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RESUMO

O papilomavirus humano (HPV) é o agente da infeg@aialmente transmissivel mais
comum na adolescéncia em ambito mundial. O canzerotb do Utero, relacionado a esta
infeccdo, é a principal causa de morte no Maran@adiagnostico biomolecular usado € a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para detetgddPV. Propbe-se investigar a
frequéncia dos genotipos de HPV em adolescentessioo médio de uma escola publica de
Sdo Luis-MA, por diferentes métodos diagnésticosalRou-se um estudo transversal,
descritivo, em adolescentes, cursando o ensinoantedalizando 39 alunas com idade entre
15 a 19 anos no periodo julho de 2008 a junho @8.20tilizou-se questionario abordando
variaveis soOcio-demograficas e comportamento sexudealizou-se citopatologia,
colposcopia, colpobiopsia e genotipagem por PCRddesm toda amostra. O critério de
inclusdo compreendeu presenca de atividade sexasble nao inclusdo foram mulheres que
nao tiveram atividade sexual, positividade para ldlgravidez. Os dados foram avaliados e
transferidos para uma planilha no software Excél726 Epi-Info 6.04. Os dados sécio-
demograficos mostraram que a maioria das adolexestudadas tinha de 15 a 17 anos, era
de procedéncia urbana e estudantes em tempo iptegraranca e escolaridade entre 12 e 14
anos. Em 25 (64,1%) adolescentes, a sexarca ocamtes dos 16 anos (p=0,240), a metade
disse ter de uma a quatro relagdes sexuais senfpr8i982); um parceiro (51,3%), e dois a
trés parceiros (38,5%); 82% disseram nunca ter DI (p=0,704). Trés relataram
abortamento (p=0,463). Uma informou parto aos bsaQuanto as queixas ginecologicas, as
principais foram leucorréia (79,5%; p=0,016) e @ur(23,1%; p=0,928). Oito (20,5%)
relataram antecedentes de cancer familiar. A cotgma, nenhuma apresentou lesbes
vulvares ou vaginais, tendo sido diagnosticadoolesénor em sete adolescentes (17,0%). O
exame citopatolégico apresentou resultado inflanm#m 37 (94,9%) e LSIL/HPV em um
exame. A histopatologia foi realizada em 15 aluf#%5%), sendo que sete apresentaram
alteragbes sugestivas de HPV. A genotipagem foitipesem 29 alunas (74,3%), com
predominio para 14 gendtipos de alto risco em 2]4¢8) adolescentes, sendo eles: 16, 18,
31, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 82ridisdos em infec¢cdes multiplas coexistentes
e simples. Na avaliacdo da acuracia por PCR - Mestaalor preditivo positivo foi de
85,7% (verdadeiros positivos), e o valor preditivegativo foi de 12,5% (verdadeiros
negativos), técnica que fornece informactes didgadsUteis ao estudo do papilomavirus
como infec¢cdo multipla e simples.

Palavras-chave:Infec¢des por Papillomavirus. Reacdo em Cadeialianerase. Saude do

Adolescente. Educacao Sexual.



ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) is the agent of neashmon sexually transmitted infection
in adolescence worldwide. The cervical cancertedldo this infection, is the leading cause
of death in Maranh&o. The biomolecular diagnosedus HPV detection is the polymerase
chain reaction (PCR). It is proposed to investigate frequency of the HPV genotypes in
high school students from a public school in Sacs lay different diagnostic methods. We
conducted a cross-sectional study, descriptivedateacents in high school, totaling 39
female students aged 15 to 19 years in the penbd2D08 to June 2009. A questionnaire
covering socio-demographic and sexual behaviorwsasl. It was carried out cytopathology,
colposcopy, cervical biopsy and genotyping by Ne$R€R in each sample. The inclusion
criteria were presence of sexual activity and weweded women who had no sexual activity,
those with positivity for HIV and pregnant. The aatere transferred to a spreadsheet in the
software Excel 2007 and evaluated using Epi-In@#6The socio-demographic data showed
that most female adolescents studied was 15 teaisyold, they lived in urban area and they
were full-time students, they were white and hadosting from 12 to 14 years. In 25
(64.1%) adolescents, the first sexual intercoucseiwed before age 16 (p = 0.240), half said
to have among one and four sexual intercoursesvpek (p = 0.082), one partner (51.3%),
and two to three partners (38.5%), 82% reported baging had STDs (p = 0.704). Three
reported abortion (p = 0.463). One reported hagingn birth to 17 years. As for gynecologic
complaints, the main were leukorrhea (79.5%, pG1®) and pruritus (23.1%, p = 0.928).
Eight (20.5%) reported family history of cancer. édlposcopy, there were no vulvar or
vaginal lesions and we diagnosed minor injury imeseadolescents (17.0%). The Pap smear
result showed inflammation in 37 (94.9%) and LSIHPV in a test. Histopathology was
performed in 15 students (38.5%), and seven hadgesasuggestive of HPV. Genotyping
was positive in 29 students (74.3%), predominatttl{t4 high-risk genotypes in 21 (72.4%)
adolescents, namely: 16, 18, 31, 35, 39, 45, 5156258, 59, 66, 68, 82, distributed in
multiple coexisting and simple infections. In asseg the accuracy of Nested PCR, positive
predictive value was 85.7% (true positives), andatige predictive value was 12.5% (true
negatives), Nested PCR provides useful diagnostiormation to the study of human

papillomavirus, as multiple and simple infectionagmosis.

Keywords: Papillomavirus Infections. Polymerase i@Haeaction. Adolescent Health. Sex
Education.



Xi

SUMARIO

RESUMO ... etmm ettt e e e e ettt e e e e e e eemmmnsa e e e eeeesaan e aeaeennes IX

AB ST R A CT ettt r e e X

LISTA DE TABELAS ... ermm e e e e e e e ne e e Xiii

LISTA DE FIGURAS ...ttt e e et e e e eennanns Xiv

LISTA DE ABREVIATURAS ... eeeme ettt e e nmme s XV
1L 20051007\ T 1
3 A = T =7 0 1T ] oo [ = PP 6
B2 B - To | [0 1S3 1o o J OSSO URRTR 10
2 OBUIETIVOS ..ottt e e e e ettt e e e e e ee et e e e e e e eennnnsa e aaaeees 12
2.1 ODBJELIVO QEIAL......eeiiriiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e ea et n——————————_ 12
2.2 ODbjetiVOS €SPECITICAS .....uvvrrriiiiiiieie e e e e e e e e ettt e s s e e e e e e e e e e eeeeeeeessennnnn 12
3 PACIENTES E METODOS .....ocutiiiiiieieieietee st iessiebeasssa et 13
T o Tod [T o (T TP E PP P PRSP PPPPPPPPPPI 13
3.1.1 CritérioS d€ INCIUSAO. ......ceieiiiitieeeeeettie et e e e e e 13
3.1.2 CritérioS de NAO-INCIUSAO. ...........oommmmrrereeeeiiiitreeiee et e e s srre e e ee e e e 14
T @ U =T 1T0] o = o USSR PPRPPRPRt 14
3.3 EXAME FISICA. .. uueeeiii ittt e e 14
3.4 Citopatologia CErvIiCoOVagINGL........ccooeiiiieiieiiiceeee e e e e e e e e e e e ee e 15
3.5 Genotipagem por Reacdo em Cadeia de Polimerd8¥CR)-Nested...........cccceeeennn... 15
3.5.1 EXIrag8o 0 DINA .....ooeeiieiiiiii e ommmm ettt a e e e e e e e e 16
3.6 COIPOSCOPIA. ..cceeeeeieutiiuaaeaa e e e e e e e et ettt eee et e etaneeeee bttt e s s e e e e e e eeaeeeeeeeeeesesbennnneessennnnns 18
I T A 0o ][ o To] o] [0 o 1= - VPRSP 19
G C T =Y o= Tox (0TS = 1[0 o S 20
3.9 ANAIISE ESLALISTICA. ... uveeeeeeiiiiieie et e e e e enneeeas 21

4 RESULTADOS. ...t e s 22



Xii

4.1 Dados SOCIO-dEMOQGIAfiCOS.......ciiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e eaeeeeeeeas 22
4.2 Comportamento sexual € vida reprodutiVAa...............ceeeiiieeeeeeeeiieeeeeeeeiiieeeeeeeeeeieaees 22

4.3 Antecedentes familiares, habitos de vida, avatdo ginecoldgica, citopatologia,

[ofo][ oo lS{eXe] oJF= W =T =T 0] 1] 0= Vo 1] o WSO 23
B DISCUSSAO......cciiieieiieieieieieieteteteeses et saeasas et b et s et ettt e es st e b e e b ne e s s eneas 33
7 CONCLUSOES ..ottt eee s 42
REFERENCIAS ...ttt et bbbttt 43
APENDICE A — Termo de Consentimento Livre € EST&aI@....................cccceevevevenennane. 64
APENDICE B — FiCha ProtOCOI0 ..........c.c.u e cecseseseseseesiseseesessesessssssssssssasassessesenes 66
APENDICE C — Artigo cientifico submetido & ReVISROIOgY ...........ccccvevveeivreeereennane, 69
ANEXO A — Requisicao de exame citopatoldgico caboero...........ccovvvveeevevvvivnnninennnn. 82

ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquiddaspital Universitario

PrESIOENTE DULIA . ceee e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e enaannnas 84



Xiii

LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Dados s6cio-demograficos das adolescdrteama escola publica. Julho de 2008 a
junho de 2009. S80 LUiS — MA. ... 22

Tabela 2 - Comportamento sexual das adolescentamaescola publica. Julho de 2008 a
junho de 2009. S80 LUiS — MA. ... 23

Tabela 3 - Antecedentes familiares, habitos de &idaracteristicas do epitélio cervical das
adolescentes de uma escola Publica. Julho de 200&a de 2009. S&o Luis-MA.

Tabela 4 - Saude sexual das adolescentes de unia péblica. Julho de 2008 a junho de
2009. SA0 LUIS — MA. e e e e e e 24

Tabela 5 - Microbiologia evidenciada por citopatpéoem adolescentes de uma escola
publica. Julho de 2008 a junho de 2009. SA0 LMRA-..........ccovvvvvvevriiiviininnn, 25

Tabela 6 - Colposcopia e colpobidpsia/histopatalogalizadas em adolescentes de uma
escola Publica. Julho de 2008 a Junho de 2009LEB&eMA. .......c.cceevvvviieeeeenens 26

Tabela 7 - Relacao entre a colposcopia e a gegetip@m adolescentes de uma escola
publica. Julho de 2008 a junho de 2009. SA0 LMRA-..........coovvvvvveveriiriiiinnn, 27

Tabela 8 - Relacao entre os achados da citopa#plogtopatologia e genotipagem (PCR)-
Nested da cérvice de adolescentes de uma escdiegpudiilho de 2008 a Junho de
2009. SA0 LUIS — MA. ittt e e e e e e e s 28

Tabela 9 - Distribuicdo das adolescentes de unotagaablica por idade de acordo com o resultado
da citopatologia, colposcopia e genotipagem. Jgh?2008 a junho de 2009. Sao Luis-

Tabela 10 - Distribuicdo da genotipagem por PCRiddegara HPV de acordo com os
genotipos em adolescentes de uma escola publiba. de 2008 a junho de 2009.
SE0 LUIS-MA. . a e e 29

Tabela 11 - Distribuicdo dos tipos de HPV presemeadolescentes de uma escola Publica.
Julho de 2008 a Junho de 2009. SE0 LUiS-MA. .....cooviiiiiiiiiiee 30

Tabela 12 - Correlacéo entre a histopatologia etggagem em adolescentes de uma escola
Puablica de S&o Luis-MA em Julho de 2008 a junh2af®. .................cccevvvvneeeee. 32



Xiv

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Distribuicdo dos tipos de HPV em 39 adoéntes submetidas a reacédo de PCR,
demonstrando a infeccdo em 29 estudantes. SAMAL2008-2009. ................ 31

Figura 2 - Genotipos de HPV em adolescentes deegew@a publica. Julho de 2008 a junho
de 2009. SA0 LUIS — MA . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eenee s 31

Figura 3 — Tipos virais de HPV e tamanhos dos aiop$ gerados pela PCR-Nested........... 32



A7

A9
ABG
AGUS
AIDS
ASCUS
CDC
CHII
CINTRA
CNCC
CNS
dNTPs
DST
HIV
HMIS
HPV
HSIL

HUUFMA
INCA
INF

IVA

JEC

LAG

LSIL

MERCOSUL
MS

NaCl
NCCDPHP
NIC

NTS

XV

LISTA DE ABREVIATURAS

Alfa Sete,

Alfa Nove

Associacao Brasileira de Genitoscopia

Glandular Cells of Undetermined Significance

Acquired Immune Deficiency Syndrome

Atypical Squamous Cells of Undetermined Signifoan
Centers for Disease Control and Prevention

Captura Hibrida 1l

Centro Integrado do Rio Anil

Campanha Nacional Contra o Cancer

Conselho Nacional de Saude

Desoxirribonucleotideos Trifosfato

Doenca Sexualmente Transmissivel

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Hibridizacdo Moleculain Situ

Human Papillomavirus

High-Grade Squamous Intraepithelial Lesion (LelS&camosa
Intraepitelial de Alto Grau

Hospital Universitario da Universidade FederaMkranhao
Instituto Nacional do Cancer

Interferon

Inspecdo Visual com Acido Acético

Juncéo Escamo-Colunar

Lesdo Glandular Atipica

Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion (Les&cafhosa
Intraepitelial de Baixo Grau)

Mercado Comum do Sul

Ministério da Saude

Cloreto de Sodio

National Center for Chronic Disease Preventiontdedith Promotion
Neoplasia Intra-Epitelial Cervical

National Television System



°C

OMS

pb

PCR
pMol
SDS
SIDA
Taq DNA
TCLE
TLN

ML
uMol

Graus Centigrados

Organizacdo Mundial de Saude

pares de base

Reacgédo em Cadeia de Polimerase

Pico mol

Sulfato Dodecyl Sédio

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Thermus aquaticuBNA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Tampao Lise Nuclear

unidades

Micro litro

Micro mol

XVi



1 INTRODUCAO

O céancer do colo do utero é reconhecido como prublée salde publica Cerca
de 500.000 novos casos sao diagnosticados anualmemhundo (WHO, 1997, 1998, 2002;
PARKIN et al. 2001; RIETHMULLER et al. 2008; ANTONEZ; D'ALESSANDRO;
TEIXEIRA, 2008).

A analise molecular, o estabelecimento da plurdéddo papilomavirus, estrutura
e organizacdo do genoma, a atividade do gene evadoeacdo no cancer humano foram
intensamente estudadas na década de 1970 e 198@rasmie impulso a esses estudos
postularam hipéteses do papel deste grupo de kéfasionado ao cancer do colo do atero
(ZUR-HAUSEN, 1976; 1977; ROSA et al. 2009).

A associacédo entre os virus do papiloma humano jHR¥ncer do colo do utero
foi sugerida por Harald Zur Hausen em 1974, contudiPV, isoladamente, ndo € capaz de
causar o desenvolvimento do cancer, representamddos multiplos fatores envolvidos na
oncogénese cervical (BEHBAKHT et al. 2002; CAMAR2Q03; BARRETO, 2007; ZUR-
HAUSEN, 2009).

A histéria natural compreende a infec¢do por HRYg gcomete jovens no inicio
da atividade sexual, que pode se comportar coménfeno transitorio. Entretanto, a
persisténcia do virus pode propiciar alteracdo pit€le cervical e a evolugcdo para
transformacdo maligna. As infeccbes persistentgstipos virais de alto risco do HPV
demonstram a relacdo com o desenvolvimento do céoceolo do Utero (RICHARDSON et
al. 2000; DISCACCIATI et al. 2004; LONGATTO FILHOt eal. 2004; RICHART;
PATTERN, 2006; ZAMPIROLO; MERLIN; MENEZES, 2007; RM et al. 2008).

Desde a década de 80, uma série de criticas mgalzie a alta taxa de resultados
falso-negativos nos exames citopatoldgicos troumegaestionamentos sobre a validade da
manutencao pelos servigcos laboratoriais clinicosleteccdo precoce do cancer do colo do
Gtero. As principais causas dos resultados falgativs foram relacionadas a erros na coleta
do material, no escrutinio do esfregaco e na irg&pao dos diagnosticos citopatologicos
(MANRIQUE et al. 2007).

Na década de 80, nos Estados Unidos, estudo pao@ueessoa e Sousa (2005) foi
um dos primeiros a apontar a tendéncia crescenpeedlaléncia de lesdes intra-epiteliais entre

adolescentes de 15 a 19 anos, tendo elevada taxavddéncia histoldgica de lesbes de todos os



graus, uma taxa mais reduzida para citologias aisrennao sendo observado nenhum caso de

carcinoma invasivo.

O Servico Nacional de Cancer publicou, em 1970Javantamento estatistico de
casos de cancer do ano 1968, fornecidos por 2daelas filiadas a Campanha Nacional
Contra o Cancer (CNCC), como também, as informagdbge 0 cancer de colo de utero,
como sendo a principal causa de morte entre asenaslliTHULER, 2008).

A Agéncia Internacional de investigacdo contra mceé confirmou o HPV como
agente causal responsavel pela lesdo escamospitelial de baixo grau (LSIL) ou alto grau
(HSIL) e neoplasia cervical, em 1995 (INTERNATIONAGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2009).

Segundo Leal et al. (2003) a frequéncia das lga@esirsoras do cancer de colo do
Utero foi descrita em mulheres jovens, residentdare, Rio Branco, compreendendo a idade de
15 a 29 anos, com vida sexual ativa. No Rio deirdaidovaes (2006) analisou a prevaléncia de
Doenca Sexualmente Transmissivel (DSTs) e les&@akna populacdo feminina entre 10 e 19

anos de idade.

Atualmente o trabalho continuo de educacao sexyaeeencdo de HPV nas
escolas em que participam varios profissionaiss taimo, oncologistas, ginecologistas,
pediatras, hebeatras e imunologistas mostram quauo®s do primeiro e segundo anos
colegiais, entre 15 e 16 anos, devem ser informgdasto a necessidade da educacao sexual
orientada com responsabilidade, para a prevencétracm HPV e o uso da vacina
quadrivalente anti-HPV (LESSA, 2008; CATES et &092).

As lesdes pré-neoplésicas do trato genital infééor sido amplamente estudadas
na década de 30 até os dias de hoje (ORIEL, 19R0SS; BARRASO, 1999; SELLORS et
al. 2003; DOORBAR; STERLING, 2001).

A introducdo, o desenvolvimento e o0 aprimoramento diferentes meétodos
diagnosticos contribuiram de forma decisiva naadéie cada vez mais precoce das lesdes
precursoras das neoplasias malignas do trato benfexior, possibilitando abordagem
terapéutica mais efetiva (TUBAKI, 2004).

O método tradicional, estabelecido por George Replaou na década de 40,
classificava o esfregaco de colo do uUtero em cdaksd, Ill, IV e V. Este método tem
algumas limitacdes, por coletar apenas célulasrficipes e células descamadas, sendo que

alguns estudos mostraram falso-negativos em ate(b0BAKI, 2004).



As alteracdes celulares produzidas pelo HPV foratudadas pelos citologistas
Koss e Meisels, que as denominaram inicialmenteddplasias leves, moderadas e
acentuadas (QUEIROZ; PESSOA; SOUSA, 2005).

Em 1947, Richart introduz o conceito de neoplasieaiepitelial cervical (NIC),
sugerindo haver uma continuidade e evolucdo ddmededisplasicas leves até carcinoma
invasor (RIVOIRE et al. 2001).

A neoplasia intra-epitelial cervical escamosa (Nd@pnsiderada leséo precursora
do cancer do colo do Utero e caracteriza-se pekepca de alteracdes histopatoldgicas que se
restringem ao epitélio estratificado escamoso. I[dsd8es do colo do utero NIC I, NIC 1l e
NIC I1ll, as alteracBes celulares estdo localizadasterco inferior, médio e superior,
respectivamente, do epitélio cervical. As NIC INEC Il sGdo denominadas lesbes de alto
grau e NIC | leséo de baixo grau. (TUBAKI, 2001).

Ao exame colposcopico, apds a aplicacdo do acidticac as lesbes de baixo
grau (NIC 1) podem-se apresentar como areas déliepgicetobranco, mosaico ou pontilhado
fino. As lesbes de alto grau (NIC Il e NIC 1ll) pad ser visualizadas como areas de epitélio
acetobranco, pontilhado ou mosaico e alteracoesilaaes com padrbes mais grosseiros, com
0 aumento da gravidade da lesédo (TUBAKI, 2004; HIRA et al. 2005; PEDROSA;
MATTOS; KOIFMAN, 2008).

Os estudos epidemioldgicos e moleculares tém eoafio a presenca da infecgédo
cervical por alguns tipos de HPV, como o fator preor na patogénese do cancer cervical
(FERNANDES et al. 2004).

As estirpes mucosas de virus do papiloma humandig#tidas em categorias de
alto risco e baixo risco, com base na sua assaciegd lesdes cervicais. Os tipos de alto
risco sdo mais frequentemente encontrados em lesékignas ou pré-malignas, os tipos de
baixo risco sdo encontrados em lesdes benignas caondiloma acuminado (JACYNTHO,
2005; SANDRI et al. 2006; GOMES et al. 2008).

A adolescéncia propriamente dita corresponde a feii&ria entre 15 e 19 anos, e
constitui um processo fundamentalmente biologico vidé€ncias organicas, no qual se
aceleram o desenvolvimento cognitivo e a estruira@ personalidade (BRASIL, 2001).

Um dos fatores importantes que determina a preadeidia relacdo sexual € a

desinformacdo quanto ao desenvolvimento de hablégl@exuais, retardando assim o inicio



da prética sexual em relagdo aos adolescentes epabearam este tipo de informacao
(MIRANDA; RESENDE; URZEDO, 2006).

Na adolescéncia, fatores biologicos, falta de mioydo e conceitos equivocados,
facilitam a transmissdo de doencas sexuais. O Hi®\possui ainda um espaco significativo
nas campanhas nacionais de educacdo e prevendddRDi FERNANDES; ROCHA,
1999; CONTI; BORTOLIN; KULKAMP, 2006; GLUCHOWSKI; IBVA; NAKAMURA,
2007).

A historia natural do cancer do colo do utero pseedividida em trés fases: a
primeira, quando esta presente a infec¢cdo por HRWV @utras manifestacfes detectadas; a
segunda, quando apresenta alteracdes morfoloégacedlula do epitélio do colo do Utero, que
caracterizam as lesfes intra-epiteliais, e a terdase € a presenca da lesdo ultrapassando a
membrana basal do epitélio cervical, caracterizama@ncer invasor, fase esta irreversivel

gue, se nao tratada, leva a 6bito (RAMA et al. 2006

A infeccao pelos tipos virais de alto risco € neéda, mas nao suficiente para o
desenvolvimento do cancer do colo do utero. Em 80%casos a infeccdo por HPV é um
fendbmeno transitério. O verdadeiro grupo de risemapdesencadear cancer cervical €
representado por mulheres que tem infecgcéo peresper HPV (ROTELI-MARTINS et al.
2007).

As formas de infeccdo pelo HPV séo dos tipos: @dinsubclinica e latente. A
forma clinica corresponde as lesfes verrucosasrmaf subclinica é detectada por alteracdes
citopatoldgicas e colposcopicas. A histopatolagidiopsia do colo do Utero sugere também,
a presenca do virus (RIOS, 2004). A forma latenteesponde a identificagdo do virus pela
biologia molecular na auséncia de alteracdes miagichs (ROTELI-MARTINS et al. 2007).

A identificacdo do DNA do HPV pelos testes viragpdnde ou ndo de alteracbes

morfologicas induzidas pelo virus (BORGES et aQ040

No desenvolvimento das lesdes precursoras e daoigrédncer do colo do Utero
os fatores de risco estdo relacionados a atividgacdeal: sexarca precoce, multiparidade,
condicbes socioecondmicas, higiene pessoal, agerfeexiosos, processo inflamatério de
diversas etiologias, deficiéncias nutricionais,nhonais, agentes imunossupressores, fatores
genéticos, uso prolongado de contraceptivos oraéhagismo, além de outros
(NONNEMACHER et al. 2002; SALCEDO et al. 2008).



O virus do papiloma humano é o mais frequententesmemitido por via sexual,
originando também, uma das mais prevalentes emdast as doencas sexualmente
transmissiveis. O HPV tem uma nitida correlacdo ammprocessos malignos e lesdes
precursoras da cérvice uterina, sendo consideradior fator de risco para a génese do
processo maligno (MENDES; SILVEIRA; PAREDES, 2004).

A infeccdo por HPV acomete jovens no inicio daigdile sexual. As mulheres que
apresentam infeccao persistente por tipos viragtdeisco do HPV séo consideradas o verdadeiro

grupo de risco para o desenvolvimento do canceoldado uUtero (RAMA et al. 2008).

A carcinogénese cervical é um processo de multgtagas, compreendendo as
alteracdes no equilibrio citogenético, que ocorremtransformacédo do epitélio normal até
cancer cervical. A integracdo do DNA viral ao gemaorda célula hospedeira €,
provavelmente, o passo mais importante na carcmesgé(RIVOIRE et. al. 2006; QUEIROZ;
CANO; ZAIA, 2007).

O ciclo celular é controlado por protooncogenesieeg supressores, ocorrendo
mutacfes, 0s protooncogenes tornam-se oncogenes,s@[u carcinogénicos e causam
multiplicacéo celular excessiva. O ciclo celulanke&m, pode ser alterado pela acéo de virus,
entre eles o HPV, de especial interesse na oncegé&wvical. A relacdo do HPV com a
carcinogénese depende fundamentalmente do tipo carda viral e de sua persisténcia e
integracdo com a célula hospedeira (RAMOS et &52BERTELSEN et al. 2006; FARIA et
al. 2008).

Foram considerados os genotipos 16 e 18 como as pnavalentes do HPV na
etiologia do carcinoma escamoso do colo do UteacAgéncia Internacional de Pesquisa do
Cancer, desde 1996 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 199BNTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2009).

Oliveira (2002) demonstrou através da Reacdo emei€al® Polimerase (PCR) a
presenca ou ndo do DNA-HPV classificados em basawr6, 11, 34, 40, 42, 43, 44, 53, 54,
70 e 74; DNA de alto risco com os genotipos 16,318,33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66
e 68, todavia, pode ocorrer a presenca de HPV ellmenes com citologia oncética dentro dos
limites de normalidade (NORONHA et al. 2005).

O DNA do HPV de alto risco é detectado na maiona dspécimes de cancer
cervical invasivo, entre 92,9% a 97,7%. A infecp@&tos tipos virais de alto risco do HPV é



condicdo necessaria, porém néo suficiente, paesendolvimento do cancer do colo do utero
(RAMA et al. 2008).

Pinto, Tulio e Cruz (2002) mostraram que o0s possive-fatores do HPV na

génese do cancer escamoso do colo do Utero estémaads ou hAo com O Virus.

1.1 Epidemiologia

A infeccdo pelo virus do papiloma humano é altameptevalente, sendo
detectada em aproximadamente 10 a 20% da popuagéalmente ativa entre 15 e 49 anos
de idade. Diante da natureza transitoria da infequélo HPV, com a possibilidade de
regressdo espontanea das lesfes intraepiteliasmenas de alto grau, observadas em
adolescentes, e a raridade da ocorréncia de caraincervical nesta faixa de idade,
recomenda-se cautela em procedimentos invasivosSNINENMACHER et al. 2002;
RAMIREZ et al. 2002).

Evidencia-se alta prevaléncia de HPV associadaplasa cervical e sua recente
identificacdo como principal agente causal. Emc¢égaa prevaléncia na América Latina,
Colébmbia e Argentina foram os paises com registnass altos, ambos com 94,7%; dos
paises do Caribe foi a Jamaica (92%) (GUANILO e2@06).

Na Africa e ainda na América Latina a maior prenei@ de HPV de alto risco,
oncogeénicos, sao: 16, 18, 31, 35, 45, 51, 52,58 © HPV 16 é o mais frequente no mundo,
exceto na Indonésia e Argélia, onde o HPV 18 é i3 m@mum, j& o HPV 45 apresenta alta
frequéncia na Africa Ocidental. Os tipos 33, 399sB concentram na América Central e
América do Sul (QUEIROZ; CANO; ZAIA, 2007).

Na Africa Subsaariana, Central e do Sul, Amériohgssudeste da Asia, as taxas
de incidéncia de cancer do colo excedem 25/1001@Beres nesses paises. Nas décadas de
1950 e 60, na Europa Ocidental, Estados Unidos mi&rika, Canada, Australia e Nova
Zelandia a incidéncia e a mortalidade diminuirannca@amente ao longo de 5 décadas, apos
a introducdo da populacdo com base em programaxataes citopatologicos (BOYLE;
LEVIN, 2008).

Na Africa do Sul, mulheres submetidas ao examepaitddgico apresentaram

uma diminuicdo em torno de 70% do risco de desgrwain cancer do colo do utero,



demonstrando a importancia dos programas de praégemspecialmente nas regides onde
essa técnica foi pouco difundida (GUIMARAES et26107; BOYLE; LEVIN, 2008).

Nos Estados Unidos da América, os fatores reladmmao cancer do colo do
utero foram os socioecondémicos, demonstrando gqeenaicdo financeira desfavoravel,
associada a ocorréncia de co-morbidades assoc@amdspuiu de maneira significativa para
uma menor sobrevida dessas mulheres (GUIMARAES 2087; BOYLE; LEVIN, 2008).

No Brasil, as taxas de prevaléncia e incidéncigateer do colo do Gtero ainda
nao diminuiram de maneira consistente, caractetzamim importante problema de saude
publica (SODRE, 1904; FONSECA; RAMACCIOTTI; ELUF NB, 2004; FUNDAQAO
ONCOCENTRO DE SAO PAULO, 2005).

E estimado que haja nove milhdes de infectados ptRY, podendo ser
considerada a infeccdo de transmissdo sexual memjaente, em razdo do aumento de sua
incidéncia mundial (MARTINS; THULER; VALENTE, 2005DIOGENES; VARELA;
BARROSO, 2006).

Pesquisa sobre conhecimento, atitudes e prati@samadas as DST e AIDS na
populacao brasileira realizada na faixa etaria sl@ B4 anos, com 8 mil entrevistados em
novembro de 2008, demonstrou que 10,3 milhdes dasldiros sdo portadores de DSTs.
(BRASIL, 2009)

Em se tratando de cancer do colo do Utero, 0 nuaercasos novos esperados
para o Brasil no ano de 2008 foi de 18.680, comrisop estimado de 19 casos a cada 100
mil mulheres, sendo este o mais incidente na regdte (22/100.000), seguindo-se a regiédo
Sul (24/100.000), Centro-Oeste (19/100.000) e Nsied€18/100.000), a qual ocupa a
segunda posicédo mais frequente, e no Sudeste (180N) a quarta posi¢cdo (BRASIL, 2007).

Este tipo de cancer é o segundo mais comum entileeres, ocasionando cerca
de 230 mil 6bitos por ano (SOUSA; PINHEIRO; BARRQZX008).

No Maranh&o, segundo estimativa do Instituto Nadido Cancer (INCA), foram
registrados 630 novos casos de cancer de coloafto ém 2008, alcancando uma taxa de
19,67 casos para cada 100 mil mulheres. Na cafifal,Luis, foram detectados 190 novos
casos, com uma taxa bruta de 37,30 para cada DoGudiBeres (INCA, 2007).

Nascimento et al. (2003), no Maranhao, no pericald2b9 a 2000, registraram
casuistica de 163.845 mulheres residentes no Estadpais foram submetidas ao exame de



Papanicolaou, tendo sido identificadas 1,6%, comrajdes celulares compativeis com o
virus do papiloma humano. A analise mostrou a itdpaia do HPV para o Maranhé&o,
necessitando, portanto, de acdes em saude puldiea npelhorar o diagnostico precoce,
identificando alteracdes citopatoldgicas e assunizie a mortalidade pelo cancer de colo do

Utero.

Existe grande preocupac¢do em torno da melhoriai@gndstico citopatoldgico,
pois em paises em desenvolvimento a triagem cit@idgem falhando em promover a
reducdo na incidéncia de cancer do colo do Utemagdes uma das causas a limitacdo de
sensibilidade do método (DRAIN et al. 2002; FLORE&Sal. 2002; TUON et al. 2002;
GUARISI et al. 2004).

Novos critérios morfolégicos, denominados ndo atéass ou secundarios, como a
genotipagem para o diagnostico de HPV, associadogséaios morfoldgicos ditos classicos,
visam ampliar a sensibilidade do método para ondistico, aproximando dos resultados
obtidos em amostras histopatoldgicos, sdo métodgmakticos mais sensiveis e especificos
de importancia epidemiolégica (NORONHA et al. 1999EIRA et al.2001; HOUFLIN
DERBAGE et al. 2003; SOARES et al. 2003; JORDA@I£003; KANESHIMA et al.2005;
SIRIAUNKGUL et al. 2007; SMITH et al. 2008).

O HPV esta associado as lesdes intraepiteliaisneszes e ao cancer cervical que
estao associados a processos cancerigenos. Odgrbpixo risco para a oncogénese sao 0s tipos
6, 11, 26, 42, 44, 54, 70 e 73, que produzem oceajpaento de verrugas comuns, condiloma
acuminado na regido anogenital. O grupo de albo rigclui os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 55, 56, 58, 59, 66 e 68, que estdo associato® adesenvolvimento do carcinoma acidental
(STIVAL, et al. 2005).

A Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancersifiesu os tipos de HPV 16 e
18 como carcinogénicos e o0s tipos 31 e 33 como apsmente carcinogénicos.
Recentemente, novos tipos foram incluidos entreaosnogénicos, como 0S mucosotrépicos
anogenitais: 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,e586. Os tipos 16 e 18 sdo os mais
frequentes e correspondem a 70% dos casos de a@neal em todo o mundo, todavia os
tipos 31, 45, 33 e 52 sao responsaveis por outag®scde cancer de colo do utero
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2009)

O principal fator relacionado a este tipo de cangea infeccdo pelo HPV,

associada a outros fatores, tais como: sexarcaoqeecmultiplicidade de parceiros,



multiparidade, ser jovem, habito de fumar, baixeehsocioeconémico (SALEH; SEOUD;
ZAKLAMA, 2007; LI et al. 2008). Existem riscos mees a serem considerados, como:
anticoncepcional oral, deficiéncias nutricionaisfeccdo pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e outras infeccbes genitais sexualengmansmissiveis (NONNENMACHER
et al. 2002).

Na adolescéncia, devido a imaturidade biolégiceéeice, ocorre maior exposi¢ao
do epitélio endocervical a infeccdo por HPV e auagentes (JORDAN, 1977; MURTA et al.
2001; GARCIA et al. 2005; VICARIO; BARCA, 2007).

Os profissionais de saude devem oferecer maiorca@beras adolescentes
sexualmente ativas, através de programas de detedcdtamento das DSTs, com realizacao
de citopatologia, colposcopia, pesquisa de HPV Gpd do colo do uUtero, caso sejam
necessarias, evitando assim repercussfes severasomamortalidade dessas mulheres
quando na fase adulta (ORIA; ALVES, 2004; LIEN; SBINEZ, 2006; NOVAES, 2006).

Roteli-Martins (2007), estudando a infeccao por HiPdacionou a idade e o
inicio da atividade sexual em adolescentes em umgr@ama de rastreamento brasileiro,
demonstrando taxas mais elevadas, oscilando ehee86% de infeccdo com dois a trés anos
da sexarca, refletindo o comportamento sexual al@erabilidade bioldgica. A associacdo
entre a idade da sexarca e 0 cancer invasor nde ped ignorada, pois auxilia o
conhecimento da histéria natural da infeccdo poY IR consequente prevencao das lesdes
precursoras da doenca invasora (MONTEIRO, 2004; MEIRO et al. 2006).

Na atualidade, a infeccéo pelo virus do papilomadno reveste-se de grande
relevancia (COELHO et al. 2004; MOTA et al. 2000QWAES, 2006; GLUCHOWISKI;
SILVA; NAKAMURA, 2007). Fatores de risco para estdeccdo estdo presente em jovens
com atividade sexual, maior nimero de parceiros) ebgum grau de imunossupressao,
expostas a outras DSTs, fumantes e usuarias @@@cepcionais, facilitando as lesdes virais,
gue seriam o primeiro passo no processo de cagmesg (LEAL et al. 2003; KANESHIMA
et al. 2005; CODES et al. 2006).

Relacionando as estratégias e custos da prevergimica na adolescéncia, o
cancer invasor é condicao rara nesta faixa et&@siaaiores taxas de incidéncia e mortalidade
por cancer de colo do utero sao observadas em spagse desenvolvimento
(MANDELBLATT et al. 2002).
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1.2 Diagnéstico

O diagnéstico da suspeicdo do HPV em adolesceres geguir as mesmas
condutas recomendadas para as pacientes em pr@aneap exceto se o0 laudo
histopatolégico for de NIC I, em que a conduta déveer conservadora, ndo cabendo,
portanto, a indicacdo de métodos excisionais rgighéncia citopatologica e/ou colposcopica
(COX, 2003; INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2006; WBHT et al. 2007; NCCN,
2009).

A citopatologia convencional é o principal métodintado para rastreamento do
cancer de colo do atero, universalmente utiliz2adANDELBLATT et al. 2002). Detectadas
alteracdes pré-neoplasicas e neoplasicas, seladimis@ 0s casos para avaliacdo imediata pela
colposcopia, esta melhor define as caracteristiaadesfes, quanto ao tamanho, localizagéo,
envolvimento do canal cervical e orienta o procedito excisional (NASCIMENTO et al.
2005; VEIGA et al. 2006).

Os testes mais acurados para a deteccdo do DNARI6 éin investigacbes
epidemioldgicas confirmam a importancia do HPVhgipalmente de alto risco, como o fator
bésico para desencadeamento das NICs e o canceloddo utero. (STIVAL et al. 2005).

O diagnostico do DNA do HPV pode ser de trés tipospreendendo a deteccao
direta do DNA, amplificacéo do sinal e do alvo (GHEt al. 2006). Os métodos de deteccdo
direta do DNA incluem o Souther Blot, a Hibridizaga situ e o Dot Blot. A hibridizagam
situ consiste na preservacao da morfologia da amads$tiae; o que permite a localizacdo do
HPV no tecido e na céluiafectada (TRIGLIA et al. 2009). A captura hibrida baseia na
amplificacdo do sinal e o método de amplificacdoatlm é feito pela PCR, 0s quais sao
utilizados como iniciadores gerais, tipos espeasfipara a amplificacdo do DNA do HPV,
que podem amplificar varios tipos do HPV em umeaca@nieacdo (SOTLAR et al. 2004;
SOUZA, 2004; FARIA, 2007QUEIROZ; CANO; ZAIA, 2007).

A tecnologia do DNA recombinante permite o uso angd escala de moléculas
de uso terapéutico como interferons (INF) e usgatgnas contra o HPV, sejam elas obtidas
através de virus inativados ou através de protagmmmbinantes (MALDONADO, 2006;
LOPEZ MARTI; IRIGOYEN; ARBERTER, 2007; GHAZAL-ASWAD2008).

Louro et al. (2007) estudando avancos biotecnab&gino diagnodstico e

tratamento do cancer do colo do Utero causado pHRY menciona os métodos
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imunoquimicos (sorotipagem) ou genéticos (genoépgg bem como as técnicas utilizadas
para tipagem do HPV, tais como a hibridizagdo maégen situ (HMIS) e a PCR como as

mais difundidas.

Estudos com HMIS tém demonstrado que mais de 998ccdsos podem ser
atribuidos a algum tipo de HPV, sendo o tipo 1@sgponsavel pela maior propor¢cdo dos
casos (50%), seguido dos tipos 18 (12%), 45 (8%)5%) e outros tipos em 23% dos casos.
Essa técnica de HMIS tem baixa sensibilidade quacocimparada a outras técnicas
moleculares (LOURO et al. 2007).

A aplicabilidade da triagem de citologias oncéticeem algum grau de
anormalidade celular em seus esfregacos, associaaio o0 método de CH I, sempre
relativizada pela carga viral, bem como a PCR, mpa&io da genotipagem, auxiliam o
profissional a indicar biopsia ou conizacao corlca diatérmica, ainda que a colposcopia
ndo seja satisfatéria ou ndo evidencie lesdes draente suspeitas (FIGUEIREDO et al.
2003; SARIAN et al. 2003).

A PCR é comercialmente menos utilizada que a tédeccaptura do hibrido, pois a
primeira tem a vantagem da automatizacéo, tem msémsibilidade e especificidade, sendo de
rotina nos laboratdrios de pesquisa e em algumsdtdrios de patologia. Além disso, pode ser
usada na tipagem dos HPVs (PEREIRA, 2006).

Mediante os estudos ja realizados, objetiva-seisanah prevaléncia das lesées
intra-epiteliais cervicais de baixo e alto grayoaulacédo entre 15 e 19 anos de idade em Sao
Luis, Maranh&o, com o intuito de contribuir conoimhacdes epidemioldgicas que auxiliem
no planejamento e na avaliacdo de programas deerpy@® e controle do cancer e no
gerenciamento dos servi¢os de saude.

O estudo da prevaléncia de lesbes precursoras aercéln colo do utero em
adolescentes de escola publica visa o estimulo parastreio precoce, em especial da
infeccd@o pelo Papilomavirus, bem como a reducdoatai-mortalidade do cancer do colo do
Gtero, que representa sério problema de saudecputdi Estado do Maranhéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a frequéncia da infeccdo pelos genotipm$iBV na cérvice uterina de
adolescentes de uma escola publica, por Reacdoaei@iaCde Polimerase (PCR) - Nested,
correlacionando-a com os métodos diagndsticos ctomdiis, abrangendo a citopatologia,
colposcopia e histopatologia.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar os fatores socio-demograficos, comportamesgxual e reprodutivo
em adolescentes;

» Correlacionar a Reacdo em Cadeia de Polimerase)(B@R os diagndsticos

por citopatologia, colposcopia e histopatologia;

 Identificar a frequéncia dos gendtipos de HPV tie@baixo risco oncogénico.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Pacientes

Num contingente de 350 adolescentes, foram re@asitad que se sensibilizaram
em participar e abrangiam os critérios de inclys#a pesquisa de infec¢cdo por HPV em uma
escola publica estadual, Centro Integrado do Ritb @HNTRA), localizada na area urbana
de Séo Luis, capital do Estado do Maranh&o. Olgevema amostra de 39 (trinta e nove)

adolescentes, na faixa etaria de 15 a 19 anognimdp de julho de 2008 a junho de 20009.

Os dados apresentados neste trabalho sdo vargweidescrevem as categorias
em que as participantes da pesquisa se enquadrearain,sido realizado estudo descritivo.

A abordagem inicial foi preparatoria para o acéédeesquisa, sendo realizada

através de:

« Oficinas educativas realizadas semanalmente, nais garticiparam alunos,
pais e professores, com o objetivo de sensibiézatervir na compreensao da

sexualidade;

* Aconselhamento médico espontaneo para despertarnteresse das

adolescentes para a realizagdo dos exames;

* Entrega do Termo de Consentimento Livre e Escldoe¢TCLE) para as
alunas de maior idade e para os responsaveis gmialunas de menor idade
(APENDICE A).

3.1.1 Critérios de inclusao

Consideraram-se como critérios de inclusdo adakssela escola com atividade
sexual com idade entre 15 e 19 anos, estudantesiveé médio, que espontaneamente
escolheram participar da pesquisa.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), define adélesia o periodo entre 10
e 19 anos de idade, subdividido em adolescentesre®ifde 10 a 14 anos) e adolescentes
maiores (de 15 a 19 anos), sendo esta Ultima,xa ftéaria compreendida nesta pesquisa
(OMS, 1975).



14

3.1.2 Critérios de nao-inclusao

Consideraram-se como critérios de ndo inclusadescientes com idade abaixo de
15 anos e acima de 19 anos de idade; estudantesequecusaram a assinar o TCLE;
responsaveis legais que ndo concordaram com &ipagio das alunas; adolescentes com
impedimento para prestar informacfes para pesqumisdheres que nao tiveram atividade
sexual; gravidez; histerectomia; Sindrome da Imaficéncia Adquirida (SIDA); doencas

com corticoterapia prolongada; neoplasia maligtmaresplante renal.

3.2 Questionario

Apo6s o recebimento do TCLE, utilizou-se um questian(ficha protocolo) com
itens relacionados aos dados sécio-demograficeess@dos de informac¢des comportamentais

e antecedentes sexuais das alunas (APENDICE B).

Para concretizacdo desta pesquisa, realizaramasenase, exame ginecologico,
coleta da secrecdo cérvicovaginal para deteccadRW por meio dos seguintes exames:
citopatologia cérvicovaginal, genotipagem por PCRested. Realizou-se a colposcopia,
seguida de colpobiopsia para os casos que houveagdw. Todas as adolescentes foram

aconselhadas a submeter-se ao exame soroldgied |&hti

Elaborou-se um artigo cientifico como proposta pawblicagdo em periddico
indexado (APENDICE C).

3.3 Exame fisico

As adolescentes foram submetidas a exame ginecolégdm coleta de material
para detecgdo do HPV e seus gendtipos, citopatotmivicovaginal e colposcopia. Aquelas
que apresentaram alteracdes colposcopicas, reaezaucolpobidpsia. Apos o exame fisico,

foi feito 0 aconselhamento para realizacao de exsrwdgico anti-HIV.
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3.4 Citopatologia cérvicovaginal

A coleta do material para citopatologia foi reafi@adepois da introdugéo do
espéculo estéril na vagina (descartavel) para oéterde material cérvicovaginal para
citologia abrasiva com remocao de células das Bomsr da vagina, cérvice e endoceérvice
com auxilio de uma espatula de Ayre e uma escodacenvical. Coletou-se o material
cervical e vaginal para citopatologia oncoética eoasd laminas de vidro, proprias para
microscopia com beiradas lapidadas (25,4 por 76,2mrhx 3” e espessura 1,0mm) e ponta
fosca para identificacdo da adolescente e do mahtescritos com lapis grafite. Uma lamina
contendo material da vagina e ectocérvice e a @aana material endocervical (canal). As
superficies da espatula e todas as faces da egtiliz@das pela técnica entraram em contato
com as laminas de vidro, tomando-se o cuidado pstibuir o material de forma
homogénea. O material foi produzido arrastando-doago do maior eixo das laminas. A
fixacdo dos esfregacos foi feita imediatamente agGseus preparos para preservar as células
neles contidas, evitando dessecar pelo ar, poisessedamento produz modificagcbes
significativas nas propriedades morfologicas eotiats das células (KOSS; GOMPEL,
2006).

As laminas foram acondicionadas em frascos deigdégiorrel) contendo alcool
etilico hidratado a 70% para fixacdo dos esfregagtsdes foram, juntamente com o
formulario, contendo o0s dados clinicos das alunascaminhados para posterior
processamento e leitura no laboratorio de patoldgiBlospital Universitario da Universidade
Federal do Maranhdo (HUUFMA), para serem coradds petodo de Papanicolaou e as
laminas avaliadas com base no Sistema de Beth266a)(e INCA (2006), utilizando-se a
Requisicdo de Exame Citopatoldgico - Colo do Utdinistério da Satude (MS) (ANEXO A).

3.5 Genotipagem por Reac&o em Cadeia de Polimerd$¥R)-Nested

Utilizou-se a técnica de biologia molecular pelaRP€Nested, conforme Manos
et al. (1989): o material foi coletado da regidovim®vaginal através de escovado, utilizando
kits especificos fornecidos pelo Laboratério Bio&as Tecnologia Molecular Ltda, sendo
seguidas as instrucdes do fornecedor para finetbegho e genotipagem dos tipos de HPV
através da analise de DNA, bem como a determindgcubtipos do virus nas adolescentes

com suspeita clinica de infeccdo. O material foirado das 39 alunas, como mencionado
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anteriormente e armazenado em 1 mL de tamp&o denlislear (TLN); colocado em
geladeira a uma temperatura entre 4° a 7 °C atgreeessamento.

As reacoes de PCR foram realizadas com o apoiceda pelo Laboratorio de
Genética e Biologia Molecular do Departamento deldgiia da Universidade Federal do
Maranhdo e junto ao Laboratério BioGenetics TeagialdMolecular Ltda de Uberlandia,
Minas Gerais.

3.5.1 Extracéo do DNA

O DNA foi extraido das amostras cérvicovaginal tamas das 39 alunas seguindo
as instrucdes do fornecedor e amplificado gvmersdegenerados MY09 e MY11, seguido
por uma reamplificagdo coprimers HPV—especificos, combinados em 08 (oito) reacfes de
PCR — Nested, multiplex, cada qual contendo Oxc{ipares d@rimers para genotipagem
de 05 (cinco) subtipos de HPV (SOUZA, 2004; FARZA07; FARIA et al. 2008; SOUSA,
2008).

A extracdo do DNA foi feita através da adicdo ded0de tampdo lise nuclear
(TLN), 10puL de proteinase K e 20uL de sulfato dgtlsddio (SDS) em cada amostra. A
solucdo foi homogeneizada e deixada em banho-nmari@5°C durante a noite. Foi
acrescentado 1/3 do volume da amostra de cloresddle - NaCl saturado (6M) deixado por

15 minutos no freezer.

A amostra foi centrifugada por 10 minutos em tuBppendorfpor 10.000 rpm
(rotacBes por minutos) para precipitar os resthgares. O liquido sobrenadante foi pipetado
para o novdEppendorf(microtubo) devidamente numerado, sendo em seguidscentadas
2 (duas) vezes o volume da amostra de etanol dbsdilomogeneizou-se a solucdo e
centrifugou-se novamente a 10.000 rpm durante boitws para precipitar o DNA, depois foi
lavado com etanol a 70 %, sendo posteriormenteispeadido em 30uL de agua deionizada

e estocado em freezer.

Como ja explicado, as reactes de amplificacdo (FQRIN realizadas utilizando-
se os kits fornecidos pelo laboratério citado, sesdguidas as instru¢des rigorosas do
fornecedor. A amplificacdo do DNA foi realizada @ermociclador MJ Research PTC-100-
96 em duas etapas. Utilizando 04 (quapoiners degenerados e modificados a partir dos

primers MY09 e MY11 para gerar um fragmento de 450 pb nmgira amplificagdo.A
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reacao foi feita em um volume final de 30pL (tamp&od5pmol de cadarimers 200uM de
dNTPs (Dexoxirribonucleotideos trifosfato); 5uL 8&NA; 1,5U de Taq polimerase). As

amplificacbes foram realizadas em 39 ciclos, com:

Desnaturacdo: o DNA de dupla fita foi separado itas finicas através da brusca

elevacéo da temperatura para 94°C por 1 minuto.

Anelamento: ocorreu entre a cadeia original do D& desnaturado) e a
sequéncia de nucleotideos dpsmers, que se ligaram a regido inicial génica que foi

amplificada a 50°C por 1 minuto.

Extensdo: foi desempenhada pela enzirag DNA polimerase, de modo que
ambas as fitas de DNA foram convertidas em 4 (qyditas a temperatura de 72°C por 1

minuto, esta foi concluida apds os 5 minutos a 72°C

O produto resultante da primeira amplificacdo serde molde para o
processamento da segunda PCR. Realizaram-se Br@atdes de PCR - multiplex, como 5
(cinco) pares derimers especificos para 5 (cinco) subtipos de HPV, ena ead deles, 0s
quais amplificaram regides internas do produto dangira PCR, 0 que permitiu a
genotipagem viral. A reacdo de amplificacdo foicessada em um volume final de 30uL
(Tampéo IX; 1,5mM de tampéo Enhancer; 10 pmol adla acan dos cinco MIX doprimers
200uM de dNTPs; 1 U deaq DNA polimerase e 2uL de produto amplificado da piia

reacao).

Para o controle positivo da reacdo, o multiplexo8spi oprimerspara o gene da
S-globina (366pb). Os amplicons foram separados em gel desg com uma concentracao
de 2 %, submetidos a uma tenséo constante de 280pana uma corrida rapida de mais ou
menos 10 minutos. Posteriormente, as amostrasvagsforam colocadas em outro gel com
uma concentracao de 2,5%, utilizando uma tenséastaate de 120 volts por duas horas. Os
fragmentos amplificados, separados em eletrofodesgel de agarose 2,5 %, apresentaram

em sua estrutura diferentes tamanhos.

ApGs a corrida, as amostras foram classificadasto@ tipo viral de acordo com o
tamanho do fragmento observado (genotipagem)zaridio-se o programa BioCapt e um
marcador de peso molecular de 25pb com bandasss@seque vao desde o fragmento de 25 pb
até o de 500 pb.
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Tipos virais e tamanhos dos amplicons geradosR@R:-Nested
(BioGenetics HPV Test)

Multiplex Multiplex Multiplex Multiplex Multiplex Multiplex  Multiplex  Multiplex
1 2 3 4 5 6 7 8

Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag.

p-Glo 366
51 338 33 316 31 311 MM7 305 06 328 42 294 11 291 4 7 328

66 285 55 279 35 276 56 270 26 285 62 249 43 244 82266
68 339 18 237 39 238 57 235 59 219 54 213 70 208 69237
44 206 45 193 52 192 73 180 61 175 16 175 30 172 71202
34 170 67 141 58 127 53 127 64 110 MM8 83 72 74 81140

Fonte: SOUSA, (2008)

Todas as amostras foram submetidas ao exame ded\EsPCR, sendo possivel
distinguir os diferentes subtipos virais de acardim os tamanhos dos fragmentos nos géis. A
amostra gel de agarose 2,5% com bandas correspgeadeuliferentes subtipos virais. Com
controle negativo foi utilizado o DNA extraido dangue periférico. Extrai-se o DNA de
sangue humano e amplifica-se para o0 gene da hsimg garantindo, portanto a
confiabilidade dos resultados. Os HPVs foram diassios de acordo com o seu potencial
oncogénico em baixo risco, risco intermediariote asco.

Depois de amplificados no termociclador os produtasPCR foram analisados
por eletroforese por gel de agarose corado com dimiae etidio sob luz ultravioleta. Os

fragmentos mais pesados correm lentamente.

Este método tem sua qualidade bem especificayisigapossuir a propriedade de
detectar carga viral muito baixa e promover a dnpfdo do virus milhares de vezes.
Existem 40 subtipos, que o exame de genotipageettdetSao eles: alto risco= 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73;ai820 intermediario= 6, 11, 42, 43, 44 e 57,
baixo risco=MM7, MM8, 26, 30, 34, 53, 54, 55, 62, ®4, 67, 69, 70, 71, 72, 74 e 81
(TULIO et al. 2007; FARIA, 2007; SOUSA; PINHEIROARROSO, 2008).

3.6 Colposcopia

A colposcopia foi realizada segundo a padronizat@id-ederacédo Internacional
de Patologia Cervical e Colposcopia (IFCPC) e daneig internacional para investigacao

sobre o céancer, assim como o roteiro para o lawdposcopico (INTERNATIONAL
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FEDERATION FOR CERVICAL PATHOLOGY AND COLPOSCOPYQ@2; DE PALO;
TESTA 2004; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON Q¥CER.. IARC,

2009), cujo exame foi realizado na Clinica Betgtierado Maranhéao.

O colposcopio empregado foi o D.F. Vasconcellos gaeo acoplado diretamente
ao corpo do aparelho com cabeca Optica com cinoertos, objetiva foco de 300 mm e camera
video digital de resolucéo 1024 linhas horizorgar$8 linhas verticais, microcorpo de 36 x 36 x
37 mm, 1/3" — NTS 788 (H) x 494 (V).

Apos a retirada de amostras para citopatologiaa genotipagem por PCR, fez-
se a colposcopia, aplicando-se acido acético de@%olo uterino e paredes vaginais com
uma pin¢a Cherron e uma bolinha de algoddo embebideido com o objetivo de pesquisar
areas acetobrancas, descrever os achados fismdogjoando necessarios; os achados
positivos e anormais, referindo-se o lado direito esquerdo; os aspectos gerais (cor da
mucosa, aspecto de muco, tipo de orificio extepnesenca de ectopia, etc.); identificar a
localizagdo da Juncdo Escamo Colunar (JEC); demcravJEC (ectocervical: ectopia,
endocervical ou justa-orificial); a zona de transfacdo segundo a terminologia vigente; os
achados anormais constando topografia (localizaga@xtensdo,) e significancia da leséo

(achados menores e maiores).

Utilizou-se a posi¢éo dos ponteiros do reldgioefan-se referéncia as caracteristicas
dos epitélios apds a aplicacdo do acido acéti®b.cD@screveu-se 0 exame colposcopico apos a
embrocacéo com bolinha de algoddo embebida naésatleclugol montada em pingca Cherron. A
visualizacdo colposcopica com esta solucdo de lagaile Schiller (composicdo a 2% iodo,
iodeto de potassio e veiculo aquoso): mostrou-s® dodo positivo, parcialmente positivo ou

iodo negativo. Descreveu-se a vascularizagéo soaiagdo de imagens.

Considerando-se o0 exame colposcoépico insatisfat@specificou-se o motivo
(inflamacédo, atrofia, anormalidade anatdmica, samgnto, etc.). A documentacao

iconogréfica (video) foi anexada aos prontuérigsatklescentes.

3.7 Colpobidpsia

Na presenca de alteracbes ao exame colposcopitotese bidpsia da area ou
areas sob visdo colposcopica com pinca saca b@&&ddTOS; MELLO, 2008). O material
foi colocado em um recipiente contendo formaldeid®% para fixacdo até ser encaminhado
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para estudo histopatolégico no Laboratério de Amé&oPatologica do HUUFMA. Estes
exames foram feitos por um Unico patologista codrgézacéo do laudo (KOSS; GOMPEL,
2006).

O material coletado foi imerso rapidamente na smuifxadora (formaldeido a
10%). E apos, o fragmento foi submetido a acdootieg@es desidratadoras, concentragdes
crescentes de alcool etilico (70%-80%-90%-100%p p&itar a retracdo e lesédo celulares. O

tecido foi submetido a acao do xilol, promovendsim, a diafanizacao.

O bloco de tecido ficou imerso na parafina fundétia estufa durante o tempo
necessario para completar impregnacao. Apos, tioade da estufa e deixado a temperatura
ambiente até que a parafina endurecesse.

O bloco de parafina contendo tecido foi retirado fdema, microtomizado,
fazendo surgir cortes em fita estirada cuidadosteren banho-maria, colocada na superficie

de uma lamina de vidro sobre um ponto de aderéncia.

O excesso de parafina contida nos cortes foi detipemr banhos de xilol antes que as
pecas sejam coradas e a seguir, imersas em cagdestrdecrescentes de alcool etilico, até que
esteja hidratado. Com o término da hidratacdo, egmese a coloracdo que ressalta as
caracteristicas nucleares e citoplasmaticas. Degeiscorado, procedeu-se a desidratacéo
novamente. O processo foi concluido com a montafyeoorte histoldgico, de acordo com Koss e
Gompel (2006).

3.8 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Coteit&tica em Pesquisa do
HUUFMA, sob parecer consubstanciado de N°. 331@8/03F (ANEXO B), em obediéncia
ao Conselho Nacional de Saude (CNS) Resolucdo d96 e suas complementares. O
TCLE foi assinado pelas adolescentes e seus resmmasconsentindo a participacdo na
pesquisa sobre a deteccdo de virus do papilomanwera adolescentes de uma escola
plblica de S&o Luis-MA. (APENDICE A)
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3.9 Andlise estatistica

Os dados apresentados neste trabalho sao vari@uestitativas, pois
descrevem as categorias em gue as participantpesidpiisa se enquadram em termos de
porcentagens. Os dados obtidos foram avaliadosresferidos para uma planilha de
dados informatizado no software Excel/Office200£pinfo, versdo 6.04. Utilizando-se

intervalo de confianca de 95%, de acordo com asisitle significancia estatistica.
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4 RESULTADOS

Em uma escola publica de ensino médio obteve-seodtingente de alunas
matriculadas, amostra de 39 adolescentes, queger@m os critérios de inclusdo desta

pesquisa.

Valorizaram-se o0s dados socio-demograficos, comapwehto sexual,
resultados dos exames realizados pertinentes &gdetedo virus do papiloma humano
cérvicovaginal. Estas adolescentes foram submetatss exames de citopatologia,
genotipagem por PCR para HPV, colposcopia e histdbpgia. Todas as adolescentes
estudadas apresentaram resultados negativos, sitdavéxame de ELISA, para o Virus

da Imunodeficiéncia Humana (HIV).

4.1 Dados sécio-demograficos

Os dados sécio-demograficos apresentados na Tabmlastram que a maioria
das adolescentes estudadas tinha de 15 a 17 aa@® procedéncia urbana e estudantes em

tempo integral, cor branca e escolaridade entee 11£ anos.

Tabela 1 - Dados sd6cio-demograficos das adolescerteima escola publica. Julho de 2008 a junho
de 2009. S&o Luis — MA.

Idade Ne° Cor N° Profisséo Ne° Procedéncia N°
15 10 Branca 21 S6 estudante 35 Urbana 33
16 9 Preta 8 Estudante + outra 4 Rural 6
17 13 Parda 10
18 5
19 2

Total 39 39 39 39

4.2 Comportamento sexual e vida reprodutiva

Conforme mostra a Tabela 2, a maioria das adolecamformou que a sexarca
(p=0,2809) ocorreu antes dos 16 anos, praticaneentetade diz ter tido Unico parceiro e a
outra metade diz ter mais de um (p=0,0822), quadastdizem praticar de uma a quatro

relacdes sexuais semanalmente (p=0,4936). Identife na pesquisa que 32 (82,0%) alunas
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informaram ndo terem sido acometidas de doencasalseante transmissiveis (DSTS)
(p=0,7040). Ainda na Tabela 2, observa-se que ariag30) das adolescentes estudadas nao

fez uso de contraceptivo oral p=0,6915).

Registrou-se que houve abortamento em trés adalesce&ima antes dos 15 anos,
outra aos 16 e a outra ndo informou a idade. Nodigieespeito a realizacdo da curetagem,
duas nado informaram se ja haviam feito e as demaisca fizeram o mencionado

procedimento; uma adolescente relatou ter tidoillnm &os 17 anos.

Tabela 2 - Comportamento sexual das adolescentemdescola publica. Julho de 2008 a junho de
2009. S&o Luis — MA.

e W s ' RS e psT e ST
Del2ail5 25 Unico 20 1 18 Nao 32 Nao 30
Del6al9 14 2a3 15 2a4 18 Sim 1 Sim 7

4 ou mais 4 5 ou mais 3 N&o informa 6 N&o informa 2
Total 39 39 39 39 39

4.3 Antecedentes familiares, habitos de vida, avatdo ginecoldgica,

citopatologia, colposcopia e genotipagem

A Tabela 3 demonstra a historia de cancer famaiagyual foi informada por oito
(20,5%) adolescentes; 20 (51,2%) delas relataratorido de diabetes e quatro (10,2%)
tireoidopatia. As adolescentes estudadas, em simiayaao fumava, mas consumia bebidas
alcodlicas, de forma eventual. Observa-se aindd@ateela 3 a representatividade epitelial,
assim como as alteraces citopatologicas que faddenciadas, tais como a inflamacao,

metaplasia escamosa imatura e lesdo de baixoagnawefeito, citopatico sugestivo de HPV.
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Tabela 3 -Antecedentes familiares, habitos de vida e caliatiteas do epitélio cervical das
adolescentes de uma escola Publica. Julho de 20@&a de 2009. Sao Luis-MA.

Antecedentes Familiares, Habitos de Vida e Caracttsticas do Epitélio Cervical

%

Tabagismo

Sim

N&o

N&o Informa

Bebida alcodlica

Sim

N&o

N&o Informa

Neoplasias Malignas
Sim

N&o

N&o Informa

Diabetes

Sim

N&o

N&o Informa
Tireoidopatia

Sim

N&o

N&o Informa

Tipos de epitélios
Escamoso

Escamoso e Glandular
Escamoso, Glandular e Metaplasico
Sem informacéo
Alteracéo Citopatolégica
Inflamacéo

Inflamacéo e Metaplasia escamosa imatura
Leséo de baixo grau
Insatisfatoria

12,0
76,0
12,0

64,1
35,9

20,5
71,9
7,6

51,3
43,5
51

10,2
66,6
23,2

20,5
69,4
7,6
2,5

79,5
15,3
2,6
2,6

A Tabela 4 mostra que a queixa mais frequente, tquansaude sexual das

adolescentes foi leucorréia (p=0,016), seguidardedw, ardéncia e dispareunia.

Tabela 4 - Saude sexual das adolescentes de upla pablica. Julho de 2008 a junho de 2009. Sdo

Dispareunia Sinusorragia

0
38
1

Luis — MA.
Informacao Leucorréia*
Sim 31
Néao 8
N&o informa 0
Total 39

39

*p=0,016



25

A microbiologia apresentada pelas adolescentegamatologia esta demonstrada
na Tabela 5, a qual evidéncia a presenca maisdntgulelLactobacillussp, seguido de

Gardnerella,além de outros.

Tabela 5 - Microbiologia evidenciada por citopagidoem adolescentes de uma escola publica. Julho
de 2008 a junho de 2009. Séo Luis — MA.

Presenca Citopatologia/Microbiologia
Lactobacillus sp. Cocus Candida sp. Gardnerella radWBacilos
Sim 17 7 5 14 6
N&o 21 31 33 24 32
Insatisfatoria 1 1 1 1 1
Total 39 39 39 39 39

A Tabela 6 mostra que a colposcopia revelou-sesfadiria em 30 das
adolescentes, em que sete apresentaram achaddivsugks lesdo menor, sem nenhum
achado de lesdo maior. A colposcopia insatisfatté@rreu de processos inflamatorios agudos,
sangramento ao exame com impossibilidade de asgald da juncdo escamo-colunar (JEC).

Nenhuma das adolescentes estudadas apresent@saMals@res ou vaginais.

Apos a colposcopia, houve indicacdo para a redde biopsia dirigida do colo
do utero em 15 (38,5%) adolescentes. Observa-s#a aia Tabela 6 a histopatologia,
demonstrando os efeitos citopaticos compativeis EtW em sete (46,7%) adolescentes,

bem como o resultado da genotipagem por PCR-NestedHPV em 29 (74,3%) estudantes.
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Tabela 6 - Colposcopia e colpobidpsia/histopatelogializadas em adolescentes de uma escola

Publica. Julho de 2008 a Junho de 2009. Sao Luis-MA

Colposcopia e Colpobiépsia

%

Colposcopia de Adolescentes com 15 anos (10)
Satisfatério sem Lesao

Satisfatério com Lesdo Menor

Satisfatério com Les&o Maior

Insatisfatorio

Colposcopia de Adolescentes com 16 anos (9)
Satisfatério sem Lesao

Satisfatério com Lesdo Menor

Satisfatério com Les&o Maior

Insatisfatorio

Colposcopia de Adolescentes com 17 anos (13)
Satisfatério sem Lesao

Satisfatério com Lesdo Menor

Satisfatério com Les&o Maior

Insatisfatorio

Colposcopia de Adolescentes com 18 anos (5)
Satisfatério sem Lesao

Satisfatério com Lesdo Menor

Satisfatério com Les&o Maior

Insatisfatorio

Colposcopia de Adolescentes com 19 anos (2)
Satisfatério sem Lesao

Satisfatério com Lesdo Menor

Satisfatério com Les&o Maior

Insatisfatorio

Colpobidpsia

Sim

Nao

Histopatoldgico do colo uterino

Cervicite + coilocitos sugestivo a HPV

Cervicite cronica inespecifica e metaplasia escaraagocervical
Endocervicite cronica inespecifica

Cervicite + coilocitos sugestivo a HPV + metaplasidocervical

O O & g1 O w U, O o N N H» O L, O

O O onN
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3
4

3
1

Cervicite cronica associada a alteracdes citomaticmestivas de infecgdes virais 1

por HPV
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0,0

100,0
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13,4

6,6

74,3
25,7
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A Tabela 7 representa a colposcopia, relacionancimya a genotipagem das 39
alunas estudadas, em que a infecgéo viral por iP¥etectada em 29 (74,3%) adolescentes.
Em 15 (65,2%) destas adolescentes com genotipagsitiva ndo foi identificada leséao

colposcopica.

Observa-se também na Tabela 7, os resultados d#éiggyem por PCR - Nested
em comparagdo com os resultados da Colposcopidicvesse que a PCR foi positiva em 20
(66,6%) das adolescentes estudadas, ao passocqimoscopia foi positiva em 7 (23,3%) das
adolescentes, sendo que 9 (23,0%) das adolesddreemm colposcopia insatisfatoria. A
colposcopia nédo fez o diagnéstico em 15 adolesselate 20 diagnosticadas pela genotipagem
por PCR-Nested. Portanto, apresentou sensibilided25,0% e especificidade de 80,0%. O

valor preditivo positivo foi de 71,4 % e o valoegitivo negativo foi de 34,8%.

Tabela 7 - Relac&o entre a colposcopia e a gegetip&m adolescentes de uma escola publica. Julho
de 2008 a junho de 2009. S&o Luis — MA.

Genotipagem

Colposcopia Positiva Negativa
(HPV+) (HPV-)
Freq. % Freq. % Freq. %
Presenca de lesdo 7 17,9 5 71,4 2 28,6
Auséncia de lesao 23 58,9 15 65,2 8 34,8
Insatisfatoria 9 23,2 9 100 0 0
Total 39 100 29 - 10 -

A Tabela 8 mostra a relacdo do exame citopatolégwn a histopatologia e a
genotipagem por PCR-Nested para HPV. Sete (17,2%)18 adolescentes, que fizeram o
exame histopatoldgico apresentaram resultados @ildcibos sugestivos de infeccao viral
por HPV.

