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INCIDENCIA DOS GENOTIPOS 16 E 18 DO HPV EM MULHERES DE CIDADE DA
REGIAO AMAZONICA!

INCIDENCE OF HPV GENOTYPES 16 AND 18 IN WOMEN IN CITY AMAZON REGION

Lacy Cardoso de BRITO JUNIOR? Ludmila Marcia Sousa do NASCIMENTO?, Bruna Pedroso TAMEGAO
LOPES*, Aldemir Branco de OLIVEIRA FILHO®, Claudio Guedes SALGADO® e José Alexandre Rodrigues
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OBJETIVO: estudar a incidéncia dos genétipos 16 e 18 do HPV em mulheres, com ou sem
citologia associada a efeito citopatico compativel com HPV, provenientes do municipio de
Barcarena - Pard. METODO: participaram deste estudo 50 voluntarias, através de coleta cérvico-
vaginal para realizacdo de PCR-RT para HPV 16 e 18, e citologia convencional. RESULTADOS: a
citologia mostrou prevaléncia de 02/50 casos de LSIL/NICI, associadas ao efeito citopatico
compativel com HPV. O genétipo 16 do HPV ocorreu em 04/05 casos e 0s genotipos 16/18
ocorreram em 01/05 casos, principalmente em mulheres que apresentavam lesdes do tipo ASC-US
ou LSIL/NIC 1. CONSIDERACOES FINAIS: a presenca de alteracdes citoldgicas do tipo ASC-
US ou LSIL/NIC I (p=0,0166) representou um importante alerta para a possivel infec¢do pelos tipos
16 e 18 do HPV.

DESCRITORES: teste de Papanicolaou, sondas de DNA, HPV, PCR

INTRODUCAO

A Amazonia vem sendo alvo, nas
Gltimas  trés  décadas, de intensas
transformacdes no seu ecossistema. Muitas
decorrentes da atividade migratoria de
individuos em busca de oportunidades de
emprego a partir da abertura de rodovias,
exploragdo  mineral,  construcbes  de
hidrelétricas e instalacdo de grandes projetos
agricolas. Este  éxodo resultou em
crescimento populacional desordenado das
areas exploradas, e influenciou nas condices
de saude da populacdo local com o
aumentando de doencas  sexualmente

transmissivas (DST)!, como o Papiloma
Virus Humano (HPV).

Mundialmente, o HPV tem sido
detectado em aproximadamente 10% a 20%
da populacdo feminina sexualmente ativa
entre 15 e 49 anos de idade>***°. Com os
tipos de alto risco (gendétipos 16 e 18), de
reconhecida capacidade de transformacéo
neoplésica, sendo detectados na grande
maioria dos casos de cancer cervical
invasivo®’.

A infeccdo pelos tipos virais de alto
risco do HPV é uma das condigdes
necessarias, porém, nao a Unica para O
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desenvolvimento de  uma  neoplasia
cervical®®**, Outros fatores como a alta
paridade, persisténcia da infeccdo, estado
imunoldgico, uso prolongado de
contraceptivos orais e o tabagismo® tem sido
associados a capacidade de transformacéo
neoplasica deste virus .

Inmeras sdo hoje as estratégias e
metodologias disponiveis na salde no sentido
de aumentar a prevencdo e rastreamento
precoce do céncer de colo do Gtero. Dentre
estas as mais importantes sdo as técnicas de
rastreamento ou screening (exame de
Papanicolaou ou de base liquida), a
colposcopia, cervicografia e os testes de
deteccdo do DNA de HPV por técnicas de
PCR (Reacéo em Cadeia
POlimeraSE)g'lo'll'lz’ls'14’15.

Destes métodos o0 exame de
Papanicolaou continua sendo considerado
hoje o mais efetivo e eficiente a ser aplicado,
coletivamente, em programas populacionais
de rastreamento do cancer cérvico-
uterino®%1718,

Os testes de screening por citologia
de base liquida®*?#? e a detecgdo do DNA
do HPV por PCR embora permitam uma
melhor deteccdo deste patdgeno ainda s&o
muito caros e ndo estdo totalmente
disponiveis a populagdo em geral 312232,

OBJETIVO

Avaliar a incidéncia dos genotipos 16
e 18 do HPV em mulheres provenientes do
municipio de Barcarena — Pard, sem lesdes
clinicas aparentes de cérvice uterina, com ou
sem citologia ginecoldgica associada a efeito
citopético compativel com HPV, juntamente
com dados epidemioldgicos como idade,
escolaridade e tipo de ocupagéo.

METODO

Amostra populacional

Participaram, voluntariamente, deste
estudo 50 mulheres, provenientes das zonas
urbanas e rurais da cidade de Barcarena e
regido, encaminhadas para Exame de

Papanicolaou de rotina na Unidade Mista de
Saude de Barcarena — Para.

Todas as pacientes receberam
informagfes quanto aos procedimentos
realizados (Exame de  Papanicolaou,
convencional e de base liquida, PCR para a
presenca de HPV dos sorotipos 16 e 18) e da
utilizacdo dos dados para esta pesquisa,
através de esclarecimentos verbais e por
escrito na assinatura do Termo de
Consentimento Livre e  Esclarecido,
promulgado pela Comissdo de FEtica do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
da Universidade Federal do Para (196/2004).

Coleta e andlise do material biolégico

Foi utilizado o Sistema DNA-
CITOLIQ (DIGENE), de exame citologico de
base liquida, para a coleta do material
cérvico-vaginal, utilizando-se o  quite
composto de tubete com 1ml de solugéo
Universal Collection Medium (UCM) e
escova endocervical. Ap6s a coleta, o
material foi conservado a 4° C para posterior
confecgdo das laminas e extracdo do DNA
viral.

A padronizagdo das técnicas de
confeccdo e coloracdo das laminas de
citologia de base liquida seguiram as
indicagbes do fabricante e os resultados
obtidos descritos segundo a Classificacdo de
Bethesda, através de estudo duplo cego por
citopatologistas do Laboratorio de Patologia
Geral — Imunopatologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFPA, sendo
considerados  positivos para  alteracdes
sugestivas de efeito citopatico compativel
com HPV aqueles concordantes pelos dois
observadores.

Extracdo de DNA Viral e identificagdo dos
genotipos 16 e 18

O DNA viral contido nas células
armazenadas nos tubetes de coleta para
citologia de base liquida foi extraido
utilizando o quite comercial QlAamp DNA
Mini Kit (Qiagen) seguindo as instrucbes do
fabricante. A identificacdo dos genétipos 16 e
18 do HPV foi feita por PCR em tempo real,



em todas as pacientes deste estudo,
empregando o sistema TagMan® (Applied
Biosystems, Foster City, CA) tendo como
alvo o gene E1 do HPV.

As reacOes de genotipagem foram
preparadas utilizando iniciadores (PF16,
PR16, PF18 e PR18) e sondas especificas
(PB16 e PB18) para 0s gendtipos 16 e 18 do
HPV (Tabela 01), e o conjunto de reagentes
do kit comercial TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA), contendo nucleotideos, tampdo,
UNG, AmpliTaq®, referéncia passiva (ROX),
de acordo com as instrucfes do fabricante.

Tabela 01 Sequéncias nucleotidicas de
iniciadores e sondas utilizadas para identificar
0s genotipos 16 e 18 do HPV

RESULTADOS

A andlise citologia realizada mostrou
a maior prevaléncia (40/50) de casos
associados a processos inflamatorios (Tabela
2), principalmente em mulheres com idades
entre 20 e 37 anos (25/50).

Com apenas 02/50  mulheres
apresentando no Exame de Papanicolaou
Lesdes Escamosas de Baixo Grau (LSIL) /
Neoplasias Intraepiteliais Cervicais de Grau |
(NIC 1) associadas a efeito citopético
compativel com HPV. As quais se
encontravam na faixa etaria de 20 a 25 anos,
se declararam estudantes e tinham
escolaridade compativel com o 2° Grau
completo (Tabela 2).

Inslglsgggf o Seqiiéncias nucleotidicas (5°—>3”)

PF16 GCCTACGATAATGACATAGTAGACGATAG
PR16 ACAATCCTTTACAATTTTTGCCTGTGAA
PF18 TGTCAGAAATGGTACAATGGGCATT

PR18 TGTTGCTGTCTGCTAATAAGGCATA

PB16* FAM-CAATTGGCAGACACTAATAG-TAMRA
PB18* FAM- GATATGGCATTTGAATATG -TAMRA

Cada reagdo foi composta por 15 pL
de Master Mix, 10,5 pL de agua, 1,5 pL de
conjunto de iniciadores e sonda para cada
genotipo (assay-by-design) e 3uL. de DNA. A
reacdo foi realizada na plataforma ABI
PRISM 7000 (Applied Biosystems, Foster
City, CA), com o seguinte protocolo de
ciclagem: um ciclo de 50°C por 2 minutos;
um ciclo de 95°C durante 10 minutos; 50
ciclos de 90°C durante 50 segundos e 60°C
durante 1 minuto.

Andlise estatistica

Os  resultados  citolégicos e
moleculares da infeccdo pelo HPV foram
agrupados e analisados no programa BioEstat
versdo 5.0, utilizando o teste exato de Fisher
e 0 "Screening Test" visando determinar a
especificidade/sensibilidade dos métodos.
Sendo considerado significativo para valor de
p <0,05.



TABELA 2 — Distribuicdo das caracteristicas de
mulheres provenientes do municipio de Barcarena
- Para (faixa etaria, ocupacdo e grau de
escolaridade) segundo os resultados de Exame de
Papanicolaou.

Resultado do Exame de Papanicolaou

TABELA 3 — Distribuicdo das caracteristicas
moleculares e genotipicas do HPV encontrado em
mulheres provenientes do municipio de Barcarena
— Pard, segundo a presenca de citologia
caracteristica de lesdes celulares limitrofes e pré-
malignas com ou sem associacdo a efeito
citopatico compativel com HPV.

Indicador Normal Inflamatéria HPV
Total

Faixa Etéaria:
<20 1 3 -- 4
20-25 1 9 2 12
26-31 1 9 -- 10
31-37 3 7 -- 10
38-43 1 4 -- 5
44-49 1 3 -- 4
Acima 50 -- 5 -- 5
Total 08 40 50
02
Ocupacéo
Domestica 3 15 -- 18
Lavradora -- 6 -- 6
Comerciaria -- 1 -- 1
Professora 1 4 -- 5
Administrativ 2 7 - 9
0
Artista - 2 -- 2
Estudante 2 5 2 9
Total 08 50
02
Escolaridade:
1°G.incomple 2 18 -- 20
to
1° G.completo 1 5 - 6
2°G.incomple -- 1 -- 1
to
2° G.completo 3 14 2 19
3°G.incomple 2 2 -- 4
to 08 40 02 50
Total

Fonte:  Laboratério de Patologia Geral -

Imunopatologia do ICB da UFPA.

Em relacdo ao diagndstico molecular
(PCR) para a presenca dos gendtipos 16 e 18,
do HPV observou-se a presenca de material
viral em 05/50 casos. Com o gendtipo 16
ocorrendo em 04/05 casos e a associacao dos
gendtipos 16/18 ocorrendo em 01/05 dos
casos. Principalmente em mulheres que
apresentavam Lesdes Celulares Escamosas de
Significado Indeterminado (ASC-US) (02/05)
ou LSIL/NIC I (03/05) (Tabela 3).

Alteracéo Agentes PCR
Citologia (gendtipo)
ASC-H B. curtos Negativo
LSIL/NIC I**  B. curtos* HPV 16
LSIL/NIC I**  HPV HPV 16
ASC-US** B. curtos* HPV 16
LSIL/NIC I**  G.vaginalis* HPV 16
LSIL/NIC | T.vaginalis + Negativo
HPV
ASC-US** G.vaginalis HPV 16/18
+T.vaginalis*
Total 07 07
*p=0,1075
**p=0,1075

Legenda: PCR — Reacdo em cadeia Polimerase;
LSIL/NIC | - Les&o intra-epitelial escamosa de baixo
grau / Neoplasia Intraepiteliais Cervicais; ASC-US
(Atipias de Células Escamosas de Significado
Indeterminado); HPV — Efeito Citopatico compativel
com HPV; HPV 16/18 — Genoétipos 16 e 18 do
Papiloma Virus, ao mesmo tempo.

Quanto a analise, segundo o
"Screening Test" e o Teste Exato de Fisher
(p<0,05), foi evidenciado que o efeito
citopatico compativel com HPV (Teste Exato
de Fisher - p=0,1075) ndo é um achado que
represente  especificidade e/ou  mesmo
sensibilidade para o Exame de Papanicolaou
em relagdo ao PCR para os tipos 16 e 18 do
HPV. Enguanto que, a observacdo de
alteracOes citoldgicas dos tipos ASC-US ou
LSIL/ NIC 1 (Teste Exato de Fisher -
p=0,0166) sdo achados que representam um
alerta para a possivel infeccdo pelos
genotipos 16 e/ou 18 do HPV. Mesmo sem a
evidéncia de efeito citopatico compativel com
HPV no exame citolégico.

