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RESUMO

Objetivo: |dentificar a prevaléncia de gendtipos do papilo-
mavirus humano (HPV) e fatores de risco para o cancer
cervical. Metodologia: Trata-se de um estudo descritivo do
tipo caso-controle, realizado com usuérias do Sistema Unico
de Saude (SUS) do municipio de Arapiraca, Alagoas, durante
o periodo de 2014 a 2016. Resultados: A prevaléncia do
HPV foi de 50,07% (355 pacientes) do total de 709 amostras
analisadas. A média de idade das mulheres infectadas por
HPV foi de 41,55+14,48 anos. Dentre as pacientes com HPV
positivo, 82,25% (n=292) possuiam renda familiar < 2 salarios
minimos, 58,87% (n=209) tinham até 9 anos de estudo e
67,04% (n=238) eram fumantes. Das 60 amostras cujos tipos
de HPV foram identificados, 80% (n=48) eram referentes a
tipos oncogénicos e 20% (n=12) faziam parte do grupo de
baixo risco. Através do sequenciamento genético foi possivel
identificar dezessete tipos diferentes de HPV, sobressain-
do-se o tipo 16, correspondendo a 23,33% (n=14) dos casos.
Ocorreu uma diferenga estatisticamente significativa entre
a variavel renda familiar e a infecgdo de alto ou baixo risco
por HPV (p=0,023). Concluséo: E de extrema importancia o
entendimento a respeito da dindmica do virus em diferentes
regides, identificando possiveis diferengas em relagéo a
prevaléncia e fatores comportamentais, considerando-se que
diferentes populagdes possuem caracteristicas especificas,
possibilitando diferenciacéo na exposigao.
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ABSTRACT

Objective: To identify the prevalence of human papillomavirus
(HPV) genotypes and risk factors for cervical cancer. Method-
ology: This is a descriptive case-control study conducted with
users of the Unified Health System (SUS) in the city of Arapiraca,
Alagoas, from 2014 to 2016. Results: The prevalence of HPV
was 50,07% (355 patients) of the total of 709 samples analyzed.
The average age of women infected with HPV was 41.55 years
with a standard deviation (SD) of 14.48. Among the patients with
positive HPV, 82.25% (n=292) had family income < 2 minimum
wages, 58.87% (n=209) had up to 9 years of study and 67.04%
(n=238) were smokers. Of the 60 samples whose HPV types
were identified, 80% (n=48) were related to oncogenic types
and 20% (n=12) were part of the low risk group. Through genetic
sequencing it was possible to identify seventeen different types
of HPV, with type 16 standing out, corresponding to 23.33%
(n=14) of the cases. There was a statistically significant differ-
ence between the family income variable and high or low risk
HPV infection (p=0.023). Conclusion: It is extremely important
to understand the dynamics of the virus in different regions,
identifying possible differences in relation to prevalence and
behavioral factors, considering that different populations have
specific characteristics, enabling differentiation in exposure.
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cancer do colo do utero € um impor-

tante problema de saude publica,

configurando-se como o quarto tipo
mais frequente na populagao feminina e a
quarta causa de morte por cancer em mulhe-
res no mundo, provocando cerca de 265 mil
6bitos por ano'2. No Brasil, ocupa a terceira
posicédo e estima-se que, para cada ano do
biénio 2018-2019 surgirao 16.370 novos casos
de cancer do colo do Utero, com um risco es-
timado de 17,11/100 mil mulheres. Na regiao
Nordeste ocupa a segunda posi¢ao, com uma
taxa de 19,49/100 mil mulheres3.

Esta neoplasia afeta, principalmente,
0S grupos socioeconomicamente vulnera-
veis, estando relacionada a diversos fatores
de risco, tais como: infeccbes sexualmente
transmissiveis (IST), multiplicidade de parcei-
ros, inicio precoce da vida sexual, tabagismo,
dentre outros, destacando-se o papilomavirus
humano (HPV), considerado o principal agente
etioldgico do cancer do colo uterino e a infec-
¢ao viral mais comum do trato reprodutivo’-24.

