[ Céhlas escamosas atipicas de significado
Indetermina do (ASC-US)

[] Lesiomntra-epitelial escamosa de baixo gran
(LSIL)

[ Lesiomtra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL)

[ Atipia das células glandulares (AGC)

[ Adenocarcinoma in situ (AIS)

[ Nommal

[ Positiva
[ Negative
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6.8 Anexo 8: Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Caracterizacdo da Infec¢do pelo Papilomavirus Humano em mulheres em idade reprodutiva, atendidas nas unidades de estratégia de salde da
familia, no municipio de Dourados - MS.

A Sra. estd sendo convidada a participar do projeto ,mnde pesquisa “Caracteriza¢do da Infeccdo pelo Papilomavirus Humano em mulheres em idade reprodutiva,
atendidas nas unidades de estratégia de satde da familia, no municipio de Dourados - MS. ”

Esta pesquisa é de responsabilidade do Prof. Dr. Fabio Juliano Negréo pertencente a Universidade Federal da Grande Dourados - UFGD e foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UFGD com o nimero de protocolo - 00931113.4.0000.5160.

Esta pesquisa sera realizada para descobrir se a senhora tem alterages pré-cancerigenas e possui a contaminagdo pelo virus do cancer do colo do Utero, determinar qual € o

tipo desse virus e avaliar como certos habitos de vida podem influenciar em ter a doenga. Também vamos testar qual é o método mais eficaz para dar o diagnéstico das

alteragdes e do HPV. Essa pesquisa sera realizada somente com as pacientes atendidas pelas Unidades de Estratégia da Saide da Familia.
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A descoberta inicial das alteragdes no papanicolaou e da infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV), doenga sexualmente transmissivel, impede de se transmitir o virus e o
desenvolvimento do cancer de colo de Gtero (o HPV é responsavel por aproximadamente 90% dos casos de cancer de colo de Utero). Espera-se que 25 a 50% da populacdo
mundial estejam contaminadas. As pesquisas sobre HPV sdo a chave para compreender sobre as amplas variages na existéncia de cancer cervical no mundo, importantes para
mapear o verdadeiro cenario em nosso pais; novos estudos em outras regides do Brasil serdo indispensaveis para se avaliar em que regides é mais urgente desenvolver formas
de prevencdo da infeccdo por HPV.

Seu nome ndo sera revelado e os resultados dos exames serdo utilizados apenas para a realizacdo da pesquisa, que sera divulgada em revistas cientificas para auxiliar em
outras pesquisas da mesma categoria.

Se a senhora aceitar participar da pesquisa, ira responder a um questionério que serd aplicado por pesquisadores treinados e identificados, podendo haver desconforto em
relagdo as perguntas e ao tempo para responder. Em seguida a Senhora iré realizar o exame de Papanicolaou que consiste na coleta de células do colo do utero por meio de
uma pequena escova para verificar se ha alteragdes nestas células. Também ser feito o teste do acido acético; durante 0 exame ginecoldgico, para este teste aplica-se acido
acético diluido no colo do Utero, permitindo que células alteradas se apresentem com uma coloragdo esbranquigada, podendo ser observadas a olho nu. Se encontradas
alteragdes no exame de Papanicolaou seré feita a conizagdo que é um procedimento cirdrgico que possibilita a retirada de lesdes do colo do Gtero. Utilizaremos outra escova
endocervical para coletar a secrecdo vaginal e analisar a contaminacéao pelo virus do HPV. Toda a coleta serd feita por uma médica ginecologista.

Os riscos da sua participacdo sdo o constrangimento de realizar o exame e também um abalo emocional caso seu diagnostico seja positivo. O exame serd no posto de salde,
com todos os cuidados higiénicos, utilizacdo de materiais descartaveis para coleta e realizado por profissionais experientes, haver4 o acompanhamento de um psicélogo caso
seja necessario.

Se a senhora ndo se sentir a vontade para responder a alguma pergunta do questionario, podera informar isso para a pesquisadora, que ira interromper 0s questionamentos ou
entdo passar para a proxima pergunta.

Os beneficios para a senhora sdo o encaminhamento pelo SUS para o tratamento adequado caso o seu diagnostico seja positivo. Isso ird colaborar para a melhoria da sua
qualidade de vida, e também para a assisténcia médica realizada no posto de satde.

A senhora ndo tera nenhuma despesa e ndo receberd nenhum pagamento para participar desta pesquisa, e pode se retirar dela a qualquer momento. Isso ndo ira prejudicar o
andamento de seu tratamento nem atendimentos posteriores realizados nos postos de salide. Caso ocorra algum dano relacionado a sua participacdo na pesquisa, esta garantido

seu direito legal a indenizacdo. Sempre que julgar necessario vocé podera entrar em contato com o pesquisador responsavel pelo estudo.
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Este termo seréa feito em duas vias, e uma delas ficard com a senhora.

Contatos:

Pesquisadores Responsaveis: Prof. Fabio Juliano Negrdo. Endereco: Universidade Federal da Grande Dourados: Rodovia Dourados - Itahum, km 12, Dourados/MS.
Telefones: (67) 8128-0615. Médico Responsavel Prof. Dr. Luis Augusto Freire Lopes Endereco: Universidade Federal da Grande Dourados: Rodovia Dourados - Itahum, km
12, Dourados/MS. Telefones: (67) 9119-5205.

Comité de Etica em Pesquisa da UFGD: Endereco: Universidade Federal da Grande Dourados: Rodovia Dourados - Itahum, km 12, Dourados/MS. Telefone: (67) 3410-
2328.

Dados Pessoais da Parcipante:
Eu, , RG n° , declaro ter sido informado e concordo em participar,

como voluntario, do projeto de pesquisa acima descrito.
Endereco:

Telefone:

() Eu quero receber o resultado do exame para HPV

() EuNAO quero receber o resultado do exame para HPV.

() Permito o armazenamento do material coletado para pesquisas futuras
Dourados, de de

Assinatura do Participante Voluntario Assinatura do Pesquisador Responsével
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