DISCUSSAO

Neste estudo observamos que a
presenca de PCR positivo para os gendtipos
16 ou 16/18 de HPV esteve diretamente
relacionado a mulheres adultas-jovens, com
média de idade 27,4 anos, inicio da vida



sexual em torno dos 17 anos, escolaridade
compativel com 2° grau completo, que se
declaravam estudantes (dados ndo mostrados)
e que apresentavam alteragdes citoldgicas dos
tipos ASC-US ou LSIL/NIC I, mesmo sem a
evidéncia de efeito citopatico compativel com
HPV.

Dados concordantes com a literatura
gue aponta o inicio precoce da vida sexual e a
presenca de Lesdes do tipo LSIL/NIC | como
alguns dos principais fatores associados a
presenca de HPV dos tipos 16 e
184,6,7,8,10,16,25,26.

A presenca de PCR positivo para 0s
gendtipos 16 ou 16/18 do HPV associado a
co-infeccdo com outros agentes infecciosos,
como G. vaginalis, bacilos curtos e T.
Vaginalis, também observados neste estudo, é
um achado freqiiente na literatura®3*+%.

Murta et al”’ e Cox* em seus estudos
esclarecem que a presenca de co-infecgdes
genitais é um fator importante, e facilitador,
para a proliferacdo celular para o virus HPV.

Discacciati et al”® e Rama et al” em
seus estudos, por sua vez, referem ainda que a
freqiiéncia de anormalidades citoldgicas
cervicais associadas ao HPV, apfs a
conizagdo, eram maiores em pacientes com
vaginose bacteriana anteriores a conizag&o.
Sugerindo que esta associacdo de HPV em
co-infeccdo com outros agentes aumenta 0s
riscos de anormalidades citoldgicas cervicais.

Freitas et al”® em seus estudos com
mulheres de Belo Horizonte, Minas Gerais -
Brasil, relataram que o HPV 16 foi o genotipo
viral mais freqiientemente associado a lesdes
do tipo LSIL/ NICI.

Rama et al’, em seus estudos
demonstraram que existe uma associagédo

importante entre mulheres com histérico de
infeccdo antiga por HPV de alto risco e
alteragOes celulares do tipo ASC-US, idade
inferior a 25 anos, tabagistas e com maior
numero de parceiros sexuais durante a vida.

Santos et al'’ descreveram também a
mesma relacdo entre a presenca de HPV de
alto risco e a presenca de ASC-US em
achados histologicos cervicais de 59
mulheres. Assim, estes autores recomendam a
utilizacdo de exames moleculares para
deteccdo do HPV para todas as pacientes que
apresentarem alteracBes citolégicas do tipo
ASC-US, mesmo sem a associacdo de efeito
citopatico compativel com o HPV.

CONCLUSAO

Observou-se que a incidéncia dos
gendtipos 16 e 18 do HPV por PCR-RT,
esteve diretamente relacionada a mulheres
jovens da cidade de Barcarena, com inicio
precoce da vida sexual, que se declaravam
estudantes e que apresentavam alteragdes
celulares dos tipos ASC-US e LSIL/ NIC |,
sem a associacdo a efeito citopatico
compativel com HPV.
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SUMMARY

INCIDENCE OF HPV GENOTYPES 16 AND 18 IN WOMEN IN CITY AMAZON REGION

Lacy Cardoso de BRITO JUNIOR, Ludmila Marcia Sousa do NASCIMENTO, Bruna Pedroso TAMEGAO
LOPES, Aldemir Branco de OLIVEIRA FILHO, Claudio Guedes SALGADO e José Alexandre Rodrigues de

OBJECTIVE: studying the incidence of HPV genotypes 16 and 18 in women, with or without
cytology associated with HPV, living in the municipality of Barcarena, Pard&. METHOD: fifty



volunteers participated in the study through cervicovaginal sampling for PCR-RT to test for HPV
16 and 18 and for conventional cytology of smears. RESULTS: cytology showed an incidence of
02/50 cases of LSIL/CINI associated with a cytopathic effect compatible with HPV. Genotype 16 of
HPV occurred in 04/05 cases and genotype 16/18 in 01/05 cases, mainly in women who showed
lesions of the ASC-US or LSIL/CINI type. CONCLUSIONS: the presence of cytological changes
of the ASC-US or LSIL/CINI type (p=0.0166) represents an important flag for possible infection by
HPV types 16 and 18.

KEY WORDS: Vaginal Smears, DNA Probes, PCR.
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