O papilomavirus humano (HPV), per-
tence a familia Papillomaviridae e, apesar
de serem descritos por tipos, também séao
classificados de acordo com seu potencial
de indugdo de malignidade, podendo ser de
baixo risco, alto risco ou de risco indetermina-
do®®. Dentre os tipos de baixo risco, estdo os
HPV 6 e 11, associados ao desenvolvimento
de lesdes cutaneas, como verrugas e outras
lesbes papilomatosas’ 8.

Os HPVs de alto risco sdo denomina-
dos oncogénicos por estarem relacionados
ao desenvolvimento do cancer e lesdes
precursoras, devido a alta tendéncia de se
integrarem ao genoma do hospedeiro, sendo
considerados de alto risco os HPV 16, 18, 31,
entre outros®'®". Os tipos de HPV de risco
indeterminado sao aqueles que nao apresen-

tam dados suficientes para uma classificacéo
definitiva, como o HPV 26, 53 e 542,
Segundo a Organizagao Mundial
de Saude (OMS), mais de 630 milhdes de
pessoas estao infectadas pelo HPV e esses
numeros podem ser ainda maiores, visto que
a detecgao do HPV nao ¢ instituida na rotina
de rastreamento de lesdes de colo uterino em
paises em desenvolvimento. No Brasil, o meé-
todo mais utilizado para inferir a presencga de
lesdes, potencialmente, associadas ao HPV é
0 exame citopatoldgico ou Papanicolau. Este,
apresenta baixa sensibilidade quando com-
parado a outras formas de rastreamento de
lesdes, podendo acarretar em um percentual
significativo de resultados falso-negativo'.
Apesar da relagao entre a infecgao
persistente por HPV de alto risco e o cancer
cervical ja ter sido estabelecida?, é de extre-
ma importancia o rastreamento da presencga
do virus e a identificagdo de fatores de risco
em mulheres que nao foram acometidas
pelo cancer do colo uterino, auxiliando no
desenvolvimento de métodos de prevencéo,
diagnostico precoce e vigilancia epidemiolo-
gica. Diante do exposto, o presente trabalho
teve por objetivo identificar a prevaléncia de
genatipos do papilomavirus humano (HPV) e
fatores de risco para o cancer cervical.

METODOLOGIA
Desenho do estudo e aspectos éticos

Trata-se de um estudo descritivo do
tipo caso-controle, com abordagem quantita-
tiva, realizado com usudrias do Sistema Unico
de Saude (SUS) do municipio de Arapiraca,
Alagoas, que compareceram a consulta gine-
coldgica de enfermagem, durante o periodo de
2014 a2016. Para composi¢ao do grupo caso,
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foram incluidas mulheres diagnosticadas com
infeccao cervical por HPV e para o grupo
controle mulheres com diagndstico negativo
para o virus. Foram excluidas pacientes com
idade >18 anos, em periodo gravido-puerpe-
ral, histerectomizadas, com conizagao prévia,
doenga imunossupressora ou HIV. O projeto
de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal
de Alagoas (UFAL), sob o Parecer n°. 739.340.

Coleta de material biolégico e de dados

As amostras cervicais foram obtidas
por meio da realizagao de colpocitogia onco-
tica (Papanicolau), durante consulta ginecol6-
gica em unidades basicas e centros de saude
de Arapiraca, Alagoas. As amostras foram
encaminhadas para o Laboratério de Biologia
Molecular e Expressao Génica (LABMEG), na
Universidade Federal de Alagoas - Campus
Arapiraca, onde foram conservadas a -80
°C. A coleta de dados foi realizada por meio
de formulario de pesquisa semiestruturado,
composto por questdes de carater socioeco-
ndémico, sociodemografico, clinico, histérico

sexual e reprodutivo, habitos alimentares e
pratica de atividades fisicas.

Extracao do DNA humano

Aextragcdo do DNA gendmico humano
das células do epitélio cervical (endocérvice
e ectocérvice) foi realizada de acordo com o
protocolo fornecido pelo fabricante do kit co-
mercial “Wizard® Genomic DNA Purification
kit" Promega® (Company Eppendorf, Ham-
burg, Germany). A concentracédo e a pureza
do DNA extraido foi obtida por meio da técnica
de espectrofotometria (Biophotometerplus,
Eppendorf), pela razao das absorbancias nos
comprimentos de onda 260/280nm, onde a
concentracao satisfatéria foi acima de 20 ng/
ML (1ng = 1-9g/ 1uL = 1-3mL).

Identificagao viral

A identificagcao viral foi realizada por
PCR convencional, por meio da técnica nes-
ted-PCR com os primers MY09/MY11 (450
pb) e GP5+/GP6+ (150 pb) para aumentar a
sensibilidade, a especificidade e a eficiéncia
da reacgao (Tabela 1). Como controle interno

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para deteccao de presenca do virus HPV

Sequéncia dos Primers

Beta actina humana Hs_pBact Fw 5- AGC GGG AAATCG TGC GTG -3’
Hs Bact Rv  5-GGT GAT GAC CTG GCC GTC-3

MY09 5- CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC-3’

HPV MY 11 5’- GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG -3
GP5+ 5-TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC-3’
GP 5-GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C-3’

Fonte: Modificado de Simonato et al., 2007.

Legenda: A=Adenina, T=Timina; G=Guanina; e C=Citosina. Os primers MY09/11 sdo degenerados e usam
nucleotideos modificados, em que M=A ou C, R=Aou G, W=AouTeY=CouT.

R bras ci Saude 24(2):295-304, 2020

297



FARIAS et al.

da reacao, foram utilizados primers referentes
ao gene B-actina humano. O produto da am-
plificacao foi visualizado em gel de agarose a
2%, corado em brometo de etidio, com auxilio
de um sistema de fotodocumentacao de gel.

Sequenciamento do DNA viral

As amostras que apresentaram resul-
tado reativo na PCR para DNA viral do HPV
foram submetidas ao sequenciamento de
DNA para tipagem do virus HPV especifico
de cada uma das amostras, usando o Kit
de Sequenciamento BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems, EUA) com eletroforese
pelo equipamento 3500 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
pelo método de Sanger.

As sequéncias dos produtos de PCR
amplificados foram analisadas por meio do
Sequence Analysis e submetidos ao Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) para
comparar a semelhanga entre os produtos
amplificados e o banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI).
Apenas, as amostras que apresentaram simi-
laridade de = 97% com os gendtipos de HPV
encontrados foram incluidas.

Analises estatisticas

Os dados foram armazenados com o
auxilio do Microsoft® Office Excel. O calcu-
lo das correlacdes entre as frequéncias foi
realizado usando o teste do Qui-quadrado
(X?). O intervalo de confianga foi de 95%.
Os resultados com valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

A prevaléncia do HPV foi de 50,07%
(355 pacientes), do total de 709 amostras
analisadas neste estudo. A média de idade
das mulheres infectadas por HPV foi de
41,55+£14,48 anos. Em relacéo a etnia, 62,1%
(n=441) eram pardas e 23,7% (n=168) bran-
cas. Dentre as pacientes com HPV positivo,
82,25% (n=292) possuiam renda familiar < 2
salarios minimos, 58,87% (n=209) tinham até
9 anos de estudo, 51,83% (n=184) n&o esta-
vam em uma unido estavel e 67,04% (n=238)
eram fumantes (Tabela 2).

Dentre as amostras HPV positivas,
90 foram submetidas ao sequenciamento
genético, das quais, em 33,33% (n=30) néo
foi possivel realizar a identificagdo do tipo de
HPV. Foram encontrados dados de sequen-
ciamento compativeis com infecgdes simples
em 66,66% (n=60) das amostras. As demais
amostras apresentaram multiplas sequéncias
sobrepostas, inviabilizando o alinhamento da
sequéncia usando o algoritmo BLAST.

Das 60 amostras cujos tipos de HPV
foram identificados, 80% (n=48) eram referen-
tes a tipos oncogénicos, classificados como
HPV de alto risco (16, 18, 31, 33, 45, 53, 56,
58, 59, 66, 69, 70 e 82) e 20% (n=12) faziam
parte do grupo de baixo risco (6, 54, 61, 81).
Por meio do sequenciamento genético foi
possivel identificar dezessete tipos diferentes
de HPV, sobressaindo-se o tipo 16, correspon-
dendo a 23,33% (n=14) dos casos (Grafico 1).

Ao analisar os fatores de risco, foi ob-
servado expressivo numero de HPV de alto
risco, de acordo com as seguintes caracteris-
ticas: faixa etaria entre 18 — 49 anos (n=42),
renda familiars 2 salarios minimos (n=44),

R bras ci Saude 24(2):295-304, 2020
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Tabela 2. Fatores de risco distribuidos de acordo com a auséncia ou presen¢a do HPV

Caracteristicas an(\iA)()- ) HE\({)/S) IC 95% P
Grupos Etarios 0,851
18-49 245 (49,7%) 248 (50,3%)
=50 109 (50,5%) 107 (49,5%)
Escolaridade 0,783
<9 anos 212 (50,4%) 209 (49,6%)
> 9 anos 142 (49,3%) 146 (50,7%)
Renda Familiar 0,49-0,51 0,489
< 2 salarios minimos 284 (49,3%) 292 (50,7%)
> 2 salarios minimos 70 (52,6%) 63 (47,4%)
Unido Estavel 0,01-0,02 0,018
Sim 202 (54,2%) 171 (45,8%)
Nao 152 (45,2%) 184 (54,8%)
Inicio da Atividade Sexual (anos) 0,92-0,93 0,915
10-19 239 (49,8%) 241 (50,2%)
220 115 (50,2%) 114 (49,8%)
N° de Parceiros Sexuais até o Momento 0,47-0,49 0,434
<3 277 (50,7%) 269 (49,3%)
=3 77 (47,2%) 86 (52,8%)
Fuma 0,08-0,09 0,075
Sim 259 (52,1%) 238 (47,9%)
Nao 95 (44,8%) 117 (55,2%)
Gravidez 0,76-0,77 0,707
Nenhuma 61 (48,4%) 65 (51,6%)
21 293 (50,3%) 290 (49,7%)
Papanicolau anterior 0,78-0,79 0,776
Sim 267 (49,6%) 271 (50,4%)
Nao 87 (50,9%) 84 (49,1%)
Uso de contraceptivo hormonal 0,78-0,79 0,776
Sim 267 (49,6%) 271 (50,4%)
Nao 87 (50,9%) 84 (49,1%)

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

DISCUSSAO

auséncia de uniao estavel (n=29), inicio da ati-
vidade sexual entre 10 — 19 anos (n=38), n&o
fumantes (n=33) e que tinham engravidado
uma vez ou mais (n=40) (Tabela 3). Ocorreu
diferenca significativa entre a variavel renda
familiar e a infeccao de alto ou baixo risco por
HPV (p=0,023).

Os resultados desta analise demons-
traram alta prevaléncia da infecgao por HPV
(50,07%) nas mulheres atendidas pelo Sis-
tema Unico de Saude (SUS) no Municipio
de Arapiraca, Alagoas. Estes dados estao

R bras ci Saude 24(2):295-304, 2020
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Grafico 1. Prevaléncia dos tipos de HPV encontrados na populacéo estudada
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Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

em consonancia com o estudo realizado por
Fernandes et al."* no Nordeste do Brasil, onde
também foi identificado alto numero de mulhe-
res infectadas por HPV, cerca de 62,5%. No
entanto, no trabalho de Souza', 16,3% das
participantes do estudo eram HPV positivas.
Embora as estimativas variem por populacéo,
esforgos tém sido realizados para conhecer
a incidéncia deste virus, considerando que o
HPV desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento de alguns tipos de cancer.
O conhecimento acerca da presenca do virus
associado a identificagao de outros fatores de
risco para o cancer, pode auxiliar no acompa-
nhamento da saude da mulher de forma a me-
Ihorar a precisao diagnéstica e a prevencgao.

A distribuicdo, de acordo com a faixa
etaria, demonstrou que a infeccdo por HPV
ocorreu em maior frequéncia (34,9%) em
mulheres com idades entre 18-49 anos. A

literatura aponta que a faixa etaria entre 20 a
40 anos apresenta maior susceptibilidade a
infeccao por HPV'®'7, Isto pode ser atribuido
a atividade sexual que ocorre com maior fre-
quéncia nessa faixa etaria, considerando-se
que o HPV é denominado como uma infecgao
sexualmente transmissivel.

A idade da primeira relagao sexual
também é apontada como um fator de risco
para a infeccao por HPV, 67,7% das partici-
pantes do estudo tiveram a primeira relagao
sexual entre 10 a 19 anos, destas, 50,2%
apresentaram resultado positivo para a in-
feccao por HPV. Esses resultados indicam a
necessidade do fortalecimento dos trabalhos
relacionados a sexualidade nessa faixa etaria,
a fim de prevenir ISTs e a gravidez precoce,
aconselhar e orientar. O inicio das atividades
sexuais antes dos 18 anos é considerado
precoce, visto que os niveis hormonais nao

300
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Tabela 3. Fatores de risco distribuidos de acordo com o HPV de alto ou baixo risco

Caracteristicas | HPV | HPV | 1C95% P
Grupos Etarios 0,083
18-49 8 (16,0%) 42 (84,0%)
250 4 (40,0% 6 (60%)
Escolaridade 0,364
<9 anos 8 (24,2%) 25 (75,8%)
> 9 anos 4 (14,8%) 23 (85,2%)
Renda Familiar 0,62-0,38 0,023
< 2 salérios minimos 8 (15,4%) 44 (84,6%)
> 2 salarios minimos 4 (50%) 4 (50%)
Unido Estavel 0,12-0,40 0,241
Sim 7 (26,9%) 19 (73,1%)
Nao 5(14,7%) 29 (85,3%)
Inicio da Atividade Sexual (anos) 0,11-0,36 0,448
10-19 8 (17,4%) 38 (83,6%)
220 4 (28,6%) 10 (71,4%)
N° de Parceiros Sexuais até o Momento 0,13-0,29 0,456
<3 10 (22,2%) 35 (77,8%)
23 2(13,4%) 13(86,6%)
Fuma 0,30-0,22 0,890
Sim 4 (21,1%) 15 (78,9%)
Nao 8 (19,5%) 33 (80,5%)
Gravidez 0,04-0,51 0,060
Nenhuma 5 (38,5%) 8 (61,5%)
21 7 (14,9%) 40 (85,1%)
Papanicolau Anterior 0,16-0,33 0,429
Sim 6 (16,7%) 30 (83,3%)
Nao 6 (25,0%) 18 (75,0%)
Usa Contraceptivo Hormonal 0,02-0,45 0,050
Sim 2 (8,0%) 23 (92%)
Nao 10 (28,6%) 25 (71,4%)

Fonte: Dados da pesquisa, 20

19.

estao estaveis e a cérvice uterina nao esta
formada completamente, propiciando assim
o surgimento de lesdes intraepiteliais cuja
progressdo para o cancer cervical podem
ocorrer de forma mais rapida devido a imatu-
ridade da cérvice'®.

Em relagao ao nivel de escolaridade,
observou-se que 58,8% das pacientes HPV

R bras ci Saude 24(2):295-304, 2020

positivas possuiam nove anos ou menos de
estudo. Em estudo realizado por Bezerra et
al.”® também foi descrita uma maior preva-
Iéncia da infec¢ao por HPV em mulheres com
menores niveis de escolaridade. Isto pode
servir como um indicativo de que mulheres
com menor escolaridade sofrem com uma
maior falta de acesso aos servigos de saude,

301



FARIAS et al.

principalmente, no que se refere a promogao
da saude e a prevencgao de ISTs. Foi observa-
do, ainda, que 81,2% das mulheres estudadas
possuiam renda familiar < 2 salarios minimos
e, destas, 50,5% foram diagnosticadas com
HPV, corroborando com o estudo de Hammou-
da et al.?’ onde populagdes com baixo nivel
socioecondmico estavam mais expostas aos
fatores de risco para o cancer do colo do utero.

Fatores como o inicio precoce da vida
sexual, o numero de parceiros e o tabagismo
nao apresentaram relacdo estatisticamente
significativa com a presenca da infeccao por
HPV, estando de acordo com os estudos de
Fedrizzi*' e Fedrizzi et al.??, onde também néo
foram encontradas associagdes. Entretanto,
Liu et al.2 e Schiffman & Wentzensen? en-
contraram relagao significativa entre os fatores
comportamentais, como multiplos parceiros
e o inicio precoce da atividade sexual e o
aumento do risco de infecgdo por HPV, visto
que a probabilidade de se relacionar com
um parceiro infectado aumenta. A relagéo do
tabagismo como fator de risco para o cancer
cervical ja é amplamente difundida, como
exposto no estudo de Pedrosa?®.

Entre os dezessete gendtipos de HPV
encontrados na populagédo de Alagoas, treze
eram de alto risco, incluindo os tipos 16, 18,
31, 33, 39, 45, 56, 58, 59, 66, 69,70 ¢ 82. O
genotipo de HPV mais prevalente em nosso
estudo foi o HPV 16, seguido pelo HPV 70. Em
estudo realizado com mulheres na Cidade de
Natal, no Nordeste brasileiro, o HPV 16 tam-
bém foi o gendtipo mais prevalente™. Outros
dois estudos realizados no Nordeste do Brasil,
nos Estados da Bahia e do Ceara, encontra-
ram resultados onde sobressairam-se os HPV
16, 56 e 31, como os mais prevalentes 2577,

A vacina quadrivalente contra o HPV
fornecida pelo SUS no Brasil, confere protegao
contra o HPV 6 e 11 (baixo risco) e os geno-
tipos 16 e 18 (alto risco)'. Em alguns estudos
realizados no Nordeste do Brasil também foi
encontrada baixa prevaléncia do HPV 18 e,
além disso, foram identificados outros geno-
tipos cuja vacina nao confere protegao 267,

Achados recentes revelaram que os
HPV 16 e 18 foram os gendtipos mais pre-
valentes no Sudeste do Brasil?®. Na Regiédo
Amazbnica do Brasil foram mais frequentes
os HPV 16 e 582%°. Isto reforca a necessidade
de inclusdo de outros HPV de alto risco na
vacina, aumentando a proteg¢ao contra infec-
¢Oes causadoras de lesdes pré-cancerigenas
e cancer do colo do utero®.

CONCLUSAO

Na populagdo do estudo a prevalén-
cia da infec¢ao por HPV foi de 50,07%. A
identificacao viral realizada por PCR conven-
cional € um importante método auxiliar no
rastreamento de lesdes pré-cancerigenas e
de cancer cervical. Foram identificados 17
genadtipos do HPV, destacando-se o HPV 16,
classificado como de alto risco, com 23,33%,
seguido pelos tipos 70, 61 e 58, cuja vacina
contra o HPV né&o abrange. A identificacao e
o0 monitoramento de gendtipos de HPV de alto
risco em diferentes populacbes pode contri-
buir para a melhoria da vacina contra o HPV,
levando a um melhor controle epidemioldgico
das infecgdes envolvidas no processo de
desenvolvimento do cancer do colo do utero.

A auséncia de infecgao por HPV foi
associada a condicao de viver com parceiro,
0 que é similar a outros estudos. O tabagismo
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nao apresentou correlacdo neste estudo com
a presenga ou auséncia de HPV, no entanto,
em outras populagdes, o tabagismo geralmen-
te € um fator de risco para infecgao por HPV.
O estudo apresentou associagédo no grupo de
mulheres com HPV de alto risco com renda
inferior a 2 salarios minimos, corroborando
com outras pesquisas.
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