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Resumo

O Papilomavirus humano (HPV) é o virus sexualmente transmissivel mais comum no mundo,
sendo considerado um fator de risco para o desenvolvimento de cancer de colo uterino. O
objetivo deste foi observar a sensibilidade em detectar a presenca do HPV pela PCR, em
amostras de material cérvico-uterino, comparada aos resultados citoldgicos e determinar qual a
prevaléncia viral em pacientes assinftomdticas no extremo oeste catarinense. Para este estudo
foram amostradas 496 mulheres residentes na regido extremo-oeste catarinense. As amostras
passaram por exames citolégicos e pela técnica de PCR. Os resultados mostraram, a partir da
PCR, que 12,7% das amostras foram positivas para a presenca do DNA viral, enquanto que os
exames citoldgicos detectaram alteracées celulares em 2,4% das amostras. Os resultados
demonstram que o uso de técnicas moleculares para a comprovacdo da presenca do HPV é
significativamente mais sensivel que os exames citoldégicos (P < 0,0001). A prevaléncia
encontrada no presente estudo ficou denfro do padrdo encontrado em outros frabalhos, os
quais variaram de 10,6% a 17%.

Palavras-chaves: Técnicas de Diagnéstico Molecular; Colo do Utero; PCR.

Abstract

The human papillomavirus (HPV) is the most common sexually transmitted virus in the world and is
considered a risk factor for developing cervical cancer. The objective of this study was to observe
the sensibility to detect the presence of HPV by PCR in samples of cervical material, compared to
cytologic results and determine the viral prevalence in asymptomatic patfients in the exfreme
west of Santa Catarina. For this study were sampled 496 women living in the extreme west region
of Santa Catarina. The samples underwent cytologic test and the PCR technique. The results
showed which 12.7% of samples were positive for the presence of viral DNA by PCR test, while
that the cytologic tests detected cellular changes in 2.4% of the samples. The results demonstrate
that the use of molecular techniques for proving the presence of HPV is significantly more
sensitive than cytological tests (P < 0.0001). The prevalence found in this study was within the
pattern found in other studies, which ranged from 10.6% to 17%.
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Infrodugao

O Papilomavirus humano (HPV) é o
virus sexualmente fransmissivel mais comum
no mundo (Carestiato et al., 2006). Estudos
comprovam que cerca de 20% dos adultos
sexualmente ativos sdo infectados por um
ou mais dos seus 120 (Smith et al., 2008;
Bruni et al., 2010). A associacdo entre HPV
e cdncer do colo do Utero j&@ é bem
documentada e atinge mais de 90% das
amostras (Bosch et al., 2002; Rama et al.,
2008). Cerca de 40 fipos de HPV atingem a
regido anogenital, dos quais,
aproximadamente 18 sGo oncogénicos:
HPV16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 63, 66, 68 e 82. Os demais tipos
genitais, HPV 6, 11, 42, 43 e 44 sdo
considerados de baixo risco ou sem
qualquer risco oncogénico (Munoz et al.,,
2003). Dentre os casos de cancer cervical,
70% estdo relacionados a infeccdo pelos
tipos 16 (55%) e 18 (15%), enquanto os tipos
6 e 11 sdo encontrados em 90% das
verrugas genitais (Smith et al., 2007; Lee et
al., 2011).

O HPV é considerado um fafor de
risco essencial, mas ndo suficiente para o
desenvolvimento de cdncer de colo
uterino (Noronha et al., 1999; Rama et al.,
2008). A este se somam diversos fatores de
risco, tais como uso prolongado de
anticoncepcionais, horménios, tabagismo,
etilismo, md higiene pessoal, deficiéncias

nutricionais, agentes infecciosos, fatores
genéticos, ambientais, reprodutivos,
condicoes sOcio-econdmicas, dentre

outros (Flores et al., 2008; Santana et al.,
2008).

As mais recentes  estimativas
mundiais apontaram 529 mil novos casos
de cdancer do colo do Utero para o ano de
2008, configurando-se o terceiro tipo de
cancer mais comum entre as mulheres. Sua
incidéncia é cerca de duas vezes maior
em paises menos desenvolvidos quando
comparada aos paises mais desenvolvidos.
Uma provavel explicacdo para as altas
taxas de incidéncia em paises em
desenvolvimento seria a inexisténcia ou a
pouca eficacia dos programas de
rastreamento (Martins et al.,, 2009). No
entanto, com excecdo do cdncer da pele
ndo melanoma, esse tumor é o que
apresenta maior potencial de prevencdo e
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cura quando diagnosticado
precocemente (Jemal et al., 2011).

