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RESUMO

Durante a gravidez, as gestantes sofrem profundas e continuas alteracdes
anatdmicas e fisiologicas para que possam lidar com o aumento das exigéncias
fisicas e metabdlicas necessarias para permitir o desenvolvimento do feto e as
demandas do parto. Estas alteracdes deixam a gestante mais suscetivel as
infeccdes, tais como a infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV), podendo trazer
consequéncias tanto para mae quanto para o seu concepto. O objetivo desta
pesquisa foi avaliar a prevaléncia da infeccdo pelo HPV em gestantes e verificar a
concordancia da deteccdo do HPV entre amostras de urina e cérvico-vaginal.
Gravidas no segundo trimestre de gestacdo em acompanhamento pré-natal nas
Unidades Basicas de Saude (UBS) do municipio de Coari foram convidadas a
participar desta pesquisa, tendo sido colhidas amostras cérvico-vaginal e urinaria. A
deteccdo molecular do HPV foi feita através de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) utilizando-se o conjunto de iniciadores PGMYQ09/11. Os resultados obtidos
mostraram que 24,6% (27/110) das gestantes estavam infectadas pelo HPV. Em
relacdo a cada tipo de amostra, foi encontrado HPV em 13 (11,8%) amostras de
urina e em 26 (23,6%) amostras ceérvico-vaginais. Houve uma concordancia
observada de 86,4% (IC de 95%, 78,7% - 91,6%) e indice de concordancia
moderado entre as amostras bioldgicas (kappa = 0,543, IC de 95%, 0,372 - 0,715).
Foi encontrada associacao estatisticamente significativa entre a infeccéo pelo HPV e
as variaveis: idade das gestantes (p= 0,014), primigestacdo (p= 0,027) e
nuliparidade (p= 0,046). Portanto, a prevaléncia do HPV encontrada em nosso
estudo, reforca a necessidade de se obter mais informagdes sobre a infecgdo pelo
HPV na fase gestacional da mulher, tendo em vista as complica¢des causadas pelo
HPV na gestacdo, como os condilomas gigantes na mde e a papilomatose
respitardria recorrente no concepto.

Palavras-chave: Amostra cérvico-vaginal, Gestacao; Papilomavirus humano; Reac¢éo
em cadeia da polimerase; Urina.



ABSTRACT

During pregnancy, pregnant women undergo deep and continuous anatomical and
physiological changes so that they can cope with the increased physical and
metabolic demands necessary to allow the development of the fetus and the
demands of childbirth. These changes make the pregnant woman more susceptible
to infections, such as Human Papillomavirus (HPV) infection, which may have
consequences for both mother and her baby. The objective of this study was to
evaluate the prevalence of HPV infection in pregnant women and to verify the
agreement of HPV detection between urine and cervicovaginal samples. For this,
pregnant women in the second trimester of gestation under prenatal care at the Basic
Health Units (UBS) of the municipality of Coari were invited to participate in this
study, having collected cervico-vaginal and urinary samples. Molecular detection of
HPV was done through Polymerase Chain Reaction (PCR) using the primer set
PGMY09/11. The results showed that 24.6% (27/110) of the pregnant women were
infected by HPV. For each type of sample, HPV was found in 13 (11.8%) urine
samples and 26 (23.6%) cervicovaginal samples. There was an observed agreement
of 86.4% (95% CI, 78.7% - 91.6%) and moderate concordance index among
biological samples (kappa = 0.543, 95% CI, 0.372-0.715). A statistically significant
association was found between HPV infection and the variables: age of the pregnant
women (p = 0.014), primigestation (p = 0.027) and nulliparity (p = 0.046). Therefore,
the prevalence of HPV found in our study reinforces the need to obtain more
information about HPV infection in the gestational phase of the woman, in view of the
complications caused by HPV during pregnancy, such as giant condylomata in the
mother and papillomatosis in the baby.

Keywords: Cervical-vaginal sample; Gestation; Human papillomavirus; Polymerase
chain reaction; Urine.
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1 INTRODUCAO

As infeccdes sexualmente transmissiveis (IST) sdo um grande problema de
saude publica no mundo, principalmente nos paises mais pobres. Elas causam
profundo impacto na saude sexual e reprodutiva da mulher e estdo entre as
infecgbes mais comuns no mundo. Nos Estados Unidos, por exemplo, as IST séo as
doencas mais comumente notificadas e acarretam custos médicosanuais estimados
em mais de US$ 16 bilhdesde dolares (GININDZA et al., 2017; HUGHES e FIELD,
2015; NEWMAN et al., 2015; PEARSON et al., 2017).

Estima-se que no mundo todos os dias mais de um milhdo de pessoas
adquiram uma IST, e que todos os anos surjam cerca de 499 milhdes de novos
casos de IST curaveis (gonorréia, clamidia, sifilis e tricomoniase). Calcula-se que no
mundo 536 milhdes de pessoas vivam com a infec¢do pelo virus herpes simples tipo
2 (HSV-2) e que aproximadamente 291 milhdes de mulheres estejam infectadas pelo
Papilomavirus Humano (HPV). Além disso, as ISTpodem aumentar a infecciosidade
e susceptibilidade ao virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (WHO, 2013; UNEMO
et al., 2017).

A gestacdo € uma fase da vida da mulher em que ocorrem profundas
mudancas anatdmicas, fisioldgicas, hormonais e imunolégicas, a fim de manter a
gravidez, permitir o desenvolvimento do feto e atender as demandas do parto. Estas
modificacdes que ocorrem no corpo da mulher durante essa fase a torna mais
suscetivel as infeccdes, especialmente as IST. E na gestacdo, as IST tém impacto
tanto na saude materna quanto na fetal, podendo desencadear gravidez ectépica,
aborto espontaneo, parto prematuro, baixo peso ao nascer, infeccfes puerperais,
entre outras. Portanto, a medida mais efetiva para a prevencédo de IST no recém-
nascido é o diagndstico e tratamento da gestante e de sua parceria sexual (BRASIL,
2017a; GUPTA e BOWMAN, 2012; ORGUL et al., 2017; TALBOT e MACLENNAN,
2016).

No Brasil, estudos mostram que a prevaléncia do HPV em gestantes varia
entre 17,8% a 61,9%, podendo chegar até 84,3% quando realizados em gestantes
HIV positivas (BRANDAO, LACERDA e XIMENES, 2010; FRANCISCATTO et al.,
2014; MEYRELLES et al., 2013). Em um estudo multicéntrico realizado em algumas

capitais brasileiras, a prevaléncia do HPV encontrada em gestantes na cidade de
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Manaus foi 45,3% (BRASIL, 2008). No entanto, no interior do estado do Amazonas
ainda ndo séo conhecidos estudos sobre a prevaléncia do HPV em gestantes.

O HPV é uma infeccdo que na gestacao representa impacto tanto para mae
gquanto para o feto e/ou recém-nascido. Para a mée deve-se destacar a
suscetibilidade para o desenvolvimento de condilomas gingantes, aborto
espontaneo, rotura prematura de membrana em pré-termo e o risco de progressao
para 0 cancer cervical. Para o recém-nascidoas principais consequéncias da
infeccdo pelo HPV séo a papilomatose respiratoria recorrente (PRR) e verrugas que
podem se manisfetar no nascimento ou no decorrer da infancia (COTTON-
CABALLERO et al., 2017; DOERFLER et al.,, 2009; LIU et al.,, 2014; MARTINS,
2014; PEREIRA et al., 2015; SULLIVAN, CURTIS e MOUZAKES, 2017).

Embora o HPV seja uma das IST mais comuns em todo o mundo, as rotas
verticais e horizontais (autoinoculacdo, heteroinoculagcdo e fomites) também
representam uma proporcao significativa das infecgdes. Apesar de a transmissao
vertical ser uma via conhecida, estudos sugerem que ndo ha evidéncias de que o
parto cesareo previna a transmissao vertical do HPV, e que, portanto, o parto
cesariano é indicado somente em casos em que existe risco de sangramento
excessivo ou de obstrucdo do canal de parto devido ao tamanho e a localizac&o das
lesdes (BRASIL, 2012; CAMPOS et al., 2016; SABEENA et al., 2017).

Apesar de varias pesquisas evidenciarem a transmissdo vertical do HPV,
ainda existem poucas informac6es do mecanismo desta infeccdo. Além disso, séao
poucas as publicacbes de estudos epidemiologicos sobre o HPV em gestantes,
principalmente no Brasil, o que dificulta nosso conhecimento sobre os riscos de
transmissao vertical desta infec¢do. Portanto, estudos epidemioldgicos das IST em
gestante sdao fundamentais para conhecer a prevaléncia das infeccdes e suas
repercussdes na saude materna e fetal, além de possibilitar informacfes
necessarias para o desenvolvimento de politicas publicas sobre a questdo, tais
como a incluséo do rastreio obrigatério de outras IST durante o pré-natal e incentivo
de pesquisas cientificas que apresentem O6timos resultados na deteccdo dos

patogenos por meio do uso de métodos menos invasivos para obtencéo da coleta.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Gestacdao e Infec¢des sexualmente transmissiveis

Durante a gravidez, as gestantes sofrem profundas e continuas alteracbes
anatdbmicas e fisiologicas para que possam lidar com o0 aumento das exigéncias
fisicas e metabdlicas necessarias para permitir o desenvolvimento do feto e as
demandas do parto. Estas alteracdes interligadas afetam todos os sistemas do corpo
das gestantes, principalmente o0s sistemas: cardiovascular, respiratorio,
hematoldgico, renal, gastrointestinal, enddcrino e imunoldgico, sendo influenciados
pelos hormdnios circulantes reprodutivos, incluindo o estrogénio, progesterona,
relaxina, lactogénio placentario humano (hPL-human placental lactogen) e
gonadotrofina coridnica humana (hCG) (TALBOT e MACLENNAN, 2016; TAN e
TAN, 2013).

Durante este periodo da vida da mulher, os horménios estradiol, progesterona
e cortisol tém concentracdes elevadas e desempenham varios efeitos imunoldgicos
para manter o desenvolvimento do feto e garantir a duragdo normal da gravidez.
Estas alteracdes estdo relacionadas a estimulacdo do sistema imunoldgico inato
(especialmente uma neutrofilia fisiolégica) e a reducdo das atividades do sistema
imunoldgico adaptativo. Na gravidez, a atividade inflamatéria se encontra reduzida e
ocorre diminui¢do das células T helper tipo 1 (Thl) em favor das células T helper
tipo 2 (Th2) para evitar a rejeicdo do feto (NEVES, MEDINA DELGADO, 2007;
TALBOT e MACLENNAN, 2016). As modificagbes do sistema imunolégico
vivenciada pelas gestantes expdem as mesmas a risco de infec¢des, incluindo as
IST, que tém profundo impacto na saude materna e fetal (MARTINS, 2014; WHO,
2013).

Varios patdégenos sexualmente transmissiveis podem ter implicacdes
significativas na gravidez, tais como Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae,
Papilomavirus Humano, Herpesvirus Simples (HSV), Trichomonas
vaginalis, Treponema pallidum e o Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV). Estas
infeccbes podem causar gravidez ectOpica, aborto espontaneo, parto prematuro,

baixo peso ao nascer, infeccbes oculares, pneumonia, infecgbes puerperais,
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papilomatoses respiratorias, anomalias congénitas e Obito fetal ou neonatal (GUPTA
e BOWMAN, 2012; UNEMO et al., 2017).

No Brasil, durante as consultas de pré-natal, é obrigatorio solicitar no primeiro
e terceiro trimestres de gravidez, além do momento do parto, os exames para sifilis,
hepatite B e HIV. Dessa forma, a ocorréncia dessas IST pode ser rastreada com
sucesso, mas o diagnéstico das demais IST € negligenciado. As IST, se
diagnosticadas e tratadas precocemente, teriam seus efeitos minimizados para a
mae e o feto, bem como diminuiria os gastos com internacdes e hospitalizacdes
prolongadas (BRASIL, 2017a; MARTINS, 2014; VIEIRA, 2009).

2.2 Papilomavirus Humano

2.2.1 Epidemiologia da infeccéo pelo Papilomavirus Humano

Estima-se que cerca de 291 milhdes de mulheres estejam infectadas pelo
HPV no mundo e que praticamente todas as pessoas com vida sexual ativa terdo
esta infeccdo em algum momento da vida e algumas destas pessoas serao
infectadas repetidas vezes. O pico da infec¢édo pelo HPV ocorre logo apds o inicio da
vida sexual, mas a maioria destas infec¢des tem resolucdo espontanea dentro de 1
ou 2 anos, sem causar sintomas ou doenca. Porém, a infeccdo persistente por tipos
especificos de HPV de alto risco (mais comumente os tipos 16 e 18) podem trazer
como consequéncia lesdes pré-cancerosas que evoluem para o cancer (figural)
(WHO, 2013; OMS, 2013; SCHIFFMAN et al., 2016).

Acredita-se que € incomum a persisténcia do HPV ap6s 2 anos de infeccao,
sendo que dentro de 5-7 anos mais de 90% das infec¢cdes ndo sao detectadas, pois
o0 virus é eliminado inteiramente do tecido ou mantido pelo sistema imune a um nivel
indetectavel por testes moleculares (periodo de laténcia). No entanto, cerca de 5-
10% de todas as mulheres infectadas desenvolvem infeccbes persistentes pelo
HPV. A prevaléncia do HPV no mundo entre mulheres com achados citolégicos
normais € estimada em 11,7%, variando de 1,6% a 41,9% entre os diversos paises.
Os tipos de HPV 16, 18, 31, 39, 51, 52, 56, 58 e 59 sdo os mais prevalentes em todo
o mundo, com destaque para o HPV16 como o mais prevalente. A prevaléncia da
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infeccdo pelo HPV atinge seu pico em jovens menores de 25 anos, com uma
prevaléncia de 21,8% (SCHIFFMAN et al., 2016; WHO, 2017).

Figura 1 - Modelo conceitual da infeccéo pelo HPV e a progressao para o cancer.

- ~, Infection ,——— Progression —————— Invasion ———
Mormal * [ HPV infection ‘—Im)—b Cancer

Clearance Regression

.
o

Population prevalence (not toscale)

T | T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Age (years)

Fonte: SCHIFFMAN et al., 2016. A prevaléncia méaxima da infec¢cdo pelo HPV esta
altamente associada a transmissdo sexual na juventude. O pico secundario de lesbes
precusoras do cancer ocorre alguns anos depois, dependendo da intensidade do rastreio,
enquanto que o pico ou platd do céncer invasivo ocorre muitos anos depois do inicio da
infeccao.

Estudos brasileiros apresentam a prevaléncia do HPV variando de 23% a
59% em mulheres ndo gestantes e sem diagndéstico de alteracfes citolégicas
(quadro 1), sendo a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) a técnica mais
utilizada nestas pesquisas. Especificamente no Estado do Amazonas, estudos
apontam para uma prevaléncia de infeccéo por HPV variando de 6,5% a 48,78% em
mulheres ndo gestantes e sem diagnostico de alteragBes citologicas, chegando a
100% de prevaléncia em mulheres com alteracdes citologicas, sendo a PCR a

técnica mais utilizada nestas pesquisas (quadro 2).
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2.2.2 Estrutura e classificacdo do Papilomavirus Humano

O HPV é um virus ndo envelopado, de formato icosaédrico (figura 2), com
capsideo de 50-60 nanémetros de diametro, formado pelas proteinas L1 e L2. Este
capsideo contem 360 moléculas de proteina L1 dispostas em 72 capsémeros, sendo
cada um composto de 5 moléculas de L1. As interacBes entre os capsémeros
requerem a cauda C-terminal da proteina L1, que se estende para os capsdmeros
vizinhos e os liga na sua base através de ligacOes dissulfeto. A proteina L2 possui
um numero ainda ndo definido para a formacédo do capsideo, sendo estimada a
necessidade entre 12 a 72 moléculas de L2, que ndo estédo totalmente expostas na
superficie do virus, com excec¢do do seu N-terminal de 120 ou mais aminoacidos
(BAKER et al., 1991; DOORBAR et al., 2016; WANG e RODEN, 2013).

Figura 2 - Morfologia do capsideo do Papilomavirus Humano

Fonte: WANG e RODEN, 2013; ZHAO et al., 2013. A)
Modelo atdmico do HPV16; B) Arranjo de areas de
densidade L2 (vermelho) sobrepostas na visdo interior
de L1 (em azul).

O genoma do HPV consiste em uma molécula de acido desoxirribonucleico
(DNA) que possui em média 8.000 pares de bases (pb), de cadeia dupla, circular,
covalentemente fechada, com um peso molecular de aproximadamente 5 x 10°
(COGGIN e ZUR HAUSEN, 1979; DOORBAR et al., 2016).

O genoma do HPV, independentemente do género, pode ser dividido em trés
regides (figura 3): A regiao de controle longo (Long Control Region— LCR), a regiao
precoce (Early — E) e a regido tardia (Late — L). A LCR esta envolvida na transcri¢cao
e controle de replicacdo. A regido Ecodifica as proteinas E1, E2, E4, E5, E6 e E7

gue desempenham fun¢des importantes na transcricdo e replicacdo viral. A regiao L
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codifica as proteinas L1 e L2, que sdo necessarias a producdo do capsideo, sendo
também chamadas de proteina principal e proteina menor, respectivamente (BERTI
et al.,, 2017; QUINT et al., 2015).

A molécula de DNA do HPV contém de 8 a 9 sequéncias de leitura aberta
(Open Reading Frames —ORFs). Embora o numero de genes seja limitado pelo
pequeno tamanho do genoma do papilomavirus, o nimero de proteinas codificadas
€ muito maior, uma vez que a expressao geneética envolve o uso de multiplos
promotores e padrbes complexos de splicing. E apesar da variacdo no tamanho, no
namero e na organizacdo dos ORFs, todos os papilomavirus contém genes de
nucleo bem conservados envolvidos na embalagem (L1 e L2) e na replicagdo (E1 e
E2), com maior diversidade nos genes restantes (E6, E7, E5, e E4), que tém papéis
na conducao do ciclo celular, evasao imune e liberacdo do virus. Mas, diferente de
outros virus, somente uma das fitas do DNA viral apresenta ORFs, de forma que a
transcricdo ocorre apenas em um sentido, isto é, da esquerda para adireita quando
se toma como referéncia o mapa linear convencional ou sentido horario no mapa
circular (DOORBAR et al., 2016; LIMA, SILVA e RABENHORST, 2013).

A LCR contém elementos reguladores (sitios de ligacdo ao fator de
transcricdo envolvido na regulacdo da expressao protéica, elementos
intensificadores e elementos promotores) e a origem de replicacdo viral. A LCR
possui entre 300 a 1000 pb, separando as regides precoce e tardia (BERTI et al.,
2017; QUINT et al., 2015; TOMMASINO, 2017).

Figura 3 - Organizac¢é@o do genoma dos Papilomavirus Humano Alpha, Mu e Beta

LCR

7816/1

Fonte: DOORBAR et al., 2016. Os HPVs compartiiham uma organizagdo genética comum,
mas o tamanho e a posicdo dos principais ORFs podem variar, com tipos de Beta-HPV sem
uma ORF ES5.
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A proteina E1 apresenta atividade de helicase de DNA dependente de ATP,
necessaria para a replicacdo e amplificacdo do genoma viral (BERTI et al., 2017;
DOORBAR et al., 2016; EGAWA et al., 2015).

A proteina E2 atua na transcricdo viral, na replicacédo e na divisdo do genoma
e pode ligar-se a sitios tanto no genoma viral como no genoma celular. Tal como
acontece com a maioria dos produtos dos genes do HPV, as funcdes de E2 sao
dependentes da sua interacdo com produtos génicos celulares e na modificacdo dos
seus papéis normais em beneficio do virus. Tem a funcdo de regular a transcricao
de E6 e E7 (DREER, POEL e STUBENRAUCH, 2017; DOORBAR et al., 2016;
EGAWA et al., 2015).

A proteina E4 se acumula em nivel muito elevado em células que suportam a
sintese do virus e tem funcéo principal na liberacdo do virus, além de atuar para
otimizar o sucesso de amplificacdo gendmica do virus (BERTI et al., 2017;
DOORBAR et al., 2016; EGAWA et al., 2015).

A proteina E5 é transmembranar de trés passagens com um C-terminal
citoplasmatico, constituida por 83 aminodacidos, geralmente localizada no reticulo
endoplasmatico e no aparelho de Golgi, embora também possa ser encontrada nas
superficies de membrana plasméatica e nuclear. Possui uma capacidade de formacao
de poros e pode interferir na apoptose, no trafico intracelular de vesiculas
endocitéticas e também realiza importantes atividades anti-imunes, como a
infrarregulacéo das classes | e Il do Complexo de Histocompatibilidade Maior (MHC)
na superficie celular (figura 4). No entanto, a funcdo de E5 é divergente entre os
tipos de HPV e curiosamente os Beta-papillomavirus ndo possuem o gene E5
(DOORBAR et al.,, 2016; FREITAS et al, 2017; GRAHAM e FAIZO, 2017,
TOMMASINO, 2017; WESTRICH, WARREN e PYEON, 2017).

As proteinas E4 e E5 mostram uma consideravel heterogeneidade de
sequéncia entre os tipos de HPVs, o que é pensado para refletir os diferentes
tropismos e as vias de transmisséo dos papilomavirus (DOORBAR et al., 2016).

Os genes E5, E6 e E7 estédo envolvidos na evasao imune e na otimizagao da
eficiéncia de amplificacdo do genoma e codificam proteinas que modificam o
ambiente celular, em muitos casos, executam funcbes semelhantes, mas nao
necessariamente idénticas durante o ciclo de vida de diferentes papilomavirus
(DOORBAR et al., 2016; EGAWA et al., 2015).
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Figura 4 - Expressao superficial de moléculas de MHC impedida por HPV E5 e E7

MHC-I CD1d MHC-II

Fonte: WESTRICH, WARREN e PYEON, 2017. HPV E5
liga-se a MHC-I, CD1d e a cadeia invariante de MHC-II
no complexo de golgi e reticulo endoplasmatico,
impedindo o seu trafego na superficie celular. O HPV E7
de alto risco reprime a transcrigdo do gene de MHC-I.

As proteinas de E6 de alto risco e baixo risco tém funcdes diferentes, pois nos
HPVs de alto risco E6 apresenta a capacidade de: 1) degradar eficientemente p53;
2) modular vias de transporte endossémicas para manter nutrientes suficientes para
a sobrevivéncia das células durante o ciclo de vida do HPV e na progressao para
malignidade; 3) capacidade de aumentar a atividade da telomerasee manter a
integridade dos teldbmeros nas divisdes celulares repetidas, fornecendo um estado
de imortalizacdo celular. Mas apesar da importancia da proteina E6 na amplificacéo
do genoma, esta se encontra ausente nos HPV 101, 103 e 108 do género Gamma
(BERTI et al, 2017; DOORBAR et al, 2016; GANTI et al, 2016;
KATZENELLENBOGEN, 2017).

Uma das principais fun¢des da proteina E7 consiste na sua capacidade de
reprogramar a célula infectada para entrar na fase S, pois E7 se liga a proteina
retinoblastoma (pRb) e desloca o fator de transcricdo E2F que normalmente esta
ligado a pRb. Assim, E2F livre ativa 0s genes necessarios para a progressao do
ciclo celular através do ponto de controle do ciclo celular G1 para S. Essa
capacidade de E7 ligar-se a pRb e ainda degradar os membros da familia Rb, como
pl105, p107 (que controlam a entrada do ciclo celular na camada basal) e p130 (que
estd envolvida na reentrada do ciclo celular nas camadas epiteliais superiores) via
proteossomo é o que diferencia E7 de alto risco e baixo risco. Essas diferencas
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fundamentais entre as proteinas E7 de alto risco e de baixo risco residem na metade
do N-terminal. Além disso, E7 leva a célula a um estado de instabilidade gendmica
ao estimular a sintese de centrosoma anormal e interage com interferon (IFN) fator
regulador 1 (IRF1) e p48, contribuindo para escapar da vigilancia imune e permitindo
a persisténcia viral (BERTI et al., 2017; DOORBAR et al., 2016; GANTI et al., 2016;
LIMA, SILVA e RABENHORST, 2013; GRIFFIN, et al., 2015).

A proteina L2 é o componente menor para a formacéo do capsideo do HPV e
tem funcbes na liberacdo do genoma viral dentro da célula e também um papel
(untamente com E2) na orquestracdo da embalagem adequada do genoma
(DOORBAR et al., 2016).

A proteina L1 é a principal proteina do capsideo e é altamente conservada
entre os papilomavirus. Tanto L1 quanto L2 sdo expressas apenas em células
infectadas de forma produtiva, sendo normalmente expressa em células
terminalmente diferenciadas na parte superior do epitélio, apresentando um papel
importante na infectividade do virus (BERTI et al., 2017; DOORBAR et al., 2016).

O HPV pertence a familia Papilomaviridae, possuindo mais de 200 tipos de
HPV identificados, divididos em cinco géneros (figura 5), Alpha-papillomavirus,
Beta-papillomavirus, Gamma-papillomavirus, = Mu-papillomavirus e  Nu-
papillomavirus. O género Alpha-papillomavirus representa os HPV com tropismo por
epitélios cutdneos e mucosos e € o género mais estudado por ser classificado em
baixo ou alto risco para o desenvolvimento do cancer (DOOBAR et al., 2016;
EGAWA e DOOBAR, 2017; PAVE, 2017; VILLIERS et al., 2004).

O gene L1 do HPV é usado para sua classificacdo e construcdo da arvore
filogenética, pois é a sequéncia génica mais conservada dentro do genoma do HPV.
E reconhecido como um novo tipo de HPV quando mais de 10% da sequéncia
génica de L1 difere dos tipos ja conhecidos; quando L1 difere menos de 2% é
reconhecido como uma variante. A identificacdo da espécie € realizada quando um
HPV dentro de uma espécie compartilha entre 71 a 89% da sequéncia de
nucleétidos em L1. E identificado o género do HPV quando membros do mesmo
género compartilham mais de 60% de identidade da sequéncia de nucledtidos em
L1. Assim os HPV sao identificados na arvore filogenética com uma letra grega,

seguido de um numero que indica a espécie e apos o humero que identifica o tipo do
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HPV (EGAWA et al., 2015; PAVE, 2017; VILLIERS et al., 2004; ZUR HAUSEN,
1996).

Figura 5 - Relac&o evolutiva entre os Papilomavirus Humano

Alpha-papillomavirus
mucosal & cutaneous

Mu-papillomavirus
cutaneous

Nu-papillomavirus

a2HPV29 ATHP cutaneous

g10HPV121
910HPV1334
910H)

gTpygy 30A

5.
9i1Hpy,
Q’HFV:S

917kp,
911110,13%
g*’/*Ip,, 984

Gamma-
papillomavirus

i 23 % cutaneous

Beta-papillomavirus
cutaneous

Fonte: EGAWA e DOOBAR, 2017. HPV de baixo risco do género Alpha-papillomavirus (cor
amarelo); HPV de alto risco do género Alpha (cor rosa); HPV de alto risco confirmados como
carcinégenos humanos com base em dados epidemiologicos (texto destacado em vermelho); HPV
do género Mu (cor roxo); HPV do género Nu (cor lilas); HPV do género Gamma (cor azul); HPV do
género Beta-papillomavirus (cor verde).

2.2.3 Patogénese do Papilomavirus Humano

A infeccdo pelo HPV requer a entrada do virus em uma ‘“célula-tronco”
epitelial da camada basal, facilitada por um micro trauma que expde a lamina basal,
gue é normalmente protegida por um epitélio estratificado (figura 6). No entanto, em
locais epiteliais particulares (as zonas de transformacao cervical e anal, as criptas
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tonsilares, as glandulas sudoriparas écrinas), a infeccdo pode ser menos
dependente do dano epitelial (DOORBAR et al., 2016; KRANJEC e DOORBAR,
2016; QUINT et al., 2015).

O mecanismo de entrada do HPV na célula epitelial ainda ndo esta muito bem
compreendido, mas acredtita-se que inicialmente ocorra interacdo da proteina L1 do
HPV aos proteoglicanos de sulfato de heparano da célula epitelial, seguido por
interacbes com uma seérie de proteinas e outros receptores que permitem a entrada
do HPV por micropinocitose. O genoma do HPV atinge o nucleo em
aproximademnte 24 horas apos sua entrada na céula e possivelmente entra no

nucleo apds a quebra da membrana durante a mitose (GRAHAM e FAIZO, 2017).

Figura 6 - Sitios de infeccc¢ao pelo Papilomavirus Humano

Infecgéo viral

WOUND

P, ~
Long-lived stem/ PV particle binds
stem-like cell to basal lamina

Fonte: DOORBAR, 2013; KRANJEC e DOORBAR, 2016. A) Acesso do HPV
as células epiteliais da camada basal por microtrauma no epitélio; B) Foliculo
piloso como sitio de infec¢éo pelo HPV.

Apés a entrada do virus na céula basal, a infec¢do é seguida por uma fase
inicial de amplificagdo do genoma. As proteinas de replicacdo viral E1 e E2 séo
importantes para esta fase de amplificacdo inicial, pois E2 liga-se a sequéncias
palindrémicas de 12 pb em torno da origem de replicacdo viral e recruta a helicase
E1l através de um complexo E1-E2. No ciclo de vida do virus, a E6 e E7
desempenham um papel fundamental na conducédo da reentrada da fase S nas
camadas epiteliais superiores para permitir a amplificagdo do genoma viral. A
finalizacdo do ciclo de vida do HPV envolve, em Ultima instancia, a expressdo da

proteina de revestimento menor (L2), a saida do ciclo celular e a expressédo da
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proteina de revestimento principal L1 para permitir a montagem dos virus infecciosos
no nucleo. A proteina E4 abundante nesta fase atua no processo de maturacao e
liberacdo do virus, permitindo a infecciosidade do virus nas camadas epiteliais
superiores (ANACKER e MOODY, 2017; DAS et al., 2017; DOORBAR et al., 2016;
QUINT et al., 2015).

O papilomavirus se estabelece nas camadas epiteliais mais baixas onde as
células mitoticamente ativas sdo encontradas e persistem nessas células como
elementos extracromossdmicos circulares de multiplas cépias (epissomas). O
namero de coOpias epissomais nessas células basais € frequentemente citado em
torno de 200 por célula (DOOBAR et al., 2016; EGAWA e DOOBAR, 2017).

De modo geral, a infeccdo pelo HPV pode ser silenciosa, produtiva ou nao
produtiva (figura 7). A infeccdo silenciosa ou assintomatica € aquela na qual os
genomas virais persistem na camada basal sem desenvolver a doenca e sem
liberacdo do virus na superficie epitelial. Na infec¢cdo produtiva a expressao das
proteinas E1 a E7 sdo rigorosamente controladas, de forma que E4, L2 e L1
permitem a liberacdo do virus na superficie epitelial. Em contraste, na infec¢cdo nao
produtiva as proteinas E6 e E7 sdo anormalmente expressas e estdo associadas
com o desenvolvimento de neoplasias benignas e malignas, pois a expressao
genética viral desregulada leva a alteracdes genéticas secundarias na célula
hospedeira e possivel integracdo do genoma viral no cromossoma celular
(DOORBAR, 2016; DOORBAR et al., 2016; EGAWA et al.,, 2015; MEURIS et al.,
2016).

Figura 7 - Tipos de infec¢Bes ocasionadas pelos Papilomavirus Humano

A B C <
Virus Release Vié' .. ., "". > ,. 5y

N
b
-

i

L1

£, 2

'&
oo

Virus Assenbly

e
.
3

8

2 . . 2 =)
. S OARC G
AR S A Am;l":l":giiun

2eTe e : Genome Maintenance/
AR X Cell proliferatopn AR OO0
ol LSRR 0. WS Y Al %Y e
R0 TR Genome R R 00000

. 00
Maintenance L

E1,E2,
Viral DNA

SILENT
INFECTION Productive Non-productive Infection

Fonte: DOORBAR et al., 2016; EGAWA et al., 2015. A) Tipo de infec¢&o silenciosa pelo HPV; B)
Tipo de infeccéo produtiva pelo HPV; C) Tipo de infec¢édo ndo produtiva pelo HPV.
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A integracdo do genoma viral € um evento fortuito, onde normalmente ocorre
a ruptura do gene viral E2 que regula a transcricdo de E6 e E7. A maioria dos
canceres cervicais contém uma ou mais copias de HPV integrado no cromossomo
do hospedeiro. A integracdo e a perda da regulacdo de E6 e E7 geralmente
desencadeiam lesdes de alto grau, como a Neoplasia intraepitelial cervical grau Il
(NIC 1l) e Neoplasia intraepitelial cervical grau Il (NIC IIl). Aproximadamente 70%
dos canceres cervicais associados ao HPV 16 contém sequéncias integradas,
engquanto que para o HPV 18, o genoma viral € quase sempre integrado. Embora E6
e E7 sejam as principais responséveis pela iniciacdo e progressao do céancer,
apenas uma pequena porcentagem de pessoas infectadas com HPV de alto risco
desenvolvem céanceres, isso indica uma contribuicdo para os fatores do hospedeiro
na malignidade do HPV (DOORBAR, 2016; DOORBAR et al., 2016; EGAWA et al.,
2015; MEURIS et al., 2016).

2.2.4 Manifestacgdes clinicas do Papilomavirus Humano

Uma caracteristica marcante da infeccdo pelo HPV é a sua preferéncia por
locais anatdmicos distintos, onde podem causar les6es benignas hiper-proliferativas
tais como verrugas, bem como lesdes inaparentes ou assintomaticas, que em alguns
casos, evoluem para lesdes de alto grau e o cancer. Uma das principais razdes que
permitiu grandes pesquisas sobre o HPV, especialmente os HPV do género Alpha
como os tipos HPV-16 e HPV-18, foi a associacdo do HPV como causa necessaria
para o cancer do colo do utero de mulheres em todo mundo. E mais recentemente a
associacdo dos HPV com outros tipos de canceres, como o de vagina, vulva, pénis,
anus e da orofaringe (DOORBAR et al., 2016; EGAWA et al., 2015; EGAWA e
DOORBAR, 2017; SCHIFFMAN et al., 2016).

As manifestacbes de grande importancia clinica que podem ocorrer no colo
do utero da mulher sdo classificadas em lesdo intraepitelial de baixo grau (Low-
grade Squamous Intraepithelial Lesion - LSIL), lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau (High-grade Squamous Intraepithelial Lesion - HSIL) e o cancer invasor (figura
8). A classificacdo LSIL é equivalente a Neoplasia intraepitelial cervical grau | (NIC I)
e HSIL é equivalente a NIC Il e lll. A LSIL apresenta menor risco de progressao para

0 carcinoma invasivo por normalmente apresentar uma infeccdo produtiva
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(expressdo regulada das proteinas E1 a E7 e L1 e L2), no entanto, as HSIL
apresentam maior risco de progressao para o0 carcinoma invasor por apresentar uma
infeccdo ndo produtiva (expressao desregulada das proteinas E6 e E7) (figura 9)
(DOORBAR et al., 2016; SCHIFFMAN et al., 2016).

Figura 8 - Manifesta¢des clinicas na progressao do cancer do colo do Utero
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Fonte: BERTI et al.,, 2017. Diferentes estadios da carcinogénese cervical, passando por
infeccdo inicial por HPV (assintomatica), que pode progredir para LSIL e posterior para HSIL,
culminando em carcinoma invasor do colo do Utero.

Figura 9 - Eventos moleculares durante o NIC I, Il, 1ll e o cancer no colo do Gtero
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Fonte: SCHIFFMAN et al., 2016. Na regido da ectocervice do colo do Utero geralmente se observa
a infeccao produtiva, no qual ocorre a expresséo regulada da proteinas E1 a E7 e L1 e L2. Na zona
de transformacé&o e na endocervice observa-se frequentemente a infec¢cdo ndo produtiva pelo HPV,
no qual a expressao desregulada de E6 e E7 desencadeiam mecanismos de alteracao celular.

A maioria dos cénceres do colo do Gtero surge na zona de transformacao
(figura 10) e endocervice adjacente, uma regido do colo do uUtero que compreende

inicialmente o epitélio colunar, mas depois sofre metaplasia (particularmente na
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puberdade) para formar uma camada epitelial escamosa completamente
diferenciada (SCHIFFMAN et al., 2016).

Figura 10 - Zona de transformacéo cervical e diferentes graus de lesdes intraepiteliais

A B

Squamo-columnar junction

Fonte: SCHIFFMAN et al., 2011. A) A zona de transformacéo cervical sem
alteracdes intraepiteliais aparentes. B) A zona de transformacdo cervical
apresenta diferentes graus de neoplasia intraepitelial.

Apesar da infeccdo pelo HPV desencadear eventos iniciadores da
transformacao neoplésica, estes ndo sdo suficientes para progressdo para o cancer
invasivo, sendo necessarios cofatores que influenciam a infec¢do pelo HPV. Estes
cofatores incluem variaveis do virus, do hospedeiro e cofatores comportamentais.
Os cofatores virais incluem diferencas genéticas (e possivelmente epigenéticas),
como a pesisténcia e a carga viral da infecao pelos HPVs de alto risco. Os cofatores
do hospedeiro incluem principalmente a resposta do sistema imune e a idade. Os
cofatores comportamentais incluem principalmente o tabagismo, uso prolongado de
contraceptivos hormonais, multiparidade, precocidade sexual e multiplicidade de
parceiros (MARTINS, 2014; SCHIFFMAN et al., 2016).

As verrugas sdo outras manifestacfes clinicas comuns e caracteristica do
HPV, especialmente dos tipos de baixo risco oncogénico, que podem ocorrer em
diversos locais do corpo, como na face, pescoco, regido genital, joelhos, méos e
pés. Estas verrugas podem se apresentar na forma de condiloma acuminado, que é
uma manifestacao clinica comum na area genital de homens e mulheres, sendo que
nos homens os condilomas genitais encontram-se mais comumente no sulco

coronal, na glande do pénis e no eixo peniano. Nas mulheres, as lesées geralmente
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afetam a genitélia externa e o colo do utero. Os tipos de HPV6 e 11 sdo os mais
detectados nessas lesdes (DOORBAR et al., 2016; LETO et al., 2011).

A hiperplasia epitelial focal € uma doenca da mucosa oral que € mais comum
em criancas e mulheres, com predominancia racial por indios americanos, esquimaos
e algumas comunidades africanas. As lesdes estédo localizadas principalmente no
labio inferior, mas com menor frequéncia podem afetar o labio superior, a lingua, a
mucosa oral, a orofaringe, o palato e o assoalho da boca (figura 11-A). Sao
caracterizadas por apresentar mdultiplas pequenas papulas, de cor résea,
individualizadas ou formando placas, sendo o HPV 13 e 32 os tipos mais detectados
nessas lesbes (DOORBAR et al., 2016; LETO et al., 2011).

A Papilomatose Respiratéria Recorrente (PRR) é outra manifestacdo clinica
causada pelo HPV e resulta no crescimento de papilomas no trato respiratério, que
podem causar comprometimento das vias aéreas, levando a disfonia, dificuldade
respiratéria e oclusdo das vias aéreas (figura 11-B). Esta lesdo é geralmente
causada pelo HPV6 e HPV 11, sendo mais comumente observada na populacao
pediatrica do que em adultos. A PRR provoca uma morbidade significativa e pode
requerer multiplas intervengdes cirargicas (com recorréncia regular apdés o
tratamento) (DOORBAR et al., 2016; SULLIVAN, CURTIS e MOUZAKES, 2017;
WHO, 2017).

Figura 11 - Hiperplasia epitelial focal e Papilomatose Respiratéria Recorrente causada pelo
Papilomavirus Humano

Fonte: LETO et al., 2011; SEGNA et al., 2017. A) Hiperplasia epitelial focal localizada na
lateral esquerda da lingua de uma crianga indigena do Parque Indigena do Xingu; B)
Papilomas acima e abaixo de cordas vocais intubadas.
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2.2.5 Diagnostico molecular do Papilomavirus Humano

Atualmente diversas técnicas de diagnéstico molecular do HPV séo
empregadas no mundo, sendo consideradas mais sensiveis e especificas, em
comparagdo com meétodos convencionais para o teste de HPV. No entanto, a
deteccdo do DNA viral por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido
sempre o padrdo ouro para o diagnostico do HPV, devido a sua grande capacidade
de gerar um bilhdo de copias a partir de uma Unica molécula de DNA de cadeia
dupla apos 30 ciclos de amplificacdo. A captura hibrida e a hibridacdo in situ
também sdo técnicas amplamente utilizadas na deteccdo molecular do HPV
(ABREU et al., 2012; RAMZAN et al., 2015; VENCESLAU et al., 2014).

Nos ultimos anos, os estudos epidemiolégicos das infeccbes pelo HPV,
realizados por meio de técnicas de diagnésticos moleculares, revelaram que alguns
tipos de HPV causam praticamente todos os canceres cervicais no mundo. Além do
mais, estes estudos epidemiolégicos foram o ponto de partida para o
desenvolvimento de vacinas profilaticas contra o HPV, o que torna indiscutivel a
importancia do diagnostico molecular do HPV para os avangos cientificos contra o
cancer do colo do utero (SCHIFFMAN, 2017).

Estudos recentes tém defendido que a realizacdo de teste de deteccdo do
HPV é mais sensivel e oferece muitas vantagens em relacdo a citologia
convencional e de base liquida na triagem primaria para o cancer cervical. Dentre as
vantagens estdo: 1) O teste do HPV é mais sensivel do que a citologia na deteccdo
de lesdes precancerosas de alto grau; 2) Um teste negativo de HPV proporciona
maior e mais tempo de seguranca contra o pré-cancer cervical e cancer porque a
infeccdo por HPV é um evento que ocorre no processo cancerigeno; 3) O teste do
HPV serd mais econdmico devido a intervalos de triagem prolongados e possiveis
custos menores devido a expanséo continua do mercado e ao teste de alto volume;
4) O teste do HPV néo é subjetivo e € mais reprodutivel, pode ser automatizado,
centralizado e de melhor qualidade controlada com alto rendimento; 5) Oferece a
oportunidade de auto-amostragem, o que poderia ajudar a reduzir as disparidades,
aumentando a captacio de selecdo entre os ndo-aderentes atuais; 6) E mais eficaz
na deteccéo de lesbes precursoras de adenocarcinoma cervical; 7) Espera-se que

seu desempenho (sensibilidade, especificidade e valor preditivo positivo seja menos
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afetado negativamente como consequéncia da reducao da prevaléncia de lesé&o por
programas efetivos de vacinagdo contra HPV. Mas neste cenério ainda se avalia a
necessidade de distinguir as mulheres com maior risco de cancer entre o grupo das
HPV-positivas e assim adotar uma melhor abordagem que evite o numero de
referéncias desnecessarias a colposcopia e biopsia (ISIDEAN et al., 2016; TOTA et
al., 2017a; TOTA et al., 2017b).

2.2.6 Prevencéo contra o Papilomavirus Humano

Atualmente trés vacinas profilaticas contra o HPV estdo disponiveis e
comercializadas em muitos paises do mundo. A vacina Cervarix® bivalente é
fabricada pelo laboratorio GlaxoSmithKline (GSK) e fornece protecdo contra os
HPVs 16 e 18. A vacina Gardasil® quadrivalente € fabricada pelo laboratério Merck
Sharp & Dhome (MSD) e proteje contra os HPVs 6, 11, 16 e 18. A vacina Gardasil-
9® nonavalente também fabricada pelo laboratério MSD, fornece protecdo contra os
HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58. Todas as trés vacinas usam tecnologia de
DNA recombinante e sao preparadas a partir da proteina L1 purificada que se auto-
monta para formar capsideos vazios (sem DNA viral) especificos do tipo HPV,
denominadas particulas semelhantes a virus (VLPs - Vvirus-like particles)
(SCHIFFMAN et al., 2016; WHO, 2017).

A vacina quadrivalente foi licenciada pela primeira vez em 2006, a vacina
bivalente em 2007 e a vacina nonavalente em 2014. Segundo a Organizagao
Mundial de Saude, até marco de 2017, 71 paises (37%) introduziram a vacina contra
o HPV no seu programa nacional de imunizacdo para meninas e 11 paises (6%)
introduziram a vacina contra o HPV para meninos (WHO, 2017).

Em 2013 no Brasil, a rede publica de saude disponibilizou pela primeira vez a
vacina Cervarix® bivalente no Estado do Amazonas, que tem o céancer do colo do
Gtero como o tipo de cancer mais frequente na polucdo feminina do estado, esta
vacinacdo foi disponibilizada para meninas entre 11 a 13 anos. Em 2014, o
Ministério da Saude introduziu a vacina Gardasil® quadrivalente no Calendario
Nacional de Vacinagéo para meninas entre 11 e 13 anos, com esquema vacinal de 3
doses (0, 6 e 60 meses). Em 2015, considerando a maior frequéncia de neoplasias

anogenitais e lesdes intraepiteliais decorrentes do HPV em pacientes com HIV/Aids,
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0 Ministério da Saude ampliou a faixa etaria da vacina contra o HPV para mulheres
soropositivas de 9 a 26 anos de idade, com o esquema vacinal de trés doses (0, 6 e
60 meses). E em 2016, o Ministério da Saude adotou 0 esquema de vacinagao
contra o HPV para 2 doses (0 e 6 meses) em meninas na faixa etaria de 9 a 13 anos
(INCA, 2017; BRASIL, 2017b; BRASIL, 2015).

Em 2017, o Ministério da saude novamente ampliou o calendario nacional de
vacinacdo para meninas de 9 a 14 anos e para meninos entre 11 e 14 anos, com
esquema de 2 doses com intervalo de 0 e 6 meses e estendeu a vacinagao para
homens e mulheresde 9 a 26 anos, portadores de HIV/Aids e os transplantados de
orgédos sdlidos, de medula éssea e pacientes oncologicos, com esquema de 3 doses
com intervalo de 0, 2 e 6 meses (BRASIL, 2017c).

Estudos apontam que a vacina Gardasil® quadrivalente confere protecéo
superior a 95% dos casos de risco de les@es cervicais, vulvares e vaginais de alto
grau relacionadas com HPV16 e HPV18 e de verrugas genitais relacionadas ao
HPV6 / 11. Evidenciando assim, que a vacina¢ao contra o HPV confere reducédo a
curto e médio prazo, na ocorréncia de verrugas genitais e ateracdes citologicas
cervicais (HAGHSHENAS et al., 2017; MUNOZ et al., 2010).

2.3 Infecgéo pelo Papilomavirus Humano na gestacéo

2.3.1 Epidemiologia do Papilomavirus Humano na gestacéo

Os indices de prevaléncia da infeccao pelo HPV variam de acordo com a
populacdo avaliada e a técnica de diagnostico utilizada. Em gestantes, estudos
internacionais utilizando principalmente PCR como método diagndstico tém
encontrado prevaléncias variando entre 13,4% e 45% (quadro 3), enquanto estudos
brasileiros mostram numeros mais elevados — 17,8% a 61,9% em gestantes

saudaveis, e até 62,7% a 84,3% em gestantes HIV-positivas (quadro 4).
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2.3.2 Manifestac¢@es clinicas do HPV em gestantes e seus conceptos

As manifestacdes clinicas do HPV na gestacdo podem estar ausentes, podem
apresentar sintomas discretos (como irritacdo, prurido vulvar e vaginal) ou
apresentar lesbes verrucosas dispersas pela vagina, colo e vulva. Alteracdes
hormonais favorecem a replicagéo viral, sendo comum a formacgdo de condilomas
gigantes (figura 12) (MARTINS, 2014; PANISSET e FONSECA, 2009).

Figura 12 - Condiloma acuminado em gestante

Fonte: MARTINS, 2014. A) Gestante no segundo trimestre de gravidez
com condiloma exuberante; B) Mesma paciente em outro angulo no
exame.

Os condilomas acuminados podem ser exuberantes e chegar a obstruir o
canal de parto, interferindo a passagem do bebé. Como os condilomas durante a
gestacdo podem proliferar e tornarem-se fridveis, muitos especialistas indicam a sua
remocao, se possivel, na 12 metade da gestacdo, com risco secundario de infeccéo,
hemorragia, ulceragédo, distocia, rotura prematura das membranas ovulares,
corioamnionite. A cesariana deve ser indicada somente se houver obstrugédo
mecanica do canal de parto e/ou risco de hemorragia grave. As lesdes pequenas,
microscoépicas ou latentes ndo contraindicam o parto vaginal. Todas as gestantes
com verrugas genitais devem ser orientadas sobre o risco de contaminacao de seus
filhos e da papilomatose laringea (BRASIL, 2006; BRASIL, 2012; BRASIL, 2014).

A Papilomatose respiratoria recorrente (PRR) é uma doenca caracterizada

pelo crescimento de multiplas lesGes exofiticas na laringe, podendo ocorrer ao longo
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de todo o aparelho respiratério. Embora o modo de transmissao ndo seja totalmente
compreendido, € teorizado que a transmissédo vertical de HPV da mae para o filho
ocorra por infeccdo ascendente devido a exposi¢cdo aos papilomas no trato genital,
pela infeccdo transplacentaria neonatal ou intrauterina. A relacdo sexual, a auto-
inoculagéo e a transmisséo horizontal através da saliva também foram descritas e,
mais comumente, afetam criancas e adultos mais velhos (SULLIVAN, CURTIS e
MOUZAKES, 2017; SKOCZYNSKI, GOZDZICKA-JOZEFIAK e KWASNIEWSKA,
2015; TEIXEIRA et al., 2015).

A PRR é normalmente associada ao HPV tipo 11, e embora raras, as criancas
com PRR sé&o incapazes de resolver a infeccéo e precisam ser tratadas por cirurgia
de repeticdo para reduzir o tamanho do papiloma e para manter uma via aérea
pérvia (DOORBAR et al., 2016).

Sullivan, Curtis e Mouzakes (2017), relata no estudo de caso de uma crianga
gue nasceu com idade gestacional de 34 semanas, de mae HPV positivo. Aos 12
meses de idade essa crianca foi diagnosticada com papiloma da laringe obstrutivo,
onde exames subsequentes revelaram papiloma anterior com envolvimento de
cordas vocais. Foram identificados os HPV 6 e 11 por hibridizacdo in situ. Esta
crianca teve um curso grave da doenca e com menos de trés anos de idade ja havia

passado por 13 cirurgias (figura 13).

Figura 13 - Papilomatose Respiratéria Recorrente causada pelo HPV6 e 11

Fonte: SULLIVAN, CURTIS e MOUZAKES, 2017. Imagem do
papiloma em laringoscopia direta e broncoscopia de crianca em
tratamento para PRR.
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Diante deste panorama de escassez de estudos epidemiolégicos sobre a
infeccdo pelo HPV em gestantes no Brasil, especialmente no Amazonas, é de
fundamental importancia a realizacdo de pesquisas sobre a prevaléncia do HPV
durante a gestacdo, assim como estudos de investigacdo sobre o tipo de amostra
que tenha a caracteristica de ser menos invasiva e de facil obtencdo, mas que
apresente resultados semelhantes quando comparado com as amostras cervicais,
para que desta forma, gestantes em situacdes de risco gestacional possam realizar
0 procedimento com seguranca, além de proporcionar maior adesao do publico alvo.

Portanto, para realizacdo destes estudos se faz necessario o uso de
ferramentas da biologia molecular, o qual proporciona iniumeras vantagens,
especialmente a alta sensibilidade e especificidade na deteccdo do HPV. Além do
mais, 0 uso de técnicas moleculares é imprescindivel para a associacdo do HPV
com o cancer, tornando-se o ponto de partida para o desenvolvimento de vacinas
profilaticas e terapéuticas. Neste contexto, diversos pesquisadores tém apresentado
evidéncias cientificas sobre os beneficios da introducdo de testes moleculares do
HPV (ISIDEAN et al., 2016; SCHIFFMAN, 2017; TOTA et al., 2017a; TOTA et al.,
2017b).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar a prevaléncia da infeccdo pelo Papilomavirus Humano em gestantes

atendidas no municipio de Coari, Amazonas, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

- Verificar a prevaléncia de infeccdo por HPV em gestantes no segundo
trimestre de gestacdo, atendidas nas Unidades Basicas de Saude (UBS) no
municipio de Coari, Amazonas, Brasil;

- Avaliar a concordancia da deteccdo do HPV entre amostras de urina e
cérvico-vaginal dessas gestantes atendidas nas UBS do municipio de Coari-AM;

- Descrever a caracterizacdo sociodemografica e clinico-epidemioldgica
dessas gestantes;

- Relacionar a infecgdo por HPV com as variaveis sOcio-demograficas e

clinico-epidemiolégicas das gestantes, determinando possiveis associacdes.
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4 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal com gestantes em acompanhamento de
pré-natal nas Unidades Basicas de Saude (UBS) do municipio de Coari-AM.

Este estudo é parte do projeto “Epidemiologia das infec¢gbes sexualmente
transmissiveis em gestantes”, aprovado em 2015 pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) sob o CAAE n°
50907415.3.0000.5020 (Anexo 1).

4.1 Populagéao e amostra

A populacado consistiu de gestantes cadastradas na Atencédo ao Pré-natal da
rede de Atencédo Basica de Saude do municipio de Coari, Amazonas.

O municipio de Coari-AM possui uma populacdo de 75.965 habitantes,
conforme dados do ultimo censo realizado em 2010, com 363 km de distancia em
linha reta até a capital Manaus (IBGE, 2017).

Para o célculo amostral, tomou-se como base uma populacdo de 1.729
gestantes (SINASC, 2013), com uma prevaléncia esperada de IST de 1,4%,
(segundo dados do DATASUS de infeccdo por IST em gestantes de Coari no ano de
2013), e a margem de erro de 3%. A partir destes dados, estimou-se um ndamero
minimo de 58 gestantes para participar do estudo, tendo sido alcancado um nimero
final de 110 participantes, cujas amostras foram coletadas no periodo de Julho de
2016 a Marco de 2017.

Para selecdo das participantes, foi realizada uma relacdo de todas as
gestantes no segundo trimestre de gestacdo que estavam cadastradas no
acompanhamento de pré-natal das 12 UBS da zona urbana do municipio de Coari
(figura 14). Em seguida foi realizado o sorteio para determinar a ordem de
abordagem das referidas gestantes em seu domicilio, ocasido em que a mulher seria

convidada a participar e que seriam verificados os critérios de inclusédo e exclusao.
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Figura 14 - Fluxograma das etapas desenvolvidas nesta pesquisa

Levantamento das gestantes no 2° trimestre de gestacdo cadastradas
no pré-natal nas 12 UBS da zona urbana de Coari-AM

4[ Sorteio para determinar a ordem de abordagem das gestantes em seu domicilio ]

Abordagem domiciliar
e verificacao dos
critérios de
eleaibilidade

Gestantes nédo elegiveis

Excluidas

Gestantes elegiveis

No domicilio:

- Assinatura do TCLE e/ou Termo de assentimento
- Aplicacao do questionario
- Orientacéo sobre a coleta da urina e entrega do frasco coletor
- Agendamento da coleta cérvico-vaginal e entrega da urina

Na UBS:
- Recebimento e armazenamento da urina

- Coleta e armazenamentoda amostra cérvico-vaginal

Armazenamento e processamento das amostras no Laboratério
de Biologia Molecular e Genética do ISB/UFAM - Coari

Amostra de urina

Amostra cérvico-vaginal

[

Pré-tratamento + acondicionamento ]
em microtubos armazenados a -20°C J

{ Acondicionamento em microtubos

armazenados a -20°C ]

Extracdo do DNA

[ PCR multiplex (DNA gendmico + DNA HPV) ]

Eletroforese

Emisséo e entrega dos laudos com os resultados
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Os critérios de incluséo foram:

- Gestantes em acompanhamento pré-natal nas UBS da zona urbana do
municipio de Coari, sem delimitacdo de idade.

- Idade gestacional entre 14 a 27 semanas (2° trimestre de gestacéo).

Os critérios de excluséo foram:

- Idade gestacional entre 1 e 13 semanas e a partir de 28 semanas (1° e 3°
trimestre de gestacao).

- Gestantes com alguma situagéo de risco, tais como: sangramento vaginal na
gravidez atual, histérico de queda, placenta prévia, perda de liquido amniotico,
hematémese, hematoma retrocorionico, colo do Utero dilatado, fator Rh negativo da
mae, diagndstico de doenca infecciosa atual (ex: dengue), dentre outras.

As gestantes menores de 18 anos participaram da pesquisa com o
consentimento do responsavel (através de assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE) e do assentimento das mesmas (através da assinatura
do Termo de Assentimento por parte da participante) (Anexos 2 e 3).

O critério de inclusdo de gestantes entre 14 a 27 semanas foi estabelecido
para evitar que a coleta da amostra cérvico-vaginal fosse associada com
intercorréncia ou evolugao clinica comuns da gravidez, como por exemplo, o aborto
espontaneo no primeiro trimestre de gestacdo e o inicio do trabalho de parto

prematuro ou a termo no terceiro trimestre de gestacao.

4.2 Entrevista e coleta das amostras

As gestantes que atenderam aos critérios de inclusdo foram esclarecidas e
convidadas a participar da pesquisa. Todas as que concordaram em participar
assinaram o TCLE ou o Termo de assentimento e logo apds responderam um
questionario padrao contendo perguntas estruturadas e nao-estruturadas sobre as
principais informagfes sécio-demograficas, comportamentais, obstétricas e clinicas
(Anexo 4).

Em seguida, as gestantes foram orientadas sobre os procedimentos da coleta
da urina e da coleta cérvico-vaginal. A amostra de urina deveria ser coletada do
primeiro jato do dia (20 mL) em frasco coletor estéril, no mesmo dia marcado para a

coleta cérvico-vaginal na UBS em que a mulher estava cadastrada. As mulheres
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receberam o frasco coletor da equipe de pesquisa e foram instruidas a vedar o
frasco imediatamente apds a coleta.

No dia agendado, ao chegarem a UBS, entregavam as amostras de urina,
que eram imediatamente colocadas em sacos plasticos identificados e
acondicionadas na caixa térmica (2 a 8°C). Logo apds, as gestantes eram
encaminhadas ao consultério da UBS para a coleta cérvico-vaginal (parede vaginal,
ectocervice e/ou endocérvice) pela enfermeira. A coleta cérvico-vaginal foi realizada
com swab estéril, que apdés a coleta, era imediatamente imerso em um tubo
contendo 1 mL de tampao TRIS-EDTA (TRIS-HCI 10 mM e EDTA 1mM pH 8,0) e
acondicionados em uma segunda caixa térmica (2 a 8°C). Finalizada as coletas na
UBS, as amostras eram transportadas para o Laboratério de Biologia Molecular e
Genética do Instituto de Saude e Biotecnologia da Universidade Federal do

Amazonas — ISB/UFAM em Coari, onde foram armazenadas e processadas.

4.3 Processamento laboratorial

No laboratorio, as amostras cérvico-vaginais foram transferidas para
microtubos identificados e armazenadas a -20°C. Os tubos com as amostras cérvico-
vaginais foram vortexadas por 15 segundos e passadas para microtubos de 1,5 mL,
divididas em 3 aliquotas e armazenadas no freezer a -20°C até o procedimento de
extracdo de DNA.

As amostras de urina, devido a presenca de contaminantes e inibidores de
PCR, passaram por um pré-tratamento (adaptado de ZUIVERLOON et al., 2011;
ZUIVERLOON et al., 2012), que consistiu em: 1) homogeneizar a amostra de urina;
2) transferir 14 mL para um tubo falcon de 15 mL com auxilio de uma seringa; 3)
Centrifugar a amostra durante 20 min a 2000 g; 4) lavar o pellet com 10 mL de PBS
e repetir a centrifugacao anterior; 5) ressuspender o pellet em 1 mL de PBS; 6)
centrifugar a amostra durante 10 min a 3000 g; 7) descartar o sobrenadante; 8)
ressuspender o pellet com 600 pL de PBS; 9) fazer 3 aliquotas de 200 pL em
microtubos estéreis de 1,5 mL e armazenar no freezer a -20°C até o procedimento
de extracdo de DNA.

Todas as amostras foram submetidas a extracdo de DNA em um periodo

inferior a 60 dias.
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4.3.1 Extracdo do DNA

O DNA das amostras de urina foi extraido com o Kit comercial QIAamp Viral
RNA Mini (QIAGEN, ALEMANHA). O DNA das amostras cérvico-vaginais foi extraido
com o kit QlAamp DNA Mini (QIAGEN, ALEMANHA). Os protocolos foram seguidos
de acordo com as recomendacgdes do fabricante (Anexos 5 e 6).

4.3.2 Deteccéo do HPV e verificacdo da eficiéncia da extracdo do DNA

Para o diagnéstico molecular da infeccdo pelo HPV em gestantes no
municipio de Coari-AM, foi realizada a PCR convencional nas amostras de urina e
de swab cérvico-vaginal, utilizando-se os iniciadores genéricos PGMY09/11
(GRAVITT et al., 2000), que amplificam um fragmento de 450 pb da regido L1 de
varios tipos de HPVs (quadro 5).

Quadro 5 - Sequéncias dos primers PGMY09/11

Primer Sequéncia dos primers (5’ — 3’)

PGMY11-A  ................ GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B  ...cccconneeen. GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C e, GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D oo, GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E  weeereieee. GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMY09-F e, CGT ccC AAA GGA AAC  TGA TC
PGMY09-G  .vvvrvnennn, CGA CCT AAA GGA AAC  TGA TC
PGMY09-H e, CGT CCA AAA GGA AAC TGA TC
PGMY09-l  ooeeerieeenn. G CCA AGG GGA AAC TGA TC
PGMY09-J  ovvviivennnn, CGT ccC AAA GGA TAC TGA TC
PGMYQ09-K i CGT CCA AGG GGA TAC TGA TC
PGMY09-L  wervvinennn, CGA CCT AAA GGG AAT TGA TC
PGMYQ9-M i CGA CCT AGT GGA AAT TGA TC
PGMY09-N  oeeeriieeenn. CGA CCA AGG GGA TAT TGA TC
PGMYQ9-P oo G CCC AAC GGA AAC TGA TC
PGMY09-Q  oevverienne CGA CCC  AAG GGA AAC TGG  TC
PGMY09-R  .cvvriivnenn, CGT CCT AAA GGA  AAA  TGG TC
HMBO1 ~  ceeeeeeveeeenns GCG ACC CAAA TGC AAA TTG GT

Fonte: adaptado de GRAVITT et al., 2000.
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Para a verificagdo da eficiéncia da extracdo do DNA das amostras, foi
utilizado como controle interno da reacédo os iniciadores PCO4/GH20 (BERNARD et
al., 1994), que amplificam um fragmento de 268 pb do gene da B-globina humana
(quadro 6). Os componentes e volumes desta PCR multiplex estdo descritos no
quadro 7.

Quadro 6 - Sequéncias do primer PCO4/GH20

Primer Sequéncia do primer (5’ — 3’)
PCO4 CAACTTCATCCACGTTCACC
GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC

Fonte: JENAB et al., 2010.

Quadro 7 - Componentes e volumes da PCR multiplex para amplificagdo de 268 pb do gene da B-
globina humana e amplificagdo de 450 pb da regiéo L1 do HPV utilizando os iniciadores PCO4/GH20
e PGMY09/11

Componentes Volumes
Agua ultra pura 14,5 puL
Tampéao 10X 2,5 uL
Magnésio50mM 0,8 pL

dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP)10 mM

(Invitrogen, BRASIL) 0.5uL
PGMY09/11 0,5uL
PCO4 0,5 UL
GH20 0,5 UL
Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, BRASIL) 0,2uL
DNA 5,0uL
Volume Final 25,0 pL

Em todas as PCRs foi utilizada agua como controle negativo e uma amostra
infectada por HPV previamente conhecida como controle positivo. Apos a
preparacao dos componentes, a PCR foi processada no termociclador Veriti (Applied

Biosystem) nas condi¢bes descritas no quadro 8.
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Quadro 8 - Processamento da PCR multiplex no termocilador Veriti para amplificacdo do fragmento
do gene da B-globina humana e do gene L1 do HPV

Numero de Ciclos Temperatura (°C) Tempo Reacao
1 95 5 minutos Desnaturacao inicial
95 1 minuto Desnaturacéo
40 55 1 minuto Anelamento
72 1 minuto Extenséo
1 72 10 minutos Extensdo final

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corados com brometo de etideo (1 upg/puL) (LGC Biotecnologia), usando
tampéo TBE (Tris borato e EDTA — DNA Express Biotecnologia). Como padrdo de
peso molecular foi utilizado um marcador de 100 pb (DNA Express Biotecnologia,
Sao Paulo, Brasil). Os fragmentos de DNA foram visualizados com o auxilio de um
transiluminador Kodak Gel Logic 212 (Kodak, EUA) e fotografados em camera digital
Olympus SP — 500uz.

4.4 Andlise estatistica

Os dados foram apresentados por meio de tabelas, onde se calculou as
frequéncias absolutas simples e relativas para os dados categéricos. Na andlise dos
dados quantitativos, quando aceita a hipétese de normalidade por meio do teste de
Shapiro-Wilk, foi calculada a média e o desvio-padrao (Dp). Na comparacédo do PCR
no Swab em relac@o a urina ainda foi calculada a concordancia observada, o indice
Kappa e os respectivos Intervalos de Confianca ao nivel de 95% (IC95%). J& na
analise dos dados categoricos em relagdo ao resultado do PCR para o HPV foi
calculado o Odds Ratio (OR) e aplicado o teste do qui-quadrado com correcao de
Yates, sendo que na impossibilidade de aplicar o teste de Yates optou-se pelo teste
exato de Fisher (VIEIRA, 2004).

O software utilizado na analise dos dados foi o programa Epi Info verséo 7.2
para windows que é produzido e distribuido gratuitamente pelo Centro de Controle e
Prevencdo de Doengas Norte-americano — CDC (www.cdc.gov/epiinfo). O nivel de

significancia fixado nos testes estatisticos foi de 5%.
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5 RESULTADOS

No periodo de julho de 2016 a marco de 2017, 249 gestantes foram
abordadas em seus domicilios. Destas, 164 estavam dentro dos critérios de incluséo
e aceitaram participar da pesquisa. Elas responderam ao questionario e assinaram o
TCLE. No entanto, das 164 gestantes, 52 ndo compareceram a UBS para entregar a
amostra de urina e realizar a coleta cérvico-vaginal. Das 112 gestantes que
participaram de todas as etapas da pesquisa, 2 foram excluidas por apresentarem
amostras cérvico-vaginal insatisfatéria (ndo amplificagdo do gene da [B-globina
humana usada como controle interno da amostra). Portanto, 110 gestantes foram
efetivamente incluidas na pesquisa.

Das 12 UBS da zona urbana, em uma (01) ndo houve gestantes que
efetivamente participaram da pesquisa, devido a varios fatores, como: baixo nimero
de gestantes acompanhadas no pré-natal, critérios de inclusdo/exclusdo e/ou

aceitabilidade em participar da pesquisa.

5.1 Caracterizacéo geral da amostra

As gestantes que participaram desta pesquisa tinham entre 13 e 41 anos,
com média de idade de 23,20 (DP=6,33). A baixa escolaridade foi predominante
entre as participantes, pois 21,82% das gestantes tinham o ensino fundamental
incompleto e 30% tinham o ensino fundamental completo. A maioria das gestantes
informou ser casada ou estar vivendo em unido estavel com um companheiro
(77,27%), ser dona de casa (49,1%) e 58,18% informaram ter renda familiar entre 1

a 2 salérios (R$ 880,00). Estas informacdes estdo detalhadas na tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas séciodemograficas das gestantes recrutadas nas UBS do municipio de
Coari- AM, no periodo de julho 2016 a margo de 2017.

Variaveis (n = 110) n (%)
Idade

13---21 50 45,45
22 ---31 50 45,45
32---41 10 9,10
Média + DP 23,20 £ 6,33

Amplitude 13-41

Nivel de escolaridade

Ensino fundamental incompleto 24 21,82
Ensino fundamental completo 33 30,00
Ensino médio completo 47 42,73
Ensino superior completo 06 5,45

Estado conjugal

Solteira / Separada 25 22,73
Casada / Unido estavel 85 77,27
Ocupacéo

Dona de casa 54 49,1
Estudante 27 24,54
Professora 03 2,73
Domeéstica 03 2,73
Outros 23 20,9
Renda familiar*

< 1 salario minimo 35 31,82
1 a 2salarios minimos 64 58,18
2 3 salarios minimos 11 10,0

*Salario minimo: R$ 880,00

Quanto ao comportamento sexual, a maioria das gestantes teve a primeira
relacdo sexual entre 15 e 20 anos (55,45%), com média de idade de 15,05
(DP=2,17). A maioria teve apenas um parceiro nos ultimos 12 meses (73,64%) e
entre 1 a 5 parceiros ao longo da vida (80%). Apenas 12 gestantes (10,91%)
informaram que ja tiveram infecgbes sexualmente transmissiveis ao longo da vida,
sendo que destas, 16,67% tiveram sifilis, 16,67% hepatite B, 16,67% herpes e

33,33% HPV. Estas informagdes estao detalhadas na tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas do comportamento sexual das gestantes recrutadas nas UBS do municipio
de Coari- AM, no periodo de julho 2016 a margo de 2017.

Variaveis (n = 110) n (%)
Idade da primeira relagdo sexual

<15 46 41,82
15a20 61 55,45
> 20 3 2,73
Média + DP 15,05 £ 2,17
Amplitude 9-23

N° de parceiro nos ultimos 12 meses

1 81 73,64
2a3 22 20,00
>3 07 6,36
N° de parceiros ao longo da vida

la5s 88 80,00
6alo0 17 15,45
>10 05 4,54
IST prévia

Sim 12 10,91
Nao 98 89,09
IST (n=12)

Sifilis 02 16,67
Herpes 02 16,67
Hepatite B 02 16,67
HPV 04 33,33
Outras 02 16,67

Em relacdo aos antecedentes obstétricos das gestantes, a maioria (46,36%)
nao havia tido gestacdes anteriores, enquanto que 41,82% tiveram entre 1 a 3 filhos
e 12,73% tiveram aborto, sendo que todos os abortos foram espontaneos. Apenas
7,27% das gestantes relataram parto prematuro nas gestagOes anteriores. Estas

informacdes estdo detalhadas na tabela 3.
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Tabela 3 - Caracteristicas obstétricas das gestantes recrutadas nas UBS do municipio de Coari- AM,
no periodo de julho 2016 a margo de 2017.

Variaveis (n = 110) n (%)
NUmero de gestagdes anteriores

Nenhuma 51 46,36
la3 43 39,09
>3 16 14,55
Numero de filhos

Nenhum 57 51,82
la3 46 41,82
>3 07 6,36
Aborto

Sim 14 12,73
Nao 96 87,27
Parto prematuro

Sim 08 7,27
Nao 102 92,73

No momento da entrevista, 58,18% das gestantes estavam com idade
gestacional entre 14 a 20 semanas e 68,18% relataram apresentar alguma queixa
ginecoldgica, sendo que entre estas, o corrimento vaginal e a dor pélvica foram as
mais frequentes, com respectivamente 66,66% e 50,66%. As informacfes sobre 0s
testes rapidos de IST na gestacao revelaram que 2,73% das gestantes foram
positivas para sifilis e 2,73% foram positivas para hepatite B. Estas informacdes

estao detalhadas na tabela 4.
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Tabela 4 - Caracteristicas obstétricas e ginecoldgicas da gestacao atual das mulheres recrutadas nas
UBS do municipio de Coari- AM, no periodo de julho 2016 a marco de 2017.

Variaveis (n = 110) n (%)
Idade gestacional (semanas)

14a20 64 58,18
21 a 27 46 41,82
Queixa ginecolégica

Sim 75 68,18
Nao 35 31,82
Tipo de queixa ginecolégica (n=75)*

Corrimento vaginal 50 66,66
Dor pélvica 38 50,66
Prurido 15 20,00
Outras 10 13,33
Teste rapido para HIV

Positivo 0 0
Negativo 83 75,45
Nao fez 27 24,55
Teste rapido para Sifilis

Positivo 3 2,73
Negativo 65 59,09
N&o fez 42 38,18
Teste rapido para Hepatite B

Positivo 3 2,73
Negativo 70 63,64
Nao fez 37 33,63
Teste rapido para Hepatite C

Positivo 0 0
Negativo 77 70,0
N&o fez 33 30,0

*N&o se soma, pois pode ocorrer mais de uma queixa clinica por gestante.

5.2 Infeccdo pelo HPV e anélise de concordancia na deteccdo do HPV entre

amostras de urina e cérvico-vaginal

Foram coletadas 110 amostras de urina e 110 amostras de swab ceérvico-
vaginal. Todas as amostras foram positivas para o0 DNA gendmico humano, usado

como controle interno das amostras (figura 15).
53



Figura 15 - Andlise da eletroforese em gel de agarose 1,5% dos produtos da PCR obtidos com os
iniciadores PGMY09/11 e PCO4/GH20

45 46 47 48 49 C+ C- M 45- 46 47 48 49 C+ C- M

Fonte: Propria. C+ = controle positivo; C- = controle negativo; M = marcador de peso molecular de
100 pb; A) A imagem evidencia um fragmento de 268 pb resultante da amplificacdo do DNA
gendmico humano nas amostras de urina 45 a 49. A amostra 45 evidencia um fragmento de 450 pb
resultante da amplificacdo da regido L1 do HPV; B) A imagem evidencia um fragmento de 268 pb
resultante da amplificacdo do DNA gendmico humano nas amostras cérvico-vaginal 45 a 49. As
amostras 45 e 46 evidenciam um fragmento de 450 pb resultante da amplificagdo da regiao L1 do
HPV.

Foi detectada infeccdo por HPV em 24,6% (27/110) das gestantes. Em
relacdo a cada tipo de amostra, foi encontrado DNA de HPV em 13 (11,8%)
amostras de urina e em 26 (23,6%) amostras cérvico-vaginal, conforme tabela 5.

Das 27 (24,54%) gestantes positivas para o HPV, 12 (10,91%) gestantes
foram positivas nas duas amostras (urina e cérvico-vaginal), uma (0,91%) gestante
foi positiva somente na amostra de urina, 14 (12,73%) gestantes foram positivas
somente nas amostras cérvico-vaginal e 83 (75,45%) gestantes foram negativas nas
duas amostras. Houve uma concordancia observada de 86,4% (IC de 95%, 78,7% -
91,6%) e indice de concordancia moderado entre as amostras bioldgicas (kappa =
0,543 (IC de 95%, 0,372 - 0,715).
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Tabela 5 - Distribuicdo segundo os resultados da PCR para HPV em amostras da urina e cérvico-
vaginal de gestantes amostradas no municipio de Coari — AM.

PCR (Swab)
_ Positivo Negativo
PCR (Urina)
fi % fi % Total %
Positivo 12 10,9 1 0,9 13 11,8
Negativo 14 12,7 83 75,5 97 88,2
Total 26 23,6 84 76,4 110 100

f, = frequéncia absoluta simples; Obs.: percentuais em relacéo ao total da amostra.

5.3 Associagdo entre as variaveis e a infec¢éo por HPV

Na tabela 6, podemos observar que houve associacdo estatisticamente

significativa da infeccdo pelo HPV com gestantes menores de 25 anos (p= 0,014),

ndo sendo encontrada associacdo estatisticamente significativa nas demais

variaveis sociodemogréaficas analisadas.

Tabela 6 - Resultado do HPV em relacéo aos dados sociodemogréficos e econdmicos das gestantes
amostradas no municipio de Coari — AM.

o HPV

Variaveis

Positivo Negativo

(n=27) (n=83)

fi % fi % Total OR p*
Idade (anos) 4,40 0,014
<25 23 32,9 47 67,1 70
=25 4 10,0 36 90,0 40
Escolaridade 1,76 0,388
Ensino fundamental incompleto 8 33,3 16 66,7 24
Ensino fundamental completo 19 22,1 67 77,9 86
Estado conjugal 2,67 0,075
Solteira/Separada 10 40,0 15 60,0 25
Casada/Uniao estavel 17 20,0 68 80,0 85
Renda familiar 1,10 0,999
< 1 salario minimo 9 25,7 26 74,3 35
> 1 salario minimo 18 24,0 57 76,0 75

f, = frequéncia absoluta simples; OR = Odds Ratio; * Teste do qui-quadrado com correcao de Yates.

Valor de p em negrito italico indica associac¢ao estatisticamente significante ao nivel de 5%.
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Na tabela 7, ndo foi encontrada associagdo estatisticamente significativa nas

variaveis do comportamento sexual das gestantes e a infeccdo pelo HPV.

Tabela 7 - Resultado do HPV em relacéo aos dados de comportamento sexual das gestantes
amostradas no municipio de Coari - AM.

HPV

Positivo Negativo

(n=27) (n=83)
Variaveis

fi % f; % Total OR p*
Idade da 1° relacdo sexual 0,94 0,999
< 15 anos 11 23,9 35 76,1 46
2 15 anos 16 25,0 48 75,0 64
NuUmero de parceiros nos ultimos 0,63 0,487
12 meses
1 18 22,2 63 77,8 81
>1 9 31,0 20 69,0 29
NUumero de parceiros na vida 2,00 0,230
<5 22 27,8 57 72,2 79
25 5 16,1 26 83,9 31
IST prévia 1,03 0,999**
Sim 3 25,0 9 75,0 12
N&o 24 24,5 74 75,5 98

f, = frequéncia absoluta simples; OR = Odds Ratio; * Teste do qui-quadrado com correcao de Yates; **
Teste exato de Fisher.

Na tabela 8, houve associacao estatisticamente significativa entre a infeccéo
pelo HPV e gestantes primigesta (p= 0,027), assim como a associacao
estatisticamente significativa entre a infeccdo pelo HPV e gestantes que ainda nao
tinham tido filhos (p= 0,046), ndo sendo encontrada associagdo estatisticamente

significativa nas demais variaveis obstétricas analisadas.
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Tabela 8 - Resultado do HPV em relagéo as gestantes amostradas no municipio de Coari - AM.

Variaveis

Numero de gestacdes
Primigesta
Secundigesta e mais
Numero de filhos
Nenhum

Mais de um

Aborto

Nao
Parto prematuro
Sim

Nao

HPV
Positivo Negativo
(n=27) (n=183)
f; % f; % Total OR p*
3,03 0,027
18 35,3 33 64,7 51
9 15,3 50 84,7 59
2,81 0,046

19 33,3 38 66,7 57
8 151 45 84,9 53

0,47 0,511**
2 14,3 12 85,7 14
25 26,0 71 74,0 96

1,95 0,403**
3 37,5 5 62,5 8
24 23,5 78 76,5 102

f, = frequéncia absoluta simples; OR = Odds Ratio; * Teste do qui-quadrado com correcao de Yates; **
Teste exato de Fisher. Valor de p em negrito italico indica associacdo estatisticamente significante ao

nivel de 5%.
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6 DISCUSSAO

6.1 Caracterizacdo geral da amostra

Participaram desta pesquisa, 110 gestantes que estavam no segundo
trimestre de gestacdo e que faziam acompanhamento de pré-natal nas Unidades
Basicas de Saude do municipio de Coari-AM.

A média de idade das gestantes participantes da pesquisa foi de 23 anos, que
variou de 13 a 41 anos. A pesquisa de Branddo, Lacerda e Ximenes (2010),
realizada no Brasil com populagdo semelhante a nossa (gestante em qualquer faixa
etaria), também apresentou dados semelhantes, com variacdo de idade de 14 a 41
anos e média de idade de 26 anos.

Nesta pesquisa, a maioria das gestantes apresentou um baixo nivel de
escolaridade, em que 51,82% das gestantes tinha apenas o ensino fundamental
incompleto ou completo. Esta condicdo esta diretamente relacionada com o baixo
indice de desenvolvimento Humano dos municipios do interior do Estado, onde as
mulheres acabam se preocupando mais com 0s meios de subsisténcia da familia
quando comparado com sua educacdo. Outra situacdo relacionada é a falta de
perspectiva das mulheres do interior do Estado em relacdo a obtencao de uma
carreira profissional por meio da educacao, tendo em vista que o0 ensino superior em
apenas alguns municipios passou a ser realidade de acesso a partir de 2001, com a
expansdo da Universidade Estadual do Amazonas (UEA) e em 2006 com a
expansdo da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Nesse contexto,
Burlamaqui et al. (2017), afirma que o baixo nivel de escolaridade esta
correlacionado com um conhecimento limitado sobre o virus HPV, suas possiveis
consequéncias e com baixas taxas de adesdo aos programas de prevencdo de
infeccbes. Neste sentido, Osis, Duarte e Sousa (2014), reforcam a necessidade de
intervencdes educativas e preventivas considerando a capacidade das diferentes
camadas sociais em obter e processar adequadamente as informacdes.

Quanto ao estado conjugal das gestantes, 77,27% informaram ser casada ou
estar em unido estavel com um parceiro. Estudos realizados no Brasil por Brandéao,
Lacerda e Ximenes (2010) e Franciscatto et al. (2014), também corroboram com os

achados deste estudo, em que respectivamente, 73,7% e 79,16% das gestantes
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participantes do estudo eram casadas ou em unido estavel. Por muito tempo a
situacdo conjugal foi fortemente associada ao risco de contrair IST, no entanto,
varias pesquisas sobre essa variavel e a infeccdo pelo HPV nado encontram
diferencas estatisticas significativas (BRASIL, 2008; PINTO, FUZIl E QUARESMA,
2011; ROCHA et al., 2013; TEIXEIRA et al., 2016).

Quando observamos a principal ocupacéao relatada pelas gestantes, podemos
constatar que 79% delas ndo possuiam emprego. Neste contexto, varios fatores
podem estar envolvidos, especialmente a desigualdade nos papéis sociais
relacionado ao género, que coloca a mulher em situacdes desfavoraveis na tomada
de decisdes associada: ao corpo, a saude, a educacao, a0 emprego, entre outros.
Além disso, o estado gestacional das mulheres também contribuiu fortemente para
esse elevado numero de mulheres sem ocupacdo remunerada e consequente renda
familiar menor que um salario minimo em 31,82% das gestantes. No entanto,
58,18% das demais gestantes tinham renda familiar entre um a dois salarios
minimos. No estudo realizado por Brandao, Lacerda e Ximenes (2010), os dados
apresentados também foram semelhantes ao nosso, em que 64,58% das gestantes
tinham rendimento familiar entre um a trés salarios minimos e 31,25% tinham renda
familiar menor que 1 salario minimo.

A média de idade da primeira relacao sexual das gestantes foi de 15 anos,
com amplitude de 9 e 23 anos, sendo que 55,45% tiveram a primeira relacdo sexual
entre 15 a 20 anos e 41,82% com menos de 15 anos. Dados semelhantes foram
encontrados na pesquisa de Brandao, Lacerda e Ximenes (2010) e Franciscatto et
al. (2014), em que respectivamente, 86,45% e 91,7% das gestantes teve a primeira
relacdo sexual com menos de 20 anos. J4 a pesquisa de Meyrelles et al. (2013),
também apresentou uma média de idade da primeira relacdo sexual de 15 anos. De
acordo com Schiffman et al. (2016), a incidéncia do HPV genital aumenta
acentuadamente apos a média de idade da primeira relacdo sexual, atingindo seu
pico em jovens menores de 25 anos. Apoés esta fase a incidéncia do HPV cervical
diminui com o aumento da idade, isso ocorre devido ao menor niumero de novos
contatos sexuais e a imunidade que se desenvolve em algumas mulheres apds a
infeccéo.

Em relacdo ao numero de parceiros nos ultimos 12 meses, 73,64% das

gestantes informaram que tiveram somente um parceiro. Esses dados foram
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semelhante ao encontrado na pesquisa em Montreal/Canada por Trottier et al.
(2016), em que as gestantes apresentaram uma média de um parceiro nos ultimos
12 meses. Na pesquisa multicéntrica realizada com gestantes no Brasil (2008),
estimou-se um risco quase trés vezes maior de infeccdo pelo HPV nas gestantes
que tiveram mais de um parceiro nos ultimos 12 meses, quando comparado com as
gestantes que tiveram somente um parceiro.

Sobre 0 numero de parceiros ao longo da vida, 80% das gestantes teve entre
um a cinco parceiros. Na pesquisa de Brandao, Lacerda e Ximenes (2010), os dados
foram préximos ao nosso, pois 73,95% das gestantes teve entre um a quatro
parceiros ao longo da vida. Apesar da multiplicidade de parceiros sexuais ser
historicamente conhecido como um fator de risco para infeccdo pelo HPV, resultados
de diversos estudos divergem em encontrar tal associacdo (MARINO, 2015; ROCHA
et al., 2013; TEIXEIRA et al. 2016).

Em relagdo ao historico de infecgbes sexualmente transmissiveis, 10,91% das
gestantes informaram que ja haviam tido IST no passado, sendo que 16,67%
informaram que tiveram sifilis, 16,67% hepatite B, 16,67% herpes e 33,33% HPV. No
estudo de Teixeira et al. (2015), apenas 6,4% das gestantes informaram historia
prévia de IST. JA o estudo de Meyrelles et al. (2013), 32,1% das gestantes
informaram IST prévia.

Sobre o historico obstétrico das gestantes, 46,36% estavam vivenciando sua
primeira gravidez, 39,09% ja haviam tido entre 1 a 3 gestacfes e 14,55% haviam
tido mais de 3 gestacdes. Hahn et al. (2013), realizou uma pesquisa com 469
gestantes, onde a prevalencia do HPV foi de 15,4% e houve associagcao
estatisticamente siginificativa entre a primiparidade e a infeccéo pelo HPV.

Quanto ao numero de filhos, 41,82% das gestantes tiveram entre 1 a 3 filhos
e 6,36% tiveram mais de 3 filhos. Em diversos estudos os resultados n&o
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre a multiparidade e a
infecg&o pelo HPV (HONG et al., 2013; MARINO, 2015; MEYRELLES et al., 2013).

Ainda sobre o historico obstétrico das gestantes, 12,73% informaram ter
historico de aborto espontaneo, ndo sendo relatado nenhum caso de aborto
provocado. E apenas 7,27% das gestantes relataram histérico de parto prematuro
nas gestacdes anteriores. Diversas IST estdo fortemente associadas ao aborto

espontaneo e ao parto prematuro, especialmente a clamidia e a gonorréia. Sao
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poucos os estudos sobre a infeccdo pelo HPV e estes eventos. Apesar de que
recentemente um estudo com 2.153 mulheres, onde a prevaléncia do HPV foi de
38,5%, associou a infec¢do pelo HPV a ruptura prematura das membranas (RPM)
no parto pré-termo (COTTON-CABALLERO et al., 2017).

Durante a entrevista, 68,18% das gestantes relataram alguma queixa
ginecologica, sendo que o corrimento vaginal e a dor pélvica foram as queixas mais
frequentes, com respectivamente 66,66% e 50,66%, no entanto, estudos realizados
com gestantes sobre a associacéo entre IST prévia e a infec¢do pelo HPV ainda séo
discordantes (DOMZA, et al., 2011; MEYRELLES et al., 2013). De acordo com Brasil
(2012), apesar de ser comum a presencga de fluxo vaginal aumentado durante a
gestacdo, deve-se sempre investigar se ha associagcdo com IST, assim como em
casos de dor pélvica, sendo esta ultima também associada a outras intercorréncias
durante a gestacéo.

Em relacéo a realizacdo dos testes rapido para deteccdo de IST durante esta
gestacao, 2,73% das gestantes foram positivas para sifilis e 2,73% foram positivas
para hepatite B. Nenhuma gestante foi positiva para HIV ou hepatite C. No entanto,
38,18% das gestantes nao havia realizado o teste para sifilis, 33,63% para hepatite
B, 30,0% para hepatite C e 24,55% para HIV. Podemos observar que um numero
significativo de gestantes ndo realizaram o teste rapido para IST no segundo
trimestre de gestacdo, apesar do Ministério da Saude definir como obrigatério a
realizacdo destes testes ainda no primeiro trimestre. No entanto, este resultado pode
ser justificado pelo fato de 64% das participantes terem tido entre 1 a 2 consultas de
pré-natal até momento da entrevista. Cabe destacar, que os testes rapidos para
deteccdo de IST é um procedimento descentralizado e disponivel em todas as UBS
de Coari-AM.

6.2 Infeccdo pelo HPV e andlise de concordancia na deteccdo do HPV entre

amostras de urina e cérvico-vaginal

A prevaléncia geral da infeccéo pelo HPV nas gestantes participantes desta
pesquisa foi de 24,6% (27/110). Esta prevaléncia assemelha-se aos resultados
encontrados nos estudos realizados em diversos paises do mundo, onde a

prevaléncia do HPV em gestantes variou entre 13,4% a 45% (HONG et al., 2013;
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TROTTIER et al., 2016). Nos estudos realizados no Brasil, a prevaléncia da infeccéo
pelo HPV em gestantes saudaveis variou entre 17,8% a 61,9% (BRANDAO,
LACERDA e XIMENES, 2010; FRANCISCATTO et al., 2014). No interior do estado
do Amazonas ainda ndo sdo conhecidos estudos sobre a prevaléncia do HPV em
gestantes, no entanto, em um estudo multicéntrico realizado em seis capitais do
Brasil, a prevaléncia do HPV em gestantes na capital Manaus-AM foi de 45,3%
(BRASIL, 2008).

No municipio de Coari-AM séo conhecidos dois estudos que avaliaram a
prevaléncia do HPV em mulheres ndo gestantes, sendo que o estudo de Rocha et
al. (2013), identificou a prevaléncia do HPV em 29,1% das 361 mulheres que
estavam em consulta de rotina nas unidades béasicas de saude da zona urbana,
enquanto que Marifio (2015), identificou a prevaléncia do HPV em 18,7% das 412
mulheres ribeirinhas participantes do estudo. Podemos observar que nos estudos
realizados no municipio de Coari-AM houve uma diferenca de mais 10% na
prevaléncia do HPV entre as mulheres da zona urbana e da zona rural do municipio.
Contudo, é importante destacar que a prevaléncia do HPV detectado no estudo de
Rocha et al. (2013), pode ter sofrido uma forte influéncia da presenca de homens
trabalhadores do gasoduto Urucu-Coari-Manaus que eram provenientes de varias
regdes do pais e que transitavam na zona urbana do municipio na época da coleta
das amostras, enquanto que o estudo de Marifio (2015), foi realizado em um periodo
em que as grandes obras do gasoduto j4 haviam encerrado. Além disso, Rocha et
al. (2013), utilizou Nested-PCR, que é uma técnica mais sensivel quando comparada
com a PCR convencional utilizada por Marifio (2015).

Deve-se destacar que a infeccdo pelo HPV na regido cérvico-vaginal das
gestantes participantes do estudo representa uma grande preocupacao sobre o risco
de transmissao vertical. A transmissao vertical do HPV tem sido relatada em varios
estudos com prevaléncia amplamente variaveis (4% a 79%) de infecgcdo em recém-
nascidos. A infeccdo pelo HPV nos conceptos podem ser assintomaticas ou
evidenciadas por meio da Papilomatose respiratéria recorrente e verrugas em
diversas regifes do corpo (conjuntivas, genital e outras) que podem se manisfetam
no nascimento ou no decorrer da infancia. Embora os fatores de risco para a
transmissao vertical ainda ndo estejam bem estabelecidos, podem estar associado

com a transmissao: a carga viral, lesbes no trato genital materno e infeccdo materna
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por multiplos gendtipos de HPV. Portanto, o impacto do HPV no ciclo reprodutivo da
mulher precisa ser melhor investigado, a fim de se obter mais informagdes acerca da
transmissao vertical do HPV (HAHN et al., 2013; HONG et al., 2013; SEGNA et al.,
2017; SKOCZYNSKI, GOZDZICKA-JOZEFIAK e KWASNIEWSKA, 2015; TROTTIER
et al., 2016).

Quando analisado isoladamente o tipo de amostra, a prevaléncia do HPV nas
amostras de urina foi de 11,8% (13/110) e nas amostras cérvico-vaginal foi de 23,6%
(26/110), sendo que 12 gestantes (10,91%) foram positivas nas duas amostras, 1
gestante (0,91%) foi positiva somente na amostra de urina, 14 gestantes (12,73%)
foram positivas somente nas amostras ceérvico-vaginal e 83 gestantes (75,45%)
foram negativas nas duas amostras. Houve uma concordancia observada de 86,4%
e indice de concordancia moderado entre as amostras biolégicas (kappa = 0,543).

Os resultados encontrados no nosso estudo sdo semelhantes ao encontrado
por Sahasrabuddhe et al. (2014), utilizando o kit Linear Array HPV Genotyping Test
(Roche Molecular Systemas) comparou amostras de urina com amotras cervical e
vulvar de 72 mulheres ndo gestantes submetidas a colposcopia nos Estados Unidos,
onde a concordancia da amostra de urina com a vulvar foi substancial (Kappa= 0,62)
e a concordéncia da amostra de urina com a cervical foi moderada (kappa= 0,55).
Este estudo também analisou a prevaléncia dos HPV carcinogénicos, onde 58,3%
foram detectados nas amostras de urina, 72,1% nas amostras vulvar e 73,6% nas
amostras cervical, sendo o HPV 16 o gendtipo mais comum e detectavel em 25%
das amostras de urina, 33,8% nas amostras vulvar e 31,9% nas amostras cervical.

No entanto, outros estudos encontraram maior concordancia entre a amostra
de urina e amostra cervical, como o estudo de Franciscatto et al. (2014), utilizando a
técnica de PCR GP5+/GP6+ comparou amostras vaginal e de urina de 63 gestantes
do Brasil, encontrando uma substancial concordancia nos resultados dos testes de
DNA do HPV entre as amostras analisadas (kappa= 0,773). Bernal et al. (2014),
utilizando o kit Cobas 4800 HPV test (Roche Diagnostic, Spain) comparou amostras
de urina e amostras cervical de 125 mulheres ndo gestantes da Espanha que
apresentavam resultado anormal do Papanicolau, onde encontrou uma substancial
concordancia de deteccdo do HPV entre a amostra de urina e amostra cervical
(kappa= 0,76). Khunamornpong et al. (2016), por meio do kit Cobas 4800 HPV Test

(Roche Diagnostics, Indianapolis, Indiana, USA) comparou amostras de urina com
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amostras cervical de 123 mulheres da Tailandia, encontrando uma substancial
concordancia de deteccdo do HPV entre as amostras biologicas (kappa= 0,65).

Um resultado mais expressivo foi encontrado no estudo realizado por Lim et
al. (2017), que realizou dois tipos de PCR em tempo real (Roche cobas 4800 e
Abbott Real Time High Risk HPV test) para a deteccdo do HPV em amostras de
urina que foram comparados com as amostras cervical. Participaram desse estudo
100 mulheres da Coréia que estavam em tratamento ou em acompanhamento para
o cancer. O resultado deste estudo apresentou que para os dois testes houve
concordancia substancial para qualquer tipo de HPV de alto risco utilizando
amostras de urina (kappa= 0,7173) e que a concordancia na deteccao do HPV 16/18
foi quase perfeita (kappa= 0,9668). E quando o valor do limite de ciclo de corte para
Abbott HPV foi ajustado de 32 para 40 nas amostras de urina, a sensibilidade
relativa de Abbott HPV aumentou para 91,7% de 81,8% para deteccdo de HPV16/18
e para 87,0% de 68,5% para a deteccao de outros HPV de alto risco.

Estes estudos realizados em diversos paises do mundo para a deteccdo do
HPV em amostras de urina apresentaram uma baixa sensibilidade do HPV quando
comparado com as amostras cervical, no entanto, os pesquisadores reconhecem
que a amostra de urina podera se tornar um excelente método de coleta de
amostras em mulheres que hesitam em participar de programas de triagem do
cancer cervical por meio da coleta ginecoldgica. O rastreio do cancer de colo do
atero com amostragem cervical € invasivo, demorado e as vezes sofre de
atendimento precério. Neste contexto, a amostra de urina é facilmente aceita pela
mulher (especialmente as gestantes) por se tratar de um método ndo invasivo,
acessivel e simples de realizar. Estudos tem relatado que a deteccdo do HPV por
meio da amostra de urina € uma alternativa efetiva para: o rastreio de cancer de colo
do utero; abordagem complementar a citologia liquida para triagem de cancer
cervical; estudos epidemioldgicos, especialmente em locais remotos e com baixos
recursos fisicos e humanos; vigilancia de doenca pos-vacinagédo contra HPV quando
0s exames pelvicos nao sao praticos (FRANCISCATTO et al., 2014; GUERRERO-
PRESTON et al., 2016; LIM et al., 2017; SAHASRABUDDHE et al., 2014).

E importante destacar que a sensibilidade fraca do teste da PCR para
deteccdo do HPV nas amostras de urina pode ser em decorréncia de varios fatores,

como: 1) falta de padronizacdo para coleta, manejo e armazenamento da urina; 2)
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falta de padronizacdo das técnicas de extracdo e amplificacdo do DNA; 3) aplicacdo
de um teste mais sensivel. Na urina possiveis inibidores (ureia, nitritos, cristais de
sal e hemoglobina) se ndo foram completamente removidos durante o processo de
extracdo de DNA, pode ter impacto em baixos niveis de DNA viral, mesmo que as
amostras amplifiquem para a (B-globina humana. Portanto, esses dados reforcam a
necessidade da realizacdo de mais estudos para avaliar e otimizar a deteccao do
HPV em amostra de urina (GUERRERO-PRESTON et al., 2016; LIM et al., 2017;
KHUNAMORNPONG et al., 2016).

6.3 Associagdo entre as variaveis e a infec¢éo pelo HPV

A infeccdo pelo HPV é causada por mais de 200 tipos de Papilomavirus
Humano, sendo que 40 tipos tém tropismo pela regido genital e podem desencadear
varias manifestacdes clinicas, entre as mais comuns estdo as verrugas genitais,
verrugas comuns e o cancer cervical que € o maior fardo para as mulheres em todo
mundo. Na gravidez, estas manifestacdes clinicas podem ter repercussdes tanto
para mae quanto para o feto ou recém-nascido. No entanto, a patogenicidade do
HPV é determinada ndo apenas pelo gendtipo, mas também por outros fatores
relacionados ao hospedeiro como a imunidade, genética e comportamento sexual
(EGAWA e DOORBAR, 2016; INCA, 2017).

Neste estudo, buscou-se analisar as variaveis séciodemogréficas e clinico-
epidemiologicas das gestantes a fim de verificar possiveis associagbes com a
infeccdo pelo HPV. E de acordo com nossos resultados, houve associagéo
estatisticamente significativa entre a idade das gestantes e a infeccao pelo HPV (p=
0,014). Este resultado apresenta-se em conformidade com a WHO (2017), que
afirma que a infecgéo pelo HPV alcanga seu pico em jovens <25 anos.

Nossos resultados também encontraram associacdo estatisticamente
significativa da infeccdo pelo HPV com gestantes primigesta (p= 0,027) e nulipara
(p= 0,046). Este resultado foi semelhante ao encontrado por Hahn et al. (2013), em
que a infeccdo pelo HPV foi associada as gestantes nuliparas (p = 0,015). N&o foi
encontrada associacdo estatisticamente significativa nas demais variaveis

analisadas.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste estudo por meio de amostras de urina e
cérvico-vaginal de gestantes em acompanhamento de pré-natal nas Unidades

Bésicas de Saude do municipio de Coari-AM, conclui-se que:

1. A prevaléncia da infeccéo pelo HPV na amostra de gestantes estudada foi
de 24,6%.

2. Houve uma concordancia moderada na deteccdo do HPV entre as
amostras de urina e cérvico-vaginal (kappa = 0,543), apesar da amostra de urina
apresentar uma baixa sensibilidade de deteccdo do HPV em relacdo a amostra

cérvico-vaginal.

3. As gestantes estudadas apresentaram uma média de idade de 23 anos
(DP=6,33), baixa escolaridade, renda familiar entre 1 a 2 salarios minimo. A média
de idade da primeira relacdo sexual foi de 15,05 (DP=2,17). A maioria era casada ou
vivia em unido estavel e tiveram entre 1 a 5 parceiros sexuais ao longo da vida. A

maioria ndo tinha filho e estavam vivenciando a primeira gravidez

4. Foi encontrada associagdo estatisticamente significativa entre a infeccao
pelo HPV e a idade das gestantes (p= 0,014), gestantes primigesta (p= 0,027) e
nulipara (p= 0,046).
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Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE SAUDE E BIOTECNOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a Senhora para participar da Pesquisa“‘EPIDEMIOLOGIA DE
INFECCOES SEXUALMENTE TRANSMISSIVEIS EM GESTANTES NO MUNICIPIO
DE COARI, AMAZONAS ”, sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. Danielle
Albuquerque Pires Rocha, a qual pretende identificar as infec¢cBes por patdogenos
sexualmente transmissiveis em gestantes do municipio de Coari.Sua participacdo €
voluntaria e se darda respondendo a um questionario que sera aplicado por
um técnico de saude, além de coleta de material do colo do utero e/ou
vaginal e urina.

O material coletado serd utilizado unicamente para 0s objetivos da
pesquisa e serdo encaminhados para realizacdo de exames especializados para
pesquisa de patdgenos sexualmente transmissiveis. Necessito de sua autorizagao
para coletar, guardar e usar este material coletado para pesquisas futuras de modo
a tornar possivel o delineamento de estudos de prevaléncia e associacdes de
infecgbes por patdgenos sexualmente transmissiveis (DST) com algumas condi¢des
clinicas, tais como parto prematuro, aborto, baixo peso do bebé, dentre outras
coisas, que responderdo a novas perguntas cientificas (segundo consta na
resolucao 441/11 do Conselho Nacional de Saude). Os dados e materiais utilizados
na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador por um periodo de no minimo
cinco anos, apos isso serdo destruidos ou mantidos na instituicdo. Caso o material
coletado ndo se encontre em condicdes de armazenagem, necessito de sua
autorizacdo para o descarte dos mesmos. A senhora sera informada quanto a
perdas ou destruicdo de suas amostras bioldgicas. Os riscos decorrentes de sua
participacdo na pesquisa sdo minimos, sendo apenas pequeno incémodo no
momento da coleta do material biolégico. Se vocé aceitar participar, estara
contribuindo para o aumento no conhecimento sobre a infec¢cdo por patégenos
sexualmente transmissiveis e sua relagdo com algumas condi¢des clinicas nas
gestantes.

Se depois de consentir sua participacdo a senhora desistir de continuar
participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, bem como retirar o consentimento de guarda e
utilizacdo de sua amostra biologica independente do motivo e sem nenhum prejuizo
a sua pessoa, nem do seu tratamento ou atendimento no servico de saude. A Sra.
ndo terd nenhuma despesa e também ndo receber4d nenhuma remuneragéo.
Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados em artigos
cientificos, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo.
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Para qualquer acesso aos resultados da pesquisa ou outra informacdo, a Sra
podera entrar em contato com os pesquisadores no endere¢co Rua Estrada
Coari/Mania, N.305, Bairro Espirito Santo, Universidade Federal Do Amazonas-
UFAM, Coari/AM pelo telefone (97) 3561-2363.

Consentimento Pés—Informacéo

Eu, : fui
informada sobre o que os pesquisadores pretendem realizar e porque precisam da
minha colaboracéo, e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do
projeto. Este documento € emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por
mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nos.

Havera necessidade de novo consentimento para uma nova pesquisa com 0
material armazenado ( )
Dispenso 0 novo consentimento a cada pesquisa ()

Coari, [ |/

Assinatura da participante - Paciente

Assinatura da pesquisador
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Anexo 3 - Termo de Assentimento

'MJ

UFAM
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE SAUDE E BIOTECNOLOGIA

Termo de assentimento

Vocé esta sendo convidada a participar da pesquisa “Epidemiologia de infecgbes
sexualmente transmissiveis em gestantes no municipio de Coari, Amazonas”. Seus pais ja
permitiram que vocé participe, mas vocé nao precisa participar da pesquisa se ndo quiser, é
um direito seu, e ndo terd nenhum problema se desistir. Nesta pesquisa, estamos estudando
as infeccbes por patdgenos sexualmente transmissiveis e algumas situagfes clinicas nas
gestantes, tais como parto prematuro, aborto, peso do bebé, dentre outras coisas.

Todas as adolescentes gravidas que estiverem fazendo pré-natal nas Unidades
Béasicas de Saude de Coari ou que derem entrada no Hospital Regional para ter bebé serao
convidadas a participar também. Neste momento, se vocé concordar em participar,
respondera um questionario e cedera um pouco de urina ou sera feita uma pequena coleta
de raspado de colo de utero ou vagina. Os riscos decorrentes de sua participacdo na
pesquisa sdo minimos, sendo talvez um pequeno incéBmodo no momento da coleta do
material para o exame.

O uso do material coletado sera utilizado unicamente para os objetivos da pesquisa.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, nao falaremos a outras pessoas,
nem daremos a estranhos as informagfes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa
serdo analisados e publicados, mas sem identificar os nomes das pessoas que participaram
da pesquisa.

Se vocé tiver alguma ddvida, ou quiser desistir de participar a qualquer momento,
vocé pode ligar para o telefone (97)35612363 e falar com a Dra. Danielle Albuquerque Pires
Rocha, ou ainda se dirigir & Universidade Federal do Amazonas na Es. Coari Mamia, 305,
Espirito Santo, Coari/AM.

Eu aceito participar da pesquisa
“Epidemiologia de infecgbes sexualmente transmissiveis em gestantes do municipio de
Coari, Amazonas” que tem com objetivo “Estimar a frequéncia da infecgdo por patégenos
sexualmente transmissiveis em gestantes atendidas no Hospital Regional de Coari, no
municipio de Coari”. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi
que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “nao” e
desistir que ndo vai haver nenhum problema para mim. Os pesquisadores tiraram minhas
davidas e conversaram com 0S meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Coari, | |/

Assinatura da participante - Paciente

Assinatura da pesquisadora
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Anexo 4 — Questionario
QUESTIONARIO Ficha n’

Epidemiologia das infec¢cfes sexualmente transmissiveis em gestantes no

municipio de Coari, Amazonas, Brasil

IDENTIFICACAO

1. Nome:

2. Datadaabordagem: _ / /3. ldade: 4. Data de nascimento: / /
5. Naturalidade: 6. Telefones:

7. Endereco:

8. Unidade de Saude

ASPECTOS SOCIOECONOMICOS

9. Qual é o seu grau de escolaridade?

9.1 Ensino fundamental incompleto ( ) 9.2. Ensino fundamental completo ()

9.3. Ensino médio incompleto ( )  9.4. Ensino médio completo ( )9.5. Ensino superior incompleto () 9.6.
Ensino superior completo () 9.7. Pés-graduacdo ()

10. Ocupagéo:

11. Qual a renda total da sua familia?

12. Qual é a sua renda pessoal?

ASPECTOS DE HISTORIA CLINICA/IST

13. Qual é o seu estado conjugal?
13.1. Solteira ( ) 13.2. Casada/unido estavel ( ) 13.2. Divorciada/Separada/Vilva ( )

14. Quantas gestacdes a senhora ja teve?

15. A senhora ja teve algum aborto?

16. Se j4, quantos foram espontaneos?

17. Se j4, quantos foram provocados?

18. Qual idade do primeiro parto ou aborto?

19. Teve algum parto prematuro(<37 semanas)? 19.1. Sim () 19.2. Nao ( )

20. NUmero de filhos?

21. Com que idade teve sua primeira relacdo sexual?

22. Nestes Ultimos 12 meses a senhora teve relagdo sexual com quantos parceiros?

23. Quantos parceiros sexuais a senhora ja teve ao longo da sua vida?
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24. Com que frequéncia a senhora usa(va) preservativo com este(s) parceiro(s) ?
24.1. Sempre ( ) 24.2.Asvezes( )  24.3.Nunca( )

25. Se ndo usava, qual o motivo?

26. A senhora usa algum método anticoncepcional (exceto camisinha)?
26.1. Pilula (anticoncepcional oral) () 26.2. Anticoncepcional injetavel ( ) 26.3. Dispositivo intra-uterino
(DIU) ( ) 26.4. Laqueadura de trompas ( ) 26.5. Coito interrompido ( ) 26.6. Outro ( )

Especificar:

27. Asenhora ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel? 27.1.Sim( ) 27.2Nao( )
28. Se sim, qual é esta doenca? 28.1. HPV (doengas relacionadas) ( ) 28.2. Hepatite B( )
28.3. Herpes genital () 28.4. Clamidia ( ) 28.5.Gonorréia ( ) 28.6. Tricomoniase ()
28.7. Sifilis () 28.8.HIV( ) 28.9.0Outra( ) Especificar:
29. A senhora ja usou ou usa algum tipo de droga injetavel? 29.1. Sim () 29.2. Ndo ( )

30. A senhora se relaciona ou ja se relacionou sexualmente com algum parceiro (fixo ou eventual) que vocé sabia
ser usuario de algum tipo de droga injetavel? 30.1. Sim () 30.2. Nao( )

31. Asenhora ja fez alguma tatuagem no seu corpo? 31.1. Sim () 32.2.Ndo ( )

32. A senhora trabalha em alguma Unidade de Saude (UBS, hospital, consultério odontolégico, etc)?

32.1.Sim( ) 32.2.Nado( )

33. Esta apresentando alguma queixa clinica no momento? 33.1. Sim( ) 33.2.Nao ( )

34. Se sim, quais? 34.1. Ulceras genitais ( ) 34.2. Dificuldade de urinar () 34.3. Corrimento vaginal ( )
34.4. Corrimento uretral ()  34.5. Coceira () 34.6. Dor pélvica ( ) 34.7. Sangramento apos relagdo
sexual ()  34.8. Outras ( ) Especificar:
35. Asenhora fuma? 35.1.Sim () 352.Ndo ( )

36. Se sim, com que frequéncia? 36.1. Ocasionamente (as vezes) ( ) 36.2. Diariamente ( )

37. Ha quanto tempo (anos ou meses)? 38. Quantos cigarros por dia?

39. Asenhora ingere bebida alcodlica mais de trés vezes na semana? 39.1.Sim( ) 39.2.Ndo ( )
40. Asenhora toma algum medicamento prescrito antes do pra-natal (antes da gravidez)?

40.1Sim( ) 402Nédo( )

41. Se sim, qual é o tipo? 41.1. Anti-hipertensivo () 41.2. Para controle do diabetes ( )

41.3. Antiinflamatorio ( ) 41.4. Analgésico () 41.5. Outro ( ) Especificar:
42. Atualmente a senhora esta tomando algum medicamento prescrito no pré-natal (durante a gravidez)?
421Sim( ) 422Ndo( )

43. Se sim, qual é o tipo? 43.1. Anti-hipertensivo () 43.2. Para controle do diabetes ( )  43.3. Antibi6tico
() 43.4. Antifangico ()  43.5. Antiinflamatério ( ) 43.6. Analgésico ()  43.7.Outro ( ) Especificar:

GRUPO 1e2
44. Semanas de gestagdo: 45. Data da Ultima menstruacdo: / /

46. Parametro utilizado para considerar a duracdo da gestacdo? 46.1.DUM ( ) 46.2. USG( )
47. Quantas consultas de pré-natal ja fez?
48. Hipertensao durante a gravidez? 48.1. Sim () 48.2. Néo ( )

82



49. Diabetes gestacional? 49.1. Sim ( ) 49.2. N&o ( )

50. Teste rapido HIV: 50.1. HIV positivo () 50.2. HIV negativo () 50.3.Ndofez( )

50.4. Discordantes ()

51. Sorologia Anti-HIV: 51.1. Anti-HIV positivo () 51.2. Anti-HIV negativo ( ) 51.3. Nao fez ()

52. Teste rapido Sifilis: 52.1. Sifilis positivo ( ) 52.2. Sifilis negativo ( ) 52.3.Ndofez ( )

52.4. Discordantes ()

53. Sorologia VDRL: 53.1. VDRL positivo () 53.2. VDRL negativo ( ) 53.3.Nadofez( )

54. Teste rapido Hepatite B: 54.1. HBV positivo ( ) 54.2. HBV negaivo ( )54.3Nédofez( )

55. Sorologia Hepatite B:55.1. HBsAg positivo () 55.2. HbsAg negativo () 55.3. Anti HBcT positivo ()
55.4. Anti HBCT negativo 55.5. IgM positivo ( ) 55.6. IgM negativo () 55.7. Anti HBs positivo ()
55.8. Anti HBs negativo 55.9. Ndo fez ()

56. Teste rapido Hepatite C: 56.1. Hep C positivo () 56.2. Hep C negativo () 56.3. Ndofez ( )

57. Sorologia Hepatite C: 57.1. Anti HCV-positivo () 57.2. Anti HCV negativo () 57.3.Naofez( )
58. Sorologia Toxoplasmose: 58.1. Toxo positivo () 58.2. Toxo negativo () 58.3. Ndofez ( )
59.Sorologia Citomegalovirus Humano: 59.1. HCMV positivo () 59.2. HCMV negativo () 59.3. N&o fez ()

INFOMAGCOES SOBRE O PARTO e RECEM-NASCIDO (Grupo 2)

60. Profissional que realizou o parto? 60.1.Médico obstetra ( ) 60.2. Médico ndo obstetra ( ) 60.3.
Médico ndo especificado () 60.4. Enfermeira/Obstetriz () 60.5. Outro ( )

Especificar
61 Tipo de parto: 61.1. Natural ( ) 62.2. Cesariano ( )

63. Se parto cesariano, por que?

64. Durag8o da gestagdo considerada pelo profissional que fez o parto? Semanas

65. Pardmetro utilizado para considerar a duragdo da gestagdo? 65.1. DUM () 65.2. USG( )
66. Intercorréncias no parto dignas de nota? 66.1. Sim( ) 66.2. Ndo ()

67. Se sim, especificar:
68. Pré-clampsia? 68.1 Sim ( ) 68.2. N&o ( )

69. Feto nascido vivo? 69.1. Sim ( ) 69.2. N&do ( )

70. Peso do recém-nascido:

71. Tamanho do recem-nascido:

72. Relato de infeccdo urinaria atual ou durante a gestagdo? 72.1. Sim ( ) 72.2. Néo ( )
73. Se sim, foi tratada no pré-natal? 73.1. Sim () 73.2. Nao ( )
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Anexo 5 - Protocolo de extracdo de DNA gendmico de células uroteliais
excretadas na urina com QlAamp® Viral RNA Mini Kit.

Protocolo com modificagcdo no tempo de incubag&o em temperatura ambiente
das amostras apo6s colocado o tampé&o de lise e na velocidade e no tempo da
centrifugacao.

Antes de comecar o0 processo de extracdo adicionar etanol absoluto no AW1 e AW2,
Conforme a quantidade que o fabricante recomenda. As amostras estando
devidamente separadas, seguir protocolo abaixo:

1. Adicionar 560 pl de tampédo AVL contendo RNA transportador em 140 pl de
pellets de urina

. Incubar a temperatura ambiente (15-25° C) por 30 min

. Da um spin

. Adicionar 560 pl de etanol (96-100%) - (Gelado)

. Agitar no vértex por 15 segundos

. Da um spin

. Pipetar a mistura numa coluna DNAse spin

. Centrifugar a 8000 rpm por 2 min

© 00 N O O b W DN

. Descartar o filtrado e posicionar a coluna em novo microtibo de 2mL
. Adicionar 500 pl de tampédo AW1
. Centrifugar a 8000 rpm por 2 min

el
N B O

. Repetir o passo 9
. Adicionar 500 pl de tampéo AW2

T
A oW

. Centrifugar a 12000 rpm por 4 min

[ERN
o

. Repetir o passo 9

16. Adicionar 120 pl de tampao AVE no centro da membrana da coluna e incubar por
1 min

17.Centrifugar a 8000 rpm por 4 min

18. Descartar a coluna DNAse spin, fazer aliqguotas e armazenar o filtrado contendo
0 DNA extraido a -20 °C.
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Anexo 6 - Protocolo de extracdo de DNA gendmico de amostras cérvico
vaginais com QIAamp® DNA Mini Kit.

Protocolo com modificag&o na velocidade e no tempo da centrifugagéo.

Antes de comecar o processo de extracdo adicionar etanol absoluto no AW1 e AW?2,
Conforme a quantidade que o fabricante recomenda. As amostras estando
devidamente separadas, seguir protocolo abaixo:

1. Adicionar em 200 pL da amostra, 20uL de proteinase K e 200 pL de tampéo
de lise (AL).

2. Agitar no vértex durante 15 segundos

3. Incubar a 30 min a 56° C no termobloco.

4. D& um spin

5. Adicionar 200 pL de etanol (Gelado)

6. Agitar no vértex durante 15 segundos

7. Daum spin

8. Transferir o lisado para a coluna DNAse spin

9. Centrifugar a 8.000 rpm por 2 minutos.

10.Trocar o coletor

11. Adicionar 500 pL do tampéo de lavagem (AW1)

12. Centrifugar a 8.000 rpm por 2 minutos.

13.Trocar o coletor

14. Adicionar 500 pL do tampéo de lavagem (AW?2),

15. Centrifugar a 12.000 rpm por 4 minutos

16.Trocar o coletor

17. Adicionar 140 pL do tampéao de eluicéo (AE).

18.Incubar 1 minuto a temperatura ambiente

19. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos.

20.Jogar fora coluna DNAse spin (cuidado para ndo jogar o coletor, pois é nele
que esta o DNA)

21.Ao finalizar a extracao, fazer as aliquotas e armazenar a -20° C.

85