Houve apenas um achado de lesdo de baixo grauvadolescente ndo confirmou
positividade, na genotipagem por PCR para HPV, ameirevisdo do exame.
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Tabela 8 - Relac&o entre os achados da citopatolbigtopatologia e genotipagem (PCR)- Nested da
cérvice de adolescentes de uma escola publican dal2008 a Junho de 2009. Sé&o Luis — MA.

Exames Citopatologia Histopatologia Genotipagem (PCR)
f % f % Positiva (HPV+) Negativa (HPV-)
Inflamatdria 37 94,8 8 20,6 22 9
HPV 0 0 6 15,3 6 0
LSIL/HPV 1 2,6 1 2,6 0
Insatisfatoria 1 2,6 0 0 1 0
Néo fez 0 0 24 61,5 0 0
Total 39 100 39 100 29 10

Das 13 adolescentes com 17 anos, 12 apresentaracorse citopatologia
inflamatoria, sendo que apenas uma teve diagn@sigestivo de LSIL/HPV. Dez adolescentes
com 15 anos apresentaram inflamacéo. As faixasetwde 15, 16 e 17 anos de idade mostraram
alteragbes colposcopicas, bem como positividadse gramotipagem. (Tabela 9).

Tabela 9 - Distribuicdo das adolescentes de unwaepablica por idade de acordo com o resultado da
citopatologia, colposcopia e genotipagem. Juli2088 a junho de 2009. S&o Luis-MA

CITOPATOLOGIA COLPOSCOPIA GENOTIPAGEM
PCR-Nested

IDADE/N® LSIL/ Satisfatéria Insatisfatéria | Positiva  Negativa

INFLAM.  HPV  LSIL [\ INSAT. [ C/lesdo| CI S/ (HPV+) (HPV-)
menor leséo leséo
maior

15 (10) 10 0 0 0 0 1 0 5 4 7 3
16 (09) 09 0 0 0 0 2 0 7 0 8 1
17 (13) 12 0 0 1 1 3 0 5 5 9 4
18 (05) 05 0 0 0 0 1 0 4 0 3 2
19 (02) 02 0 0 0 0 0 0 2 0 2 0
Total (39) 37 0 0 1 1 7 0 23 9 29 10

Observa-se na Tabela 10, que 6 (seis) adolescest@sgm, predominantemente,
infectadas pelos tipos de alto risco com HPVs 35M856/59/66/82. Outras 7 (sete)
estudantes demonstraram infeccdo multipla por &g dos tipos virais de alto risco
(31/39/52/58/59/66/68) com intermediarios (6/11442%7) e de baixo risco
(MM8/26/34/53/55/61/62). Analisando ainda esta TabEO, verifica-se que 21 (72,4%)

adolescentes estavam infectadas pelos tipos desalto
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Tabela 10 - Distribuigdo da genotipagem por PCRidkepara HPV de acordo com 0s genotipos em
adolescentes de uma escola publica. Julho de 20@Ba de 2009. Sdo Luis-MA.

Genotipagem por PCR para HPV

Alto risco Risco Baixo risco N° de %
Intermediario adolescentes
31/39/52/58/59/66/68 6/11/42/44/57 MM8/26/34/53@362 7 24,1
Negativo 6 MM8/26/54/55 3 10,3
16/18/31/35/39/45/51/56/59/66/ Negativo MM7/MM8/26/54/55/61/67/70/ 7 24,1
82 71/81
66 42 Negativo 1 3,5
Negativo Negativo MM7/54/61/69/70 3 10,3
Negativo 6/42 Negativo 2 7,0
31/35/51/56/59/66/82 Negativo Negativo 6 20,7
Total 29 100,0

A Tabela 11 mostra a diversidade dos tipos de HPxedominio do tipo 66, alto
risco e tipo 6 de baixo risco, mostrando-se commas frequentes. Ainda nesta Tabela 11,
verifica-se a genotipagem por PCR-Nested mostraridocdo simples em 6 (seis) adolescentes
(20,7%), com os genotipos: 6, 31, 66, 70, 82 ecgdie multipla em 23 (79,3%) destas
estudantes. O tipo de HPV 66 foi detectado conc@éfie multipla (coexistente) em seis vezes,
sendo que apenas uma adolescente (3,5%) foi idadafcom este virus, tipo 66, isoladamente

(infeccao simples).
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Tabela 11 - Distribuicdo dos tipos de HPV presemteadolescentes de uma escola Publica. Julho de
2008 a Junho de 2009. S0 Luis-MA.

Tipos de HPV f %
11; 16; 18; 34; 44; 45; 52; 57, 58; 62; 67; 68; BY; 1 3,5
35; 53; 70; 82; MM7 2 7,0
55; 81; MM8 3 10,3
39; 42; 56 4 13,8
26; 31; 51, 54; 59; 61 5 17,3
6; 66 7 24,1
Infeccdo Simples

6 1 3,5
31 2 6,9
66 1 3,5
70 1 3,5
82 1 3,5
Infeccao Mdltipla/Virus Coexistentes

39; 52;59; 11; 61; 62 1 3,5
54; 61 1 3,5
69; MM7 1 3,5
MM7; 26; 71; 81; 18; 39; 59 1 3,5
54; 06 1 3,5
54;61; 81; 16 1 3,5
06; 31; 39; 61 1 3,5
06; 55; MM8 1 3,5
06; 26 1 3,5
31; 35; 54; 55; 70; MM8 1 3,5
06; 26; 59; MM8 1 3,5
42; 53; 66 1 3,5
06; 42 1 3,5
51; 53; 66 1 3,5
42; 66 1 3,5
45; 51; 56; 81; 82 1 3,5
51; 56 1 3,5
67; 51; 56; 66 1 3,5
34; 55; 57; 66 1 3,5
51; 54 1 3,5
35; 59; 66 1 3,5
26; 39; 44, 61, 68 1 3,5
26; 42; 31; 58; 59 1 3,5

Na Figura 1 observa-se a diversidade de associatgssipos de HPV de alto
risco, havendo predominancia dos tipos: 66 (akoo), 42 (intermediario), seguindo-se 26

(baixo risco) e 31, 39, 51 (alto risco), além deaa
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Figura 1 - Distribuicdo dos tipos de HPV em 39 adoéntes submetidas a reacdo de PCR,
demonstrando a infeccdo em 29 estudantes. SAMAII2008-2009.

Observa-se na Figura 2 e 3 a divisdo dos gendtipd$PV em: baixo risco, risco
intermediario e alto risco, bem como os tamanhasataplicons gerados pela PCR - Nested.

Os resultados mostraram que os genaétipos de hhixe risco foram mais frequentes.

14%

m Alto Risco

O Risco Intermediario
W Baio Risco

O HPV—

14%

Figura 2 - Gendétipos de HPV em adolescentes deasew@la publica. Julho de 2008 a junho de 2009.
Séo Luis — MA.
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Multiplex  Multiplex Multiplex Multiplex Multiplex  Multiplex  Multiplex  Multiplex
1 2 3 4 5 6 7 8

Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag. Tipo Frag.

p-Glo 366
294 11 291 74 328
249 43 244 BV 266

213 208 69 237
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270 RN 276 B 270 285
237 B 238 57 235 219
103 /M 102 73 180 175
141 P 127 127 64 110 QUVCH 83 72 74 WM 140

B Ao risco [ ] Risco intermediério

[ Baixo risco

Figura 3 — Tipos virais de HPV e tamanhos dos aop$ gerados pela PCR-Nested.

Na Tabela 12, sdo apresentados os resultados ddipggem por PCR em
comparacao com os resultados do histopatologicofidtei-se que a PCR foi positiva em 13
(86,6%) das adolescentes estudadas, ao passohigteatologia foi positiva em 6 (40,0%)
das adolescentes. A histopatologia ndo fez o d&med em 8 adolescentes das 13
diagnosticadas pela genotipagem por PCR-NestedarRor apresentou sensibilidade de
46,1% e especificidade de 50,0%. O valor predipositivo foi de 85,7 % e o valor preditivo
negativo foi de 12,5%.

Tabela 12 - Correlagéo entre a histopatologia etgggem em adolescentes de uma escola Publica
de S&o Luis-MA em Julho de 2008 a junho de 2009.

Histopatol6gico Genotipagem Total
Positivo Negativo

Sim 6 1 7

Nao 7 1 8

Total 13 2 15

Sendo assim, o estudo da infec¢é@o por genotipd®sle mostrou que a maioria das
adolescentes apresentou positividade para PCR-eé\ésteendo predominio para o tipo de alto

risco 66 e infeccbes coexistentes (multipla viral).
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6 DISCUSSAO

Analisando-se os aspectos socio-demograficos daaddfescentes envolvidas
neste estudo, observou-se que 13 (33,3%) adolescentontravam-se na idade de 17 anos,
em concordancia com os estudos de Melkert et 8R3)le Barros e Rocha (2006), que

verificaram a maior frequéncia desta infeccao apidgcio da atividade sexual.

Este estudo demonstrou um predominio da cor braasaadolescentes (53,8%)
em contrapartida com os achados de Barros e RA@OO&), que revelaram uma prevaléncia
da cor parda na maioria das infectadas. Mostraraiobbém, maior contingente de
adolescentes, estudantes em tempo integral e glenotirbana, cujas informacdes estdo de

acordo com a caracteristica demografica que abueageele estudo.

Considerando-se que a sexarca das adolescentesermgaram seu primeiro
intercurso sexual abaixo dos 16 anos, cujos damltsocdam com o estudo de Barros e Rocha
(2006), o qual demonstrou que adolescentes apaeaamtinicio da atividade sexual no

intervalo de 16 a 19 anos.

No que diz respeito ao numero de parceiros, 2B¢)Ldas adolescentes revelou
ter um parceiro, demonstrando com prioridade oci@@mento monogamico, entretanto
torna-se dificil a verdadeira investigacdo quant@carréncia de promiscuidade devida
possivelmente, & omissédo de dados referentesidaatevsexual (KJAER et al. 1997; SHIN et
al. 2004). Estes dados estdo de acordo com Lo@es(2001), Antunes et al. (2004), Campos
et al. (2005) e Barros e Rocha (2006), que questioa tendéncia dos parceiros masculinos
terem mudltiplas parceiras, fato desconhecido pelasmas, levando ao risco de adquirir a

infeccdo pelo HPV e outras DSTs.

Este estudo mostra o comportamento sexual dassadales, especialmente a
infeccdo por HPV, que foi estudado também por Samétleman, Uribe-Salas e Conde
Gonzalez (2002), Rama et al. (2006) e Dempsey .ef2808), que demonstraram uma

prevaléncia de infeccdo por HPV de alto risco, mam mulheres abaixo de 25 anos.

A estimativa do numero de abortos publicada parinédio do Centro Nacional
de Prevencdo de Doengas Crdnicas e Promoc¢édo de §dGCDPHP) (2009), com idade
entre 10 a 24 anos, nos Estados Unidos, no pededt002 a 2007, tende a ser inferior ao
namero publicado pelo Instituto Guttmacher (orgagdo sem fins lucrativos focada em

saude sexual e reprodutiva, investigacdo, anatiséca e educacao publica). Grande parte da
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diferenca reflete a auséncia de informacdes p@aitornia, Flérida, New Hampshire e oeste
da Virginia. Porém, os dados do Sistema de Vig#éan€DC) fornecem informacdes
importantes sobre as caracteristicas das mulheresabortam como idade, estado civil,
raca/etnia, numero prévio de nascimentos e de @aberidade gestacional ao aborto. Neste
relatorio, um quarto das mulheres entre 15-19 anmti?% das pessoas com idades entre 20-24
anos estavam infectadas pelo HPV em 2003 e 20@ds Edormacdes indicam que a saude
sexual e reprodutiva de adolescentes da Américancana ser um importante problema de

saude publica.

As formas de infeccdo do HPV estéo relacionadas aatade, atividade sexual,
sexarca precoce, numero de parceiros, tabagismmossupressao, anticoncepcional oral,
infec¢des genitais transmitidas sexualmente e sddtores de risco (MANRIQUE et al 2007,
QUEIROZ; CANO; ZAIA, 2007). Os dados desta pesquiszstram que a sexarca ocorreu
antes dos 15 anos e a maioria negou acometimentioetgas sexualmente transmissiveis

(DSTs), bem como n&o ser usuaria de contraceptalo o

Segundo Aldrighi, Aldrighi e Petta (2002), a u#itAo de contraceptivos
hormonais orais deve ser prescrita sob alerta emergas com riscos de infeccdo persistente
pelo HPV. Portanto, devem ser informadas pelo m&oo de desenvolvimento do cancer de
colo do atero, como também, mulheres com multiglasceiros, as quais deveriam ser
submetidas a uma avaliagdo prévia do DNA — HPVesamte se iniciar a contracepgao
hormonal oral. Em se tratando de usuarias de ampti&os hormonais orais, neste estudo por
longo tempo, deveriam ser incluidas em programagsieeamento de cancer do colo do
Utero de forma mais prudente (MURTA et al. 2001).

O abortamento em trés (7,7%) adolescentes deatdoeshostra informagdes
oriundas da escola publica, compreendendo a idade £5 e 17 anos, inclusive com relato
de parto em uma das estudantes aos 17 anos. kstes doncordam com a pesquisa de
Ramos et al. (2005), em que as entrevistadas nuomatia de 234 mulheres jovens tiveram
de um a dois abortos (27,4%).

Campaner, Santos e Galvao (2007) associaram mslherentes na populacao
em geral com o desenvolvimento das NICs e do camgercal. Estudos epidemiologicos na
década de 70 evidenciaram que a frequéncia do rcéaecécal era mais elevada entre as
mulheres fumantes. Nesta pesquisa, esse fatorébevante, haja vista o levantamento dos
dados terem sido efetuados de forma temporal naipaltro de estudo transversal, de julho de
2008 a junho de 20009.
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Na andlise dos achados microbiologicos, evidens®ua associacdo mais
frequente contactobacillussp. em 17 (43,6%) adolescentes, seguidGalelinerellaem 14
(35,9%) alunas, enquanto que Souza e Vianna, (20@Wonstraram predominio de cocos,
Lactobacilluse Gardnerella.

No que diz respeito a citopatologia da cérviceindena adolescéncia, o estudo de
Novaes (2006) apresentou 22% das adolescentesitmogi@ cervical normal e 9,6% com
LSIL. No estudo realizado nas adolescentes de we@aeplblica do Maranhéao, 37 (94,9%)

alunas apresentaram resultado inflamatério e s@mana (2,6%) revelou LSIL.

A revisao de 210.296 exames citologicos cervicaimdlheres entre 10 e 19 anos
realizadas por Mount e Papillo (1999), durante moge de um ano, demonstraram 3,2% de
lesGes intraepiteliais cervicais, 2,5% correspoddea alteracdes de baixo grau e 0,7%
alteracbes de alto grau, mostrando a ndo concoed@oon esta investigacdo em que a
maioria das adolescentes encontrava-se infectadddP¥, pela genotipagem por PCR -
Nested.

Entretanto, Rivoire et al. (2006) alertam que na@onmétodo de rastreamento

diagndstico que tenha 100% de certeza ou sucesso.

A associacgado entre esses métodos diagnoésticos dasmaais eficientes condutas
terapéuticas utilizadas no diagnéstico das lesdieaepiteliais escamosas e cancer cervical
(STIVAL et al. 2005).

O aumento da frequéncia de lesdo intraepiteliabrassa (LSIL) durante a
adolescéncia tem sido atribuido a iniciacdo sepuatoce entre outros identificados como
responsaveis pelo aumento da susceptibilidade ¢ do Utero da adolescente para a
infeccdo pelo HPV (MONTEIRO et al. 2006). Estasoinfacbes sao consistentes e
corroboram com os achados desta pesquisa, motivaridolusdo de mulheres em faixas
etarias inferiores aquelas incluidas pelo Ministaten Saude (2001), que contou com a
consultoria da Fundacdo Ontéario para Tratamentesgsa de Cancer no Canada, a qual
elaborou o Programa Viva Mulher, que foi implementdesde 1997.

Zeferino (2008) demonstrou que o controle do cammercolo do Utero esta
diretamente relacionado com a qualidade do sistnsaude. A identificacdo de mulheres
que precisam fazer controle exige garantia do distigo, acesso facil e 4gil aos servigos e
flexibilidade para marcar e remarcar consultasnpggalmente, permitindo a rapidez no

atendimento, essencialmente a mulher adolesceatep alemonstra a pertinéncia deste
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estudo de adolescentes de uma escola publica, rdamclm também com os estudos
realizados em S&o Luis do Maranhdo (MENDES; SILVEIRAREDES, 2004).

As experiéncias de Ramirez et al. (2002) mostragatndos com 372 jovens
adolescentes de Santo Domingo, Republica Dominjaasquais 48 apresentavam infeccao
pelo HPV, sendo que a idade mais afetada foi dea I® anos (70,8%), cujos dados
concordam com os achados desta pesquisa em Sablardehao.

Os dados socio-demogréaficos apresentados mostraen ajumaioria das
adolescentes estudadas tinha de 15 a 17 anos ewaléncia urbana e estudantes em
tempo integral, cor branca e escolaridade entre 12 anos. As maiores prevaléncias de
HPV, sdo encontradas em mulheres abaixo dos 25 emmsprogressivo declinio linear apos
esta idade, devido a elevacao da idade resultanetsancas dos habitos sexuais, tornando as
mulheres menos expostas (ZEFERINO; BEDONE; OYAKAWA98 ANSCHAU, 2008;
RAMA et al. 2008).

Outros estudos relatam queda na prevaléncia decadepor HPV, mesmo com o
avanco da idade e intensa atividade sexual, sulyeigie essa queda é independente do
comportamento sexual, estando relacionada ao dasenento de imunidade tipo-especifica

a infeccdo pelo virus (RAMA et al. 2008).

Pedrosa, Mattos e Koifman (2008), abordando a ¢d@fe@elo HPV, depois de
instalada, afirmaram que a mesma pode estabikggedir, progredir e transformar-se, dando
origem as neoplasias intraepiteliais cervicais (N&®u carcinomas, portanto, o achado de
infeccdo por HPV na maioria das adolescentes pdR PQlested, neste trabalho reflete
conduta expectante. As NICs classificam-se de accoth a maior ou menor probabilidade
de evolugédo para céncer, em respectivamente, ledbaixo grau (NIC I) e lesGes de alto
grau (NIC Il e ).

Chacon et al. (2007), em estudos de amostras aevile 272 mulheres com
avaliacdo de citologia, histologia e HPV pela ggragiem, detectaram os gendtipos de alto
risco 16 e 18 em 33% de 212 mulheres. A histopgi@ide 61 mulheres com H-SIL e cancer
foi de 55,73% para gendtipos 16 e/ou 18; sendoezstentrado em 7,9% e 22% de mulheres
com ASCUS (Atypical Squamous Cells Uncertain Sigaiice) e L-SIL. (Low Grade-
Squamous Intraepithelial Lesion).

Fletcher et al. (2009), objetivando determinareg@éncia do HPV em pacientes

com 20 anos ou menos, diagnosticadas com ASCU®aramn laudos citopatolégicos na
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Universidade da Florida/Shands-UF, encontrando H#RY 51% das pacientes estudadas,
sendo que a colposcopia, associada ao diagnéssimddgico subsequente, revelou presenca
de NIC 2 / 3 em 11 (23%) do grupo positivo para HP¥te estudo vem fundamentar a
investigacdo acerca de adolescentes, que utilizzuaanetodologia os exames tradicionais

para o diagnéstico do HPV.

O estudo de Sousa (2008), com 40 pacientes, detattvés da genotipagem por
PCR-Nested 75% (n=30) de positividade para HPVde&3,3% (n=25) infeccdes multiplas
e 16,7% (n=5) infeccdes simples, ratificando a stigacao realizada nas adolescentes de uma
escola de Séo Luis-MA em que a positividade par¥ Hi de 74,3% (n=29) das 39
estudadas, sendo infec¢cdes multiplas em 23 (7%8@escentes e infecgbes simples em seis

(20,7%) adolescentes.

Na pesquisa, também, realizada por Sousa (2008aenh.uis, foram encontrados
12 subtipos de alto risco (16, 31, 39, 45, 51,962,58, 59, 66, 68, 73); com predominio dos
subtipos 16, 39, 73, houve concordancia com o estiad adolescentes com 14 subtipos de
alto risco: 16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56,58,66, 68 e 82 com predominio do genotipo

de alto risco 66, além de outros, 31, 51 e 59;86.¢e

Quanto aos riscos intermediarios foram encontrate® subtipos (6, 11, 42, 44,
57) com predominio do genoétipo 6 e 42. Em relagiode baixo risco foram encontrados 14
subtipos (MM7, MM8, 26, 34, 53, 54, 55, 61, 62, 69, 70, 71 e 81) com predominio de 26,
54, 61.

Smith et al. (2008), em suas pesquisas para HP¥ 1%, tipos de alto risco, na
Europa, Oriente Médio e América do Norte, estudaBdé 160 mulheres, e demonstraram a
predominancia de infec¢cdo adquirida na adolescéndagico de prevaléncia na meia idade

(35-50 anos) que varia com as regides geograficas.

Widdice e Moscicki (2008) identificaram que 50% dalescentes e mulheres
jovens nos Estados Unidos apds a sexarca adquifestc@o por HPV dentro de trés anos,
resultando numa alta taxa de prevaléncia, levando problema de salde publica nesse pais.

Alves e Netto (2004), estudando os fatores de fpera adquirir a infeccdo pelo
HPV, consideraram a atividade sexual (niumero e oom@mento sexual dos parceiros,
sexarca precoce, frequéncia de relacdes sexa®)sa propor¢ao da circulagdo do virus na
regido (tipo viral e a variacdo genética dos difege tipos virais), em conformidade com os

dados encontrados nas adolescentes estudadapesgizsa.
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A citologia oncaética é o principal método utilizado diagnostico precoce das
lesGes cervicais (GIRIANELLI et al. 2004; SOUZA @t 2004; ANDRADE, 2006). Em
paises desenvolvidos onde a qualidade, cobertsgguemento de rastreamento citolégico sao
elevados, a incidéncia do cancer cervical foi rethuem até 80% dos casos (LONGATTO
FILHO et al. 2002; SANTOS et al. 2004; CAETANO ¢t 2006). Muitos autores citam
problemas como limitacdes e casos de falso-negafhaxa sensibilidade) e falso-positivos
(baixa especificidade) na adocdo do método em gadse desenvolvimento (LAPIN;
DERCHAIN; TAMBASCIA, 2000; ELUF NETO et al. 2000; FBNGHENTI;
GONCALVES, RODRIGUES, 2001; BIGIO; BAROBOSA; CAVAIANTI, 2002;
JORDAO et al. 2003; KANESHIMA et al. 2003; CARNEIR®IOREIRA; NETTO, 2004;
GONTIJO et al. 2004; CORDEIRO et al. 2005).

Estudos de meta-analises sugerem que 0 rastrearoiolidgico tem grande
variacdo de sensibilidade para detectar lesfesldgstas, por predominar trabalho manual,
desde a coleta do material até a liberacdo do exmeiwe laboratério, implicando laudos
dependentes da valoracdo dos recursos humanaadbidé, segundo Gontijo et al (2005) e
Russomano; Monteiro e Mousinho (2008), que séoardiacites com esta investigacdo em
adolescentes de uma escola de Sdo Luis-MA, em gjlaudos das citopatologias foram
79,5% (31) de Inflamacéo, 19,4% (seis) Inflamag¢éMetaplasia Escamosa Imatura, uma
(2,6%) LSIL+HPV e outra (2,6%) Insatisfatoria.

Fernandes et al (2008) analisaram citopatologia80@emulheres, entre 15 a 64
anos, na cidade de Natal — Rio Grande do NortesilB@ estudo mostrou que 54,5% das
mulheres apresentaram citologia normal e 45,5%itimblteracdes citoldgicas, detectando, o
virus do HPV em 24,5% das mulheres com citologianah e em 59,8% das quais
apresentaram citologia alterada, dai a relevanara ptilizacdo da PCR - Nested para o

diagndstico da virose em adolescentes.

Girianelli et al. (2004) e Derchain, Longatto Filadgyrjanen (2005) estudaram o
método da citologia do meio liquido para detectdulas pré-cancerosas. Este método tem
um custo mais elevado que o da citologia convemationaior representatividade de células
coletadas transferidas para a lamina, reducao itlelegias convencionais insatisfatorias,
possibilidade de utilizar o material remanescet® pealizar testes de biologia molecular e
sensibilidade maior para detec¢éo de lesGes dgralto

Métodos alternativos tém sido sugeridos para geastento do cancer cervical,

entre estes a inspecao visual apos aplicacdo de ackético e os testes para deteccao de
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infecc&o pelo virus do papiloma humano por inteiméd biologia molecular. E uma técnica
de alternativa consideravel para paises em des@mearito, que requer minima infra-
estrutura e poucos equipamentos; podendo ser adalipor enfermeiros ou outros
profissionais em unidades de saude com treinamesjoecializado para executa-la
(GONTIJO et al. 2005).

As pesquisas de Leal et al. (2003), no municipio Rie Branco-Acre,
demonstraram a alta frequéncia de lesdes precsrdoreancer de colo do utero em mulheres
de 15 a 29 anos por acesso limitado da mulher aoisos de prevencao na realizacdo de
citopatologia oncética e colposcopia, cujas infaytes estdo em concordancia com 0s
estudos de Nascimento et al. (2003), De Lima Soetred. (2003); Giuliano et al. (2004);
Oliveira et al. (2006); Silveira et al. (2007), (joeam pesquisas, inclusive, acerca do HPV.

Os exames citopatoldgicos e colposcopicos sdceimdiados, na sua acuracia por
multiplos fatores quanto a época da realizagdoaotlstac e leitura da citologia oncotica; a
mesma situagdo ocorre com a colposcopia como addadé@ontecer 0 exame, a experiéncia

do observador, sdo imprescindiveis para a exatiddsesultados (OLIVEIRA, 2008).

Pinotti (2005), ao avaliar a populacdo feminina dumises integrantes do
MERCOSUL, no Brasil, em S&o Paulo, detectou a #aga do HPV pelo exame de
genotipagem por PCR em mulheres assintomaticas;tdatio 16.4% em 2003; na Argentina
foi de 91% em 1999. Na Bolivia a taxa de mortakda@dr cancer de colo do Utero foi de
22/100.000 mulheres e no Paraguai a taxa de irgal@®esse cancer foi de 41.1/ 100.000
mulheres, em conformidade com esta investigacdzada nas adolescentes assintomaticas
com resultado de PCR - Nested para HPV de 74,3Y&e(@39 adolescentes estudadas.

Pesquisadores afirmam que, entre mulheres com aatipervical, o
acompanhamento exclusivamente com o esfregaco pniealaou de repeticdo permite a
falha na deteccdo de Lesao Glandular Atipica (LAG)um terco dos casos (GREENE et al.
2004; CARVALHO; COLLACO, 2007; SILVEIRA et al. 2007

Para suprir essa deficiéncia, e buscando exclogl@oscopia e diminuir o custo
de rastreamento, defendem o uso do acido acétmodpos a coleta citolégica de repeticéo.
Em seus estudos, os autores apresentam resultaditvqs para a técnica onde, a vista
desarmada, somente as alteracbes aceto-brancasmneger encaminhadas para avaliacao
colposcopica. O uso da mesma permitiria a dimiruigd investimentos em programas de

rastreamento e outros pesquisadores referendaneesgza (NETTO et al. 2002).
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O método de tipagem viral do DNA por PCR tem sualidade bem especifica,
haja vista possuir a propriedade de detectar carglamuito baixa, promover a amplificagao
do virus milhares de vezes (SOUSA, 2008), consdgtectar fragmentos do DNA do virus
do HPV minimos e leves, tendo uma alta sensibiédathoa especificidade com informacéo
de infeccdo simples ou multipla (DOBO; OSHIMA; GIASNTI FILHO, 2002;
NONNERNMACHER et al, 2002; GHEIT et al. 2006; FARI2007; GARGIULO et al.
2007).

Almeida, Sakama e Campos (2006), afirmam que ¢sstele biologia molecular,
dentre os quais a PCR, é um dos métodos mais skrieimam as decisdes na conduta clinica
mais faceis, baseando-as em critérios objetivos,inaés de critérios morfolégicos e
colposcopias arbitrarias, estas experiéncias esiisonantes com a pesquisa realizada em

adolescentes na escola publica.

Segundo Alves e Netto (2004), a colposcopia é usmndétodos de diagnostico
mais sensivel para detectar a doenca cervical ivavas pré-invasiva, poréem com baixa
especificidade e exige profissional qualificadaims com seu custo elevado, limita seu uso

para triagem primaria, esses dados concordam csarpesquisa abordando adolescentes.

Tuon et al. (2002) demonstraram que a imagem cofipisa, quando visualiza a
JEC permite melhor avaliagdo dos critérios de g@alecolposcopica. As suas vantagens
estdo na informagédo imediata da presenca ou aas@adesao significativa, topografia da
mesma, permitindo indicar a melhor forma de tré&ALVAJOLI;, SOUHAMI; FARIAS
1999). As desvantagens, além do custo elevadqatemcial para exagero no diagnostico e
tratamento (COX, 2003). Comparando esta com aogjitle histopatologia, leva vantagem,
pois detecta as lesBes imediatamente ao realitarpescedimento. A colposcopia é um
exame adequado para pacientes identificadas pefstologia com de risco para o cancer de
colo de utero (ALVES, 2003; AMARAL et al. 2008).

A técnica de PCR-Nested é eficiente para deteciafeacdo viral fornecendo
informacgdes diagndsticas, como infeccdo simplesilépta. A detec¢cdo do DNA viral como
alternativa deve ser considerada em populacdesasagaais nao ha programas de triagem
citologica e/ou esses sejam ineficazes. Considerangesquisa com adolescentes da escola
publica em S&o Luis — Maranhao, utilizaram-se o®dus convencionais acrescidos da PCR
- Nested, tendo em vista as experiéncias de F20@v/{, Faria et al. (2008) e Sousa (2008), as

quais estdo em acordo com esta pesquisa.
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Quanto a relevancia clinica deste estudo, evideseciconotacdo contemporanea
da saude sexual do adolescente na escola puldgaerendo posterior acompanhamento e
observacdes prospectivas para reducdo da mobirdadaldo cancer do colo do utero, que

precede com infec¢des pelo Papilomavirus.
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7 CONCLUSOES

A infec¢é@o por HPV na cérvice uterina em adolesseobnstitui um problema de
salde publica em Sao Luis-Maranhéo;

Os fatores sécio-demografico compreendem estudamtessia maioria de 15 a 17
anos, com procedéncia urbana, cor branca e estadarentre 12 e 14 anos;

A sexarca das adolescentes ocorreu antes dos $6eaaometade diz ter tido
parceiro unico, e quanto ao abortamento ocorrenaspem trés adolescentes
da amostra;

A citopatologia demonstrou processo inflamatérevatio, tendo como agente
etiolégicoLactobacilose Gardnerellae apenas uma adolescente com resultado
de lesédo de baixo grau (LSIL/HPV);

A colposcopia revelou positividade baixa, diagraastdo apenas sete das trinta
e nove adolescentes e a histopatologia quandoadeatom a genotipagem
apresentou sensibilidade de 46,1% e especificidad®,0%;

A colposcopia, a citopatologia e a histopatologgaelaram achados de lesdo
menor e LSIL/HPV em apenas uma adolescente;

A genotipagem por PCR-Nested para HPV diagnostisotipos de alto risco,
sendo que o0s mais frequentes foram: 66/31/51/3988%8/82, com
predominancia de 66 e raramente foram detectadeisuss16 e 18;

Das trés adolescentes que abortaram: uma ante§5d@esos com infeccao
multipla, pelos tipos 45/51/56/81/82, uma de 16satmm infeccdo simples (tipo
66) e a outra que n&o informou em que idade aboaiwuvirose pelo tipo 6;

As associagbes caracterizadas por infeccbes ceetdst (multiplas) foram
mais frequentes, ocorrendo HPV de alto risco, selguse os intermediarios e
de baixo risco, requerendo acompanhamento progpeatbnsiderando os
tipos oncogénicos diagnosticados nestas adolescaras predominancia do
alto risco 66 e do intermediario 6.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esdale

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE MATERNO-INFANTIL

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta convidada a participar, como voluntaestal pesquisa, a qual tem a
finalidade de relacionar a prevengdo da mulher sospeita do cancer do colo do Utero em
adolescentes de uma escola publica em Sao LuisfNbAcaso de vocé concordar em
participar, favor assinar ao final do documentoa $articipacdo ndo é obrigatéria, e a
qualquer momento, vocé podera retirar seu consenton Sua recusa nhao trard nenhum
prejuizo em sua relacdo com a pesquisadora ou desoaa.Vocé recebera uma copia deste
termo onde constam os telefones e enderecos dqaigasores, podendo tirar suas davidas
sobre a pesquisa a qualgquer momento. Sendo assiati@dra de Jesus Carneiro Jansen de
Mello e a Profa. Maria do Desterro Soares Brandaschhento (orientadora) resolvemos
escrever um projeto de pesquisa tendo como objdivencontrans casos suspeitos e com
cancer do colo uterino em adolescentes. Sua peat@d € importante e nos ajudara
aprofundar nossos conhecimentos na prevencao @ercaa adolescéncia. Nao ha riscos e o
desconforto sera minimo permitindo a utilizacdoagarelhos ginecoldgicos esterilizados,
descartaveis e adequados para adolescentes. 8kgada& uma entrevista para caracterizar a
suspeita e do cancer do colo do utero e infecgiiés. poderemos oferecer a vocé mais
informacdes sobre o cancer do colo do utero e guaisquer duvidas.  Os resultados da
pesquisa serdo informados aos familiares de camlasagnte a fim de orientar o diagnostico
precoce. Ndo haverd nenhum gasto com sua paréidpagambém nao recebera nenhum
pagamento. Garantimos que suas informacdes pesaisat®mo nome e identidade nao serao
divulgados. Os dados serdo colocados em pesquisaificas, mantendo-se o sigilo,
buscando dessa forma uma melhoria na qualidadeudevisla. Se vocé se encontra

suficientemente esclarecido (a) e concorda emggaatida pesquisa, assine abaixo

Sao Luis /[ de 2009
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NOME E ASSINATURA DO SUJEITO RESPONSAVEL (menor de 18 anos):
RG: SSP UF

(Nome por extenso) (Assinatura)

Assinatura do Pesquisador Responsavel

PARA QUAISQUER INFORMACOES, POR FAVOR, DIRIGIR-SE A OS
SEGUINTES ENDERECOS:

MEDICA : PROF.2. Dra. Maria do Desterro Soares Brandagiiasito
ENDERECO: Rua Duque Bacelar, Qd-33, n° 41, Quintas do Calhau
CEP 65067510 Séao Luis -MA

TELEFONE: (98) 81472745

ALUNA: Elionéra de Jesus Carneiro Jansen de Mello

ENDERECO: Rua da Engenharia Qd. 13 casa 22 COHAFUMA

CEP 65070-170

TELEFONE : (98) 32463250 / 32311549

COMITE DE ETICA EM PESQUISA:

ENDERECO: Rua Bardo de lItapary , 27 S&o Luis -.Ma’Oaddar. Hospital Universitario
Presidente Dutra, CEP 65020 070

TELEFONE : (098) 2109 1223

COORDENADOR DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA :

Prof. Dr. Wildoberto Batista Gurgel

HUUFMA — Unidade Presidente Dutra

Rua Baréo de Itapary s/n Centro — Sao Luis-MA

Fone (098) 2109 1223
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APENDICE B — Ficha Protocolo

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE MATERNO-INFANTHMESTRADO
ACADEMICO

FICHA PROTOCOLO
PROJETO: Papilomavirus Humano (HPAf Adolescentes de uma escola Publica, Séo
Luis-MA, Brasil.
DADOS DE IDENTIFICAQAO

Nome:

Endereco atual:

Cidade: Estado:
Endereco anterior:

Cidade:

Idade: Ocupacao: Gransttegao:

Procedéncia:

A rural B urbano................

ANTECEDENTES PESSOAIS

1- Sexarca
A 12 a 15 anos B 16a19aAN0S.....ccoicceemeinienannnn.

2- N° de parceiro
A Unico B além de dois..........cceeeviiieeeeennn,

3- Frequéncia de relacdes sexuais

A 01l/semana B duas ou mais/semana
4- DSTs

A sim B N0,
5- Gestacao

A 01 B 02 ou mais

6 - Idade da 1° gestacao
A 12 a 15 anos B 16 a 19 anos



7- CONTRACEPTIVOS

A sim B ndo
8- PARTOS
A eutdécicos B Cesareos
9- ABORTAMENTO
A sim B ndo
10- CURETAGEM
A sim B ndo
11- TABAGISMO
A sim B ndo

12- INGESTA DE BEBIDA ALCOOLICA

A sim B ndo
13- Prurido

A sim B ndo
14- Leucorréia

A sim B ndo
15- Ardéncia

A sim B ndo
16- Dispareunia

A sim B ndo
17- Sinusorragia

A sim B ndo

18- OCORRENCIA DE NEOPLASIA INTRAEPITELIAL

A sim

ANTECEDENTES FAMILIARES

19- TIREOIDOPATIAS

B nao

A sim B nao
20- DIABETES

A sim B nao
21- NEOPLASIAS

A sim B nao

AVALlAng GINECOLOGICA:
22- LESOES VULVARES
A sim B nao
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23- LESOES VAGINAS
A sim B ndo

AVALIACAO COLPOSCOPICA
24- COLPOSCOPIA

A satisfatéria com lesao

B satisfatéria sem lesdo

C insatisfatoria

CITOPATOLOGIA ONCOTICA (MS)
25- CITOPATOLOGIA
A- inflamatdrio
B - les@es intra epiteliais de baixo grau e HPV
C - les0es intra epiteliais de alto grau
D - carcinoman situ
E - carcinoma microinvasor
F - carcinoma invasor

AVALIACAO HISTOPATOLOGICA
26- HISTOPATOLOGIA
A - inflamacao
B - lesédo intraepiteliais de baixo grau e HPV
C - leséao intraepiteliais de alto grau
D - carcinoma in situ
E - carcinoma microinvasor
F - carcinoma invasor

27 - ELISA P/ TESTE DE HIV
A positivo B negativo

GENOTIPAGEM POR PCR
A positivo B negativo

CRITERIOS NAO INCLUSAO

0 Gravidez

o Histerectomia

- SIDA

~ Doencas com corticoterapia prolongada

+ ldade abaixo de 15 anos e acima de 19 anos
# Neoplasia maligna

> Transplante renal
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APENDICE C — Artigo cientifico submetido & Revisfmology

Papilomavirus Humano de alto risco e coexisténciabom outros tipos na cérvice uterina
de adolescentes da escola publica em Sdo Luis-Mahg@io, Nordeste do Brasil.

Elionora de Jesus Carneiro Jansen de Mellp Dulcelena Ferreira Silv& Luciane Maria
Oliveira Brito 3, Maria do Desterro Soares Branddo Nascimento
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“Departamento de Morfologia, Centro de Ciéncias &jitas e da Salde da Universidade
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“Departamento de Patologia, Centro de Ciéncias Bjimids e da Saude da Universidade
Federal do Maranhd&o. Programa de POs-graduacdo eaud® Materno-Infantil da
Universidade Federal do Maranhéo.

RESUMO

Tendo em vista a elevada frequéncia da infecca@b palo HPV e o0 seu poder carcinogénico,
tem sido desenvolvido pesquisas em biologia madecphra a melhoria do diagnéstico.
Propbe-se diagnosticar, pela genotipagem com PGiRebllea frequéncia dos tipos de HPV
de alto, intermediario e baixo risco oncogénicetaaionados a infeccdo da cérvice uterina
em adolescentes de uma escola publica. Foi realimadestudo transversal, observacional e
descritivo com 39 adolescentes entre 15 a 19 amssmdo o0 ensino médio, no periodo de
julho/2008 a junho/2009. Levantaram-se os dadoso-sf@mnograficos e comportamento
sexual, por meio de um questionario. Os exameradibs foram: genotipagem por PCR-
Nested, citopatologia, colposcopia e colpobidp$ia.critério de inclusdo compreendeu
atividade sexual e foram excluidas as adolesceqies ndo tiveram atividade sexual,
positividade para HIV e/ou gravidez. Os dados foemaliados e transferidos para um banco
de dados informatizado nos softwares Excel/Offi@@72e Epi-Info versao 6.04, utilizando-
se intervalo de confianca de 95%. Os dados deniogsafmostraram que a maioria das
adolescentes tinha entre 15 e 17 anos, era demotiggana e estudantes em tempo integral. A
sexarca da maioria ocorreu antes dos 16 anoscqrante a metade diz ter parceiro Unico;
nao usar contraceptivos orais; trés delas tiveraont@s; e a maior parte consome alcodlica.
Os resultados dos exames citopatologicos foramanrdtorios em 37 adolescentes; com um
de LSIL/HPV. A biopsia foi realizada em 15 (38,4%lunas; tendo sete apresentado
coilocitos e alteracdo sugestiva de HPV (46,6%)eAotipagem por PCR-Nested foi positiva
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em 29 (74,3%) alunas e negativa em 10 (25,6%)uBsp®s mais frequentes de alto risco em
21 (72,4%) adolescentes, foram: 66 (24,1%); 31¢ 59 (17,2%); 39 e 56 (13,7%); 35 e 82

(6,8%); 16, 18, 52 e 68 (3,4%). Este método deolgial molecular detectou nas adolescentes
estudadas os tipos de alto risco 16/18/31/35/391452/56/58/59/66/68/82; sendo que 0s

mais frequentes foram 31/35/39/51/56/59/66/82,aestdo-se o tipo 66 na regido. Ressalta-
se, ainda, que os tipos 16 e 18 foram 0s menosdrnees.

Palavras-chave Infeccdes por Papilomavirus. Reacdo em CadeiRdiianerase. Saude do

Adolescente. Educacao Sexual.

ABSTRACT

Given the high frequency of viral infection by HRAhd its power carcinogen, molecular
biology research has been developed to improvendss. It is proposed to diagnose, by
genotyping with Nested PCR, the frequency of HPYety of high, intermediate and low
oncogenic risk related to uterine cervix infection adolescents of a public school. We
conducted a cross-sectional, observational andigé@se with 39 female adolescents aged 15
to 19 years, at high school, from July 2008 to J20@9. Data were collected on demographic
and sexual behavior by means of a questionnaire.td@$ts used were genotyping by Nested
PCR, cytology, colposcopy and cervical biopsy. Ti®usion criteria were sexual activity
and were excluded adolescents who had sexual tgcipasitivity to HIV and/or pregnancy.
Data were evaluated and transferred to computebdae using the software Excel / Office
2007 and Epi-Info version 6.04. Demographic dateawsd that most adolescents were
between 15 and 17 years, lived in urban area amd fué-time students. Most of their first
sexual intercourse occurred before age 16, almaltshid to have only one partner, not to
use oral contraceptives, three of them had abartiand the most drank alcohol. The results
of cervical screening were inflammatory in 37 adoknts, with one of LSIL / HPV. Biopsy
was performed in 15 (38.4%) students, and sevesepted koilocytes and abnormalities
HPV suggestive (46.6%). Genotyping by Nested PCR pasitive in 29 (74.3%) students
and negative in 10 (25.6%). The most common subtypke high risk in 21 (72.4%)
adolescents were: 66 (24.1%), 31, 51 and 59 (17.3%gand 56 (13.7%), 35 and 82 (6.8%),
16, 18, 52 and 68 (3.4%). This method of molechialogy found, in adolescents studied, the
high risk types 16/18/31/35/39/45/51/52/56/58/588882, and the most common were 31 /
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35/39/51/56/59/66/82, especially type 66 in thisgraphic region. It should be noted also
that types 16 and 18 were the least frequent.

Keywords: Papillomavirus Infections. Polymerase Chain ReactAdolescent Health. Sex

Education.

Introducao

A histoéria natural da infeccéo viral do HPV é afietgela coexisténcia de outros
tipos de cargas virais. A infeccdo multipla pelgimmavirus humano (HPV) € comum na
populacéo feminina.

Os tipos de HPV estdo agrupados de acordo com wErsedg de DNA e sao
filogeneticamente classificados em espécies. A maaigdos HPVs oncogénicos esta
compreendida entre A9 e A7, os quais s&o reprekentaspectivamente pelo HPV 16 é 18

O HPV 16 e 18 tém sido detectados em mulheres ceeneco-infeccdo com
outros tipos virais, participando de LesGes Escasddipicas de Significado Indeterminado
(ASCUS) e Lesbes Intraepiteliais de Baixo Grau ()5

Aproximadamente um milhdo e meio de mulheres esif@éatadas pelo HPV e
sdo diagnosticadas com lesdes de baixo grau nasdsst/nidod contudo, estes genétipos
constituem a proposta de vacinacdo que reduziaétwos anormais a nivel cervical

Na Africa e ainda na América Latina ha maior prémala de HPV de alto risco,
oncogeénicos, cujos tipos sao 16, 18, 31, 35, 4555158 e 59. O HPV 16 € o mais frequente
no mundo, exceto na Indonésia e Argélia, onde o HB\¢ o mais comum, ja o HPV 45
apresenta alta frequéncia na Africa Ocidental.i@st33, 39 e 59 se concentram na América
Central e América do Sul

A distribuicdo dos genotipos de HPV no Brasil tedosaventada, a exemplo da
recente informacdo de Paesi ef gue mostraram alta prevaléncia do tipo de HPV 158 e
pacientes com lesdes pré-malignas do colo do étarmulheres do sul do pais. Esta pesquisa
no Rio Grande do Sul identificou 51,2% da positnd de DNA do HPV, compreendendo a
maior prevaléncia dos genotipos dos tipos 16 (3%,%%(13,8%), 33 (9,72%), 11 (8,33%) e
18 (5,55), além de outros.
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Os métodos moleculares sdo mais efetivos para géetede HPV clinico,
subclinico ou a forma latente da doenca viral afiktaa mulher. A Rea¢do de Cadeia de
Polimerase (PCR) é o mais sensivel método de estadlafeccdo por HPV. A amplificacdo
de fragmento de DNA complementa a especificidade?@&®, bem como a deteccdo de
infeccdo multipla 8,

Cem mil novos casos sdo estimados para 2008 nd ‘Bias Goiania, segundo
Rabelo-Santos houve predominancia do HPV 16 que podstrar-se associado a outros
tipos™.

A estimativa para o Maranhao para 2008, segunadastddto Nacional do Cancer
(INCA) é gue ocorreriam 630 novos casos de canearotb do Utero, com taxa de 19,67%
casos para cada 100 mil mulhéres

O HPV esta associado as lesdes intraepiteliaisresas e ao cancer cervical. O
grupo de baixo risco para a oncogénese sao os Gipag, 26, 42, 44, 54, 70 e 73, que
produzem o aparecimento de verrugas comuns, comalifcuminado na regiao anogenital. O
grupo de alto risco inclui os tipos 16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, 66 e 68, estdo
associados com o desenvolvimento do carcinomargeitie

A infeccdo pelo HPV est4 associada a outros fatdeessco na carcinogénese
cervical, que compreende sexarca precoce, multplie de parceiros, multiparidade, ser
jovem, habito de fumar, baixo nivel socioeconémianticoncepcional oral, deficiéncias
nutricionais, infeccdo pelo virus da imunodeficianbumana (HIV) e outras infeccdes
genitais sexualmente transmissiveis

O objetivo deste estudo é diagnosticar, pela geagém com PCR-Nested, a
frequéncia dos subtipos de HPV de alto, intermex@baixo risco, relacionados a infec¢éo

da cérvice uterina em adolescentes da escola public

Materiais e Métodos

Em um contingente de 350 alunas, foram recrutasl@apia se sensibilizaram em
participar e preencheram os critérios de inclusiia pesquisa de infeccdo por HPV em uma
escola publica estadual, Centro Integrado do Ritb @INTRA), localizada na area urbana
de S&o Luis, capital do Estado do Maranhdo. Olgevema amostra de 39 (trinta e nove)
adolescentes, na faixa etaria de 15 a 19 anosnimdp de julho de 2008 a junho de 20009.

O tamanho da amostra contingenciada compreendearidseis que descrevem

as categorias em que as participantes da pesguéssjaadravam.
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Consideraram-se como critérios de inclusdo, adetess com atividade sexual,
idade entre 15 e 19 anos, estudantes de nivel md® espontaneamente escolheram
participar da pesquisa.

Apo6s o recebimento do Termo de Consentimento LevEssclarecido, utilizou-se
um questiondrio com itens relacionados aos dada$o-démogréaficos, acrescidos de
informacgdes sobre a salude sexual.

Anamnese, exame ginecologico, coleta da secregaogpaotipagem por Reacéo
em Cadeia de Polimerase (PCR)-Nested, foram redakzaEm seguida, realizou-se a
colposcopia, seguida de colpobidpsia para os ceswsindicacdo. Todas as adolescentes
foram aconselhadas a submeter-se ao exame somigieHIV.

Técnica de biologia molecular pela PCR — Nestedefalizada, sendo o material
coletado da regido cérvicovaginal através de eslmoudtilizando kits especificos fornecidos
pelo Laboratdrio BioGenetics Tecnologia Moleculédd, sendo obedecidas as instru¢des do
fornecedor para fins de detec¢éo e genotipagenigtzssde HPV através da analise de DNA,
bem como a determinacao dos subtipos do virusdwsszentes. O material foi retirado das
39 alunas, como mencionado anteriormente e armda@esma 1 mL de tampéao de lise nuclear
(TLN); colocado em geladeira a uma temperaturaetfta 7 °C até seu processantefito

As reagbes de PCR foram acondicionadas com o apoixedido pelo
Laboratério de Genética e Biologia Molecular do &g&gmento de Biologia da Universidade
Federal do Maranhé&o e realizadas no LaboratoriG8&mnetics Tecnologia Molecular Ltda de
Uberlandia, Minas Gerais.

A extrac@o do DNA foi realizada por meio das anasstérvicovaginais coletadas
das 39 alunas, seguindo as instru¢des do forneeedoplificado com primers degenerados
MYO09 e MY11, seguido por uma reamplificacdo cprimersHPV- especificos, combinados
em 08 (oito) reacdes de PCR — multiplex, cada coiatiendo 05 (cinco) pares pegmerspara
genotipagem de 05 (cinco) subtipos de BPV

Andlise estatistica

A frequéncia dos genotipos do HPV de alto risco aexisténcia com outros
tipos na cérvice de adolescentes foram expressosriealmente, de acordo com os niveis de

significancia estatistica de 95%.
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Resultados

Os dados demograficos apresentados na Tabela Yfamogue a maioria das
adolescentes estudadas tinha de 15 a 17 anos ewaéncia urbana e estudantes em

tempo integral, cor branca e escolaridade entee 112 anos.

Tabela 1- Dados demograficos das adolescentes de umaagsablica. Julho de 2008 a junho de
2009. Séo Luis — MA.

Idade N° Cor Ne° Profisséo N° Procedéncia Ne°
15 10 Branca 21 S6 estudante 35 Urbana 33
16 9 Preta 8 Estudante + outra 4 Rural 6
17 13 Parda 10
18 5
19 2

Total 39 39 39 39

O exercicio da sexualidade comparativamente carfeagédo pelo HPV detectado
na reagcao de PCR - Nested nas adolescentes estus@dérou que a idade da sexarca
(p=0,02809), ocorreu predominantemente em menae$6danos, (20; 51,28%), as quais
informaram ter uma relacéo por semana (15; 38,4%6),4936). As adolescentes estudadas,
em a maioria, ndo fumava, mas consumia bebidasélaas, de forma eventual, como mostra

a Tabela 2.
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Tabela 2 - Correlacdo entre saude sexual e PCR - Nesteddaeescentes de uma escola
publica de S&o Luis-MA. Julho de 2008 a junho d&920

Caracteristicas P(?R'NESTED , P
Positiva | Negativa
Idade na sexarca
De 12 a 15 20 5 0,2809
De 16 a 19 9 5
N° de parceiros
Unico 12 8
2a3 14 1 0,0822
4 ou mais 3 1
Contraceptivos
Nao 23 7
Sim 5 2 0,6915
N&ao informa 1 1
Relacbes sexuais por
semana
1 15 3
2a4 12 6 0,4936
5 ou mais 2 1
DST
Nao 23 9
Sim 1 0 0,7040
N&ao informa 5 1
Alcoolismo
Sim 18 7 0,6521
Nao 11 3
Tabagismo
Sim 4 1
Nao 23 7 0,4936
N&o informa 2 2

As adolescentes estudadas sete (7) como mostra balaTé88, estavam
predominantemente, infectadas pelos tipos de HP\altde risco (31/39/52/58/59/66/68),
seguindo-se do tipo intermediario (6/11/42/44/57haéxo risco, além de outras 7 (sete)
adolescentes apresentando alto e baixo risco, ¢ambém 6 (seis) destas estudantes com
positividade somente para os tipos de alto ris&(B&51/56/59/66/82).

Verifica-se ainda na Tabela 3 o predominio de gdecmultipla por virus do
HPV. O gendtipo 66 foi detectado predominantemass®ciado a infecgcdes multiplas, sendo
que apenas uma adolescente (3,5%) foi identificama este gendtipo 66, isoladamente

(infeccao simples).
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Tabela 3 - Distribuicdo da genotipagem por PCR-Nested p#iPd/ de acordo com 0s
subtipos de adolescentes de uma escola publideo del 2008 a junho de 2009. Sao Luis —
MA.

Genotipagem por PCR para HPV

Alto risco Risco Baixo risco N° de %
Intermediario adolescentes
31/39/52/58/59/66/68 6/11/42/44/57 MM8/26/34/53FE362 7 24,1
Negativo 6 MM8/26/54/55 3 10,3
16/18/31/35/39/45/51/56/59/66/ Negativo MM7/MM8/26/54/55/61/67/70/ 7 24,1
82 71/81
66 42 Negativo 1 3,5
Negativo Negativo MM7/54/61/69/70 3 10,3
Negativo 6/42 Negativo 2 7,0
31/35/51/56/59/66/82 Negativo Negativo 6 20,7
Total 29 100,0

A positividade em 29 adolescentes (74,3%) apresemtedominancia para alto
risco em 21 (72,4%), seguida da de baixo risco en62,0%) e risco intermediario em 13
(44,8%), conforme a Tabela 4.

A genotipagem por PCR-Nested foi positiva paracdgd@ simples em 6 (seis)
adolescentes (20,7%) e para infeccdo mdltipla enfvRe e trés) adolescentes (79,3%),
demonstrada na Tabela 4.

Observa-se a diversidade de associacoes dos genatep HPV de alto risco,
havendo predominancia os genotipos: 66 (alto ris4d) (intermediario), seguindo-se 26

(baixo risco) e 31, 39, 51 (alto risco), além deaa
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Tabela 4 - Distribuicdo dos tipos de HPV para infeccdo $aspe multipla em adolescentes de uma
escola publica. Julho de 2008 a junho de 2009 L8&sMA.

—h

Tipos de HPV %

11; 16; 18; 34; 44; 45; 52; 57, 58; 62; 67; 68; BY; 1 3.4
35; 53; 70; 82; MM7 2 7,0
55; 81; MM8 3 10,3
39; 42; 56 4 13,8
26; 31; 51, 54; 59; 61 5 17,3
6; 66 7 24,1
Infeccdo Simples

6 1 3,4
31 2 6,9
66 1 3,4
70 1 3,4
82 1 3,4
Infeccao Mdltipla/Virus Coexistentes

39; 52;59; 11; 61; 62 1 34
54; 61 1 3,4
69; MM7 1 3,4
MM7; 26; 71; 81; 18; 39; 59 1 34
54; 06 1 3,4
54;61; 81; 16 1 3,4
06; 31; 39; 61 1 3,4
06; 55; MM8 1 3,4
06; 26 1 3,4
31; 35; 54; 55; 70; MM8 1 3,4
06; 26; 59; MM8 1 3,4
42; 53; 66 1 34
06; 42 1 34
51; 53; 66 1 3,4
42; 66 1 3,4
45; 51; 56; 81; 82 1 3,4
51; 56 1 3,4
67; 51; 56; 66 1 34
34; 55; 57; 66 1 3,4
51; 54 1 3,4
35; 59; 66 1 34
26; 39; 44, 61, 68 1 34
26; 42; 31; 58; 59 1 3,4

* Comparag&o de coexisténcia dos tipos de HPV, obfidoXi et al. (2009), particularmente, aquelesrdsma amostra de
esfregaco por PC

A infeccdo por HPV em adolescentes apresentou ipageim com positividade
para PCR—Nested para HPV, havendo para o tipotdeisto 66 e infec¢cdes coexistentes

(multipla viral).
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Discussao

A distribuicdo dos gendtipos de HPV 16 e sua relagin lesdes de baixo grau
tem mostrado associacdo com as lesdes (LSIL),segeindo Clifford et &%, a evolucéo para
a malignidade pode ocorrer mediante caracteristieasferencas regionais.

A sexarca das adolescentes estudadas evidencia 2§u€64,1%) delas,
apresentaram seu primeiro intercurso sexual abd®s16 anos, em concordancia com o
estudo de Barros e Rodfiaque demonstrou 18 % das adolescentes apreseritdnidoda
atividade sexual no intervalo de 16 a 19 anos.

No que diz respeito ao nimero de parceiros, 2B{b)Ladolescentes revelaram
ter parceiro Unico, demonstrando com prioridadelacionamento monogamico. Estes dados
estdo de acordo com Barros e Rd&hque questiona a tendéncia dos parceiros massulino
terem mudltiplas parceiras, fato desconhecido pelasmas, levando ao risco de adquirir a

infeccdo pelo HPV e outras DSTs.

As infeccbes multiplas por HPV sdo muito comunsptedo ainda ndo se
conhece, largamente, a coexisténcia de outros ftilpste virus, caracterizados como co-
infeccdo. Analisando o estudo de Sousa, PinheieotoBd®> com 40 pacientes, 0s quais
detectaram através da genotipagem por PCR-Nes#éd(i7530) de positividade para HPV,
sendo 83,3% (n=25) infec¢Bes multiplas e 16,7% Ymebinfecgbes simples. A investigacédo
realizada nas adolescentes de uma escola de S&MEuUfioi assim ratificada, pois mostrou a
positividade para HPV em 74,3% (n=29) das 39 edtaglae infeccbes multiplas em 23

(79,3%) adolescentes e infec¢cbes simples em $&ig%2 adolescentes.

Sousa, Pinheiro, BarroSp também em sua pesquisa encontrou 12 subtipos de
alto risco (16, 31, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,8%K,73); com predominio dos subtipos 16, 39,
73, concordando com este estudo em que as addies@presentaram 14 subtipos de alto
risco:16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, ,68 e 82 com predominio HPV 66 (n=7;
24,1%); seguindo-se dos tipos 31, 51 e 59 (n=2%Y,,além de 39 e 56 (n=4; 13,7%).

Quanto aos tipos de riscos intermediarios, foramcomimados cinco
(6,11,42,44,57) com predominio do tipo 6 (n=7; 2¢),& 42 (n=4; 13,7%). Em relacdo aos de
baixo risco foram encontrados 14 tipos (MM7, MM8, 34, 53, 54, 55, 61, 62, 67, 69, 70, 71
e 81) com predominio do tipo 26, 54, e 61. Estetos concordam com Clifford ethlque
demonstraram as diferencgas regionais de relatiyparitdncia do tipo do HPV nas lesbes de

baixo risco, que podem evoluir para a malignizad&iddice e MoscicK? identificaram,
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também, que 50% das adolescentes e mulheres joosngstados Unidos apds a sexarca
adquirem infeccédo por HPV dentro de trés anos |tegglo numa alta taxa de prevaléncia,

levando a um problema de saude publica nesse pais.

Nesta pesquisa a maioria das adolescentes apres@aootipagem com
positividade pelo método PCR — Nested para HPVemdw predominio para alto risco do
tipo 66, para risco intermediario do tipo 6 e i@ maltipla viral, concordando com Xi,
Edelstein, Meyers, Ho, Cherne e Schiffthdn que alertam a importancia deste aspecto,

inclusive pela coexisténcia de outros tipos.

Os dados obtidos neste estudo mostram que a gegetippor PCR para HPV
envolveu os tipos de alto risco 16/18/31/35/39/8&8/56/58/59/66/68/82; sendo que 0s
mais frequentes foram 66/31/51/59/39/56/35/82 &pas 16 e 18 foram menos frequentes. A
co-infeccdo com os tipos 16, 31, 35, 52 e 58 est@abrdo com as experiéncias de Xi,
Edelstein, Meyers, Ho, Cherne e Schiffastudando a coexisténcia de HPV, com a espécie
A9 (HPV16) e A7 (HPV18).

A técnica de PCR-Nested é eficiente para detectafeacéo viral identificando
os tipos, fornecendo informagBes diagndsticas, camfeccdo simples e multipla,

possibilitando terapia e conduta mais segura.
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ANEXO A — Requisicdo de exame citopatologico calaitero

ATENCAO: Nao serdo processados os exames que no fiverem o nome, idade, endereco e nome da mée da paciente preenchidos

MINISTERIO

S . ) )
"\ DA SAUDE REQUISICO DE EXAME GTOPATOLOGICO - COLO.DO UTERD

Viva Muller - Programa Nacional de Controle do Gincer do Colo do Utero e de Mama

113 (NES da Unidade de Sadde

E N I I O
Unidade de Saude
A
L1
Municipio Prontudrio

\ I I Y N N S
INFORMACOES  PESSOAIS

Nome Completo da Mulher
N I O O A

S I S s s ) D
Nome Completo du Mae

S I s s s s s I N O
Lt L] ApelidodaMother | | | | | | | | | [ | | [ | | |
Idemidudel | UrgﬁulEmis‘sur L I|.IF ENPFl(EPF{

Data de Nosdmento ldade Cartdo SUS

N v 2 O I O A B B Ll
Dados Residenciais

Logradouro

Numero Complemento

O A NN I N s ) N I )
N N I N O A uF_|
Municipio

T O
CEP DDD Telefone
\

| |
Ponto de Referéncia

S I s s s s O D
ESCOLARIDADE: [ Analfabeta [ 1°Grau Incompleto [ 1° Grau Completo [ 2° Grau Completo [ 3° Grau Completa

DADOS DA ANAMMESE

1. Fez o exame preventivo (Pupanicolaou) alguma vez? 6. Jd tez tratomento por radioterapio?
O Sim. Quando fez o dltimo exame? Clsim [ Ngo [ Nio sabe
ane 7. Dato da dltima menstruagdo / regra:
[] Nao 1 Nao sabe L L Lol Irl [ [ [ | [ Ndosabe/Ndolembra
9. Usa DIL? ] sim [ Néo ] Ndosabe 8. Tem ou feve algum sangramento apds relugges sexvais?
(ndo considerar o primeira relagio sexual na vida)
3. Estd gravide? [ Sim I wao [ Niosabe L] Sim

] Nio /Ndosabe / Nao lembra

4. Usa pilula anticoncepcional?

1 Sim ] Ndo [ Niosabe 9. Tem ou teve algum sangramento apés a menopausa?
(ndo considerar ofs) sangramento(s) na vigéncia de reposicdo hormonal)

5. Usa horménio / remédio para fratar a menopausa? Sim

[ sim [l nao [ Naosabe [ Néo / Néo sabe / No lembra / No estd na menopausa

EXAME CLINICO

10. Inspecdo do colo 11. Sinais sugestivos de doengas sexualmente fransmissiveis?
1 Mormal [] Sim
(] Ausente (anomalias congénitas ou retirado cirurgicamente) ] ndo

[ 1 Alterado
(] Colo néio visualizado

Data da coleta Coletor

2 O Y A A

a’ 415
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IDENTIFICACAO DO LABORATORIO

(NPJ do Laboratério Nomero do Exame

I N I A O I S I O A A

Nome do Laboratério Recebido em:

N e O I 2 O v N O A
RESULTADO DO EXAME CITOPATOLOGICO - COLO DO (TERD

Tipo da amostra: L Convencional Ll Em meio liquido

AVALIACAD  PRE-ANALITICA ADEQUABILIDADE DO MATERIAL

AMOSTRA REJEITADA POR: [ ] Satisfatéria

. . S ‘s Insatisfatérin paro ovoliagio oncético devido a:
[ ] Auséncia ou erro na identificacto da limina, frasco ou formuldrio m N

[ Material acelulor o hipocelular em menos de 10% do esfregaco)
L] Lamino danifida ou ausente
] Sangue em mais de 75% do esfregago

] Causas alheias ao laboratdrio; especificar:
] Picitos em mais de 75% do esfregaco

L outras cousas; espedficar: ] )

urtefatos de dessecamento em mois de 75% do esfregaco
EPITELIOS REPRESENTADOS NA AMOSTRA: [ 1 contaminantes externos em mais de 75% do esfrega
] Escamoso L] intensa superposigio celular em mais de 75% do esfregago
"] Glandular [ outros (espedificar):
[ Menn pldsico

DIAGNOSTICO  DESCRITIVO

[ DENTRO DOS LIMITES DA NORMALIDADE, NO MATERIAL EXAMINADO CELULAS ATIPICAS DE SIGIFICADO INDETERHINADO

ALTERACOES CELULARES BENIGNAS REATIVAS OU REPARATIVAS Escamostss 1 Possivlmente o neoplsias

0 Inflamagio [ Ndo se pode afustar lesdio de alto grau
[ Meta plasia escamosa imatura
] Reparagdo

[ Arofia com inflamagio

Glandulares: (] Possivelmente néo neopldsicas

[ Niose pode afustar lesdo de alto grav

] Radiagdo De origem indefinida: [ ] Possivelmente no neopldsicas

[] Outros; especificar: L Mo se pode afestar lesdo de alto grau
MICROBIOLOGIA ATIPIAS EM CELULAS ESCAMOSAS

[ ] Lactobacitivs sp ] tLesiio intra-epitelial de baixo grau (compreendendo efeito dtopdtico pelo
[ Cocos HPV € neoplasia intra-epitelial cervical grau 1)

[ Sugestivo de Chlamydlia sp [ Lesdo intra-epitelial de alto grau (compreendendo neoplasias intra-
] Actinomyces sp epiteliais cervicais graus le Ill)

| Condids sp L] Lesio intra-epitelial de alto grau, ndo podendo exduir micro-invasdo
[ Fichomonas vaginalis [ Carcinoma epiderméide invasor

[ Efeito dtopdtico compativel com virus do grupo Herpes ATIPIAS EM CELULAS GLANDULARES

[ Bacilos supracitoplasmdticos (sugestives de Garaherelia/Mobilsncus)

|| Adenocarcinoma ‘i situ”
[ ] Outros badilos

[T Outros; espedficar:

Adenocardnoma invasor: || Cerviaal
[ Endometrial
[ Sem outras especificagdes

[ ] OUTRAS NEOPLASIAS MALIGNAS:
[ PRESENCA DE CELULAS ENDOMETRIAIS (NA POS-MENOPAUSA OU ACIMA
DE 40 ANOS, FORA DO PERIODO MENSTRUAL)

Data da liberagio Responsdvel pelo resultado

CNPF (CPF)
T O O I
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisdabpital Universitario
Presidente Dutra

HOHE | UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
L e, HOSPITAL UNIVERSITARIO
P COMITE ETICA EM PESQUISA

PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer N2.1323/07

Pesqguisador (a) Responsavel: Maria do Desterro Soares Brandao Nascimento
Equipe executora: Eliondra de Jesus Carneire Jansen de Mello

Tipo de Pesquisa: Tese de mestrado.

Registro do CEP: 329/07 Processo N2. 33104 - 1323/07

Instituicéo onde sera desenvolvido: Colégio Universitario da UFMA.

Grupo: 111

Situacdo: APROVADO

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranh&o analisou na sesséo do dia 15.01.20608 o
processo N2.33104-1323/07,. referente ao projeto de pesquisa: “correlagin
colpo-histolégica das lesGes presursoras de cancer do colo uterino em
adolescentes de wuma escola publica, Sao Luis-Ma, Brasil”, tendoe como
pesquisadora responsavel Maria do Desterro Socares Branddo Nascimenta , CUjo
objetivo € “correlacionar a colpo-cito-histologia das lesdes precursoras ds
cancer em 411 acolescentes em uma escola publica de Sdo Lis-Ma.
{(somente se houve pendéncias anteriores acrescentar) Tendo apresentado
pendéncias na época de sua primeira avaliacio, veio em tempo hébil siip ri-les
adequada e satisfatoriamente de acordo com as exigéncias das Resolugdes
que regem esse Comité,

Assim, mediante a importancia social e cientifica que o projeto
apresenta, a sua aplicabilidade e conformidade com o0s requisitos éticos,
somos de parecer favoravel a realizacio do projeto classificando-o como
APROVADO, pois 0 mesmo atende aos requisitos fundamentais da Resolucgio
196/96 e suas complementares do Consetho Nacional de Satude/MS,

Solicita-se a pesquisadora o envio a este CEP de relatorios
parciais sempre quando houver alguma alteragdo no projeto, hbem como o
relatdrio final gravado em CD-ROM.

nhio
Rua Barao de ltapary, 227 Centro C.E.P. 65. 020-070 Sdo Luis —~ Maranhdo Tel: (9€) 3219-1225

E-mail huufma@huufma.br
ADM-14
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CEP-HU-LFMA