Embora os programas de triagem
cervical tenham reduzido dramaticamente
a incidéncia de cdncer do colo uterino,
ainda hd cerca de 20 a 30% das pacientes
cujos resultados sdo  falso-negativos
(Carestiato et al.,, 2006). Resultados de
exames citolégicos falsos-positivos levam a

procedimentos desnecessarios e,
frequentemente, invasivos, enquanto o0s
resultados falsos-negativos podem causar
sérios danos das pacientes. O método

citolégico possui sensibilidade limitada
devido & variabilidade na interpretacdo
dos resultados e & impossibiidade em
detectar o virus HPV propriamente dito,
mas apenas as alteracdes celulares
causadas pelo mesmo (Bringhenti et al.,
2010). Portanto, um diagndstico precoce e
sensivel a partir de técnicas moleculares,
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), ou a combinacdo de ambas as
técnicas, citopatoldgico e molecular, sdo
de extrema importdncia e utilidade para a
saude publica, inclusive na diminuicdo de
custos (Berkhof et al., 2010). Visto que, além
de detectar o HPV, a PCR permite a
determinacdo do tipo viral infectante, o
que auxilia no tratamento e progndstico
da paciente (Faria et al., 2008).

A  prevaléncia estimada da
infeccdo do HPV pode confribuir com o
conhecimento epidemioldgico necessario
para o fortalecimento e redirecionamento
das politicas de controle do cdncer do
colo do Utero. Sendo assim, o objetfivo
deste estudo foi observar a sensibilidade
em detectar a presenca do HPV pela PCR,
em amostras de material cérvico-uterino,
comparada aos resultados citoldgicos e
determinar qual a prevaléncia viral em
pacientes assinftomdaticas no extremo oeste
catarinense.

Métodos

O estudo contou com a
participacdo de 496 mulheres atendidas
no servico publico da Rede Feminina
Regional de Combate ao Cdncer, no
municipio de Sdo Miguel do Oeste-SC. As
mulheres declararam sua participacdo por
meio de termo de consenfimento livre e
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esclarecimento, depois de informadas
quanto aos objetivos, justificativa e
procedimentos da pesquisa. Esta pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica na
Pesquisa em seres humanos da
Universidade do Oeste de Santa Catarina,
sob o nUmero de protocolo 142/2011.

Todas as amostras foram testadas
com as técnicas de PCR e exame
citopatolégico. Neste Ultimo, os esfregacos
forom corados pela coloracdo de
Papanicolau, examinados de modo
convencional, sem o conhecimento dos
resultados moleculares, e classificados pelo
Sistema de Bethesda de 2001 (Solomon et
al., 2002). Foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram les@o
intfraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL)
e células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS e ASC-H), j&@ que
ndo foram enconfradas lesoes
infraepiteliais de alto grau (HSIL). As
amostras  que apresentaram  padrdo
normal, alteracdes inflamatdrias  ou
caracteristicas de outras infecgcdes foram
consideradas negativas.

Para os tfeste moleculares as
amostras foram coletadas por meio de
escova cervical e armazenadas em
microtubos contendo TmL de tampdo TE
(10mM  TrisHCI pH 8,5, 1 mM EDTA),
conservados a 4°C até o momento da
extfracdo de DNA. O material a ser
analisado foi concentrado por meio de
centrifugacdo e o} sobrenadante
descartado. A extracdo do DNA viral foi
possibilitada com uso de proteinase K para
lise celular, solucdo salina (NaCl) para
separacdo entre material genético e
proteinas e a precipitacdo do DNA com
dlcool absoluto (Weber et al., 2010). Por
fim, a amostra isolada foi ressuspendida em
dgua miliQ e mantida a -20°C.

Todas as amostras foram submetidas
a uma PCR-Multiplex, com a ufilizacdo do
conjunto de primers consenso MYQ09 e
MY11 para a deteccdo do material
genético do HPV, amplificando uma
regido de 450 pares de bases (pb) do gene
L1, conforme Bauer et al. (1991) e o
conjunto de primers B-ACT F e B-ACT R,
para a amplificacdo de um fragmento de
88 pb do gene da B-actina humana, como
confrole de qualidade das amostras
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exfraidas (Sesarini et al.,, 2009). Cada
reacdo de PCR foi preparada contendo
um volume final de 25uL e submetidas a
um termociclador com o seguinte
programa: desnaturacdo inicial a 94°C por
10 min, seguida por 35 ciclos de 94°C por 1
min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min,
encerrados com uma extensdo a 72°C por
5 min. A visualizacdo dos resultados se deu
em gel de agarose 0,8%.

Para a comparacdo entre o0s
resultados obtidos com a PCR e os
resultados dos exames citoldgico foi
utilizado teste qui-quadrado de
McNemar para duas amostras
relacionadas, para um nivel de
significancia de 0,1%. Para estas andlises foi
utilizado o software estatistico BioEstat 5.3.

O

Resultados e Discussao

Todas as 496 amostras bioldgicas
amplificaram para o gene da PB-actina
humana, atestando a qualidade do DNA
extraido a partir do material cérvico-uterino
coletado. A positividoade de 100% das
amostras bioldgicas foi confimada por
visualizagdo em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de efidio em
transluminador de luz UV.

Em relacdo 4 deteccdo de DNA
viral  do HPV  nas 496 mulheres
participantes, 12,7% (63/496) dos casos
mostraram-se positivos. Nestes casos foi
observada a amplificacdo do fragmento
do DNA viral a partir dos primers consenso
MY0? e MY11. O restante da amostra,
87.3%  (433/496), ndo  apresentaram
amplificacdo quando visualizadas em gel
de agarose.

A tabela 1 apresenta a
comparacdo entre os resultados obtidos
utilizando a PCR como ferramenta de
diagndstico da presenca de HPV na
amostra e os exames citoldgicos para
deteccdo de alteracoes celulares
causadas pelo mesmo, os quais sdo
interpretados como  positivos  para  a
presenca de HPV. Comparando os
resultados dos exames citoldégicos com os
da PCR, observou-se que o primeiro
apresentou 2,4% (12/496) de resultados
positivos, enquanto que a PCR apresentou
12,7%  (63/496), como  mencionado
anteriormente. Estes resultados
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apresentaram uma diferenca significativa  assim a PCR um método mais sensivel que
(x2 = 42,37), com um P < 0,0001, sendo o exame citolégico.

Tabela 1. Comparacdo dos resultados obtido com a PCR e os exames citoldgicos das pacientes
assintomdticas para presenca do HPV

Resultados do exame citoldgicos

Resultados da PCR HPV positivo HPV negativo Total
HPV posifivo 8 55 63

HPV negativo 4 429 433
Total 12 484 496

A tabela 2 apresenta quais lesdes indeterminado (ASCUS) e duas com outros
foram visuadlizadas pelo exame citolégico tipos de lesdes, sendo uma classificada
nas 12 (2,4%) amostras consideradas como células escamosas atipicas que ndo
positivas para este método de andlise. permitem excluir uma lesdo de alto grau
Destas amostras, 10  (83,3%) foram (ASC-H) (8,3%) e a ouftra como lesdo
classificadas com presenca de células intraepitelial de baixo grau (LSIL) (8,3%).
escamosas  atfipicas  de  significado

Tabela 2. Descricdo do fipo de lesdo encontrado no exame citoldgico comparado aos resultados
do PCR

Resultados do exame citoldgicos

Resultados da PCR ASCUS LSIL ASC-H Total
HPV positivo 8 0 0 8
HPV negativo 2 1 1 4
Total 10 1 1 12

O uso de marcadores moleculares autores enconfraram uma prevaléncia de
no estudo de populagcdes, fanto na 14,6% para andlises moleculares e 2,8%
caracterizacdo  estrutural  como em para exames citolégicos. Este padrdo
diagnosticos (Sesarini ef al., 2009; Torres et também foi observado por Freitas et al.
al., 2012), vem ganhando cada vez mais (2007), porém a diferenca entre os valores
espaco. Isto se dd pela rapidez dos para o diagndstico molecular e citolégico,
resultados e a sensibilidade e 39,6% e 20,6%, respectivamente, ndo foram
confiabilidade dos métodos utilizados, 1o expressivos.
muitas vezes ndo invasivos (Barea et al., Com relacdo G deteccdo do DNA
2004). Com isso, o presente estudo visou do HPV em mulheres assinfomaticas
determinar a prevaléncia da infeccdo por amostradas no presente estudo (12,7%),
HPV em mulheres assinfomdticas através este ficou muito proximo a  resultados
da Reacdo em Cadeia da Polimerase. encontrados por outros autores, os quais

Os resultados do presente estudo variaram entre 10,6% a 17% em diferentes
demonstram que o uso de marcador populacdes, utilizando o mesmo par de
molecular para detectar a presenca do primers (Eluf-Neto et al., 1994; Chaiwongkot
DNA do HPV, e consequentemente a sua et al., 2007; Trottier et al., 2008; Duarte et
presenca, em amostras de material al., 2010; Pinto et al., 2011). Também foram
cérvico-uterino, se mostrou mais sensivel observadas prevaléncias maiores, 33,9% e
que exames citoldégicos realizados nas 39,6%, dados obtidos por Remmerbach et

mesmas amostras (Tabela 1). Os resultados  al.  (2004) e Freitas et al. (2007),
mostraram que o DNA viral estava presente  respectivamente.
em 12,7% da amostra, enquanto que O método molecular com PCR

resultados positivos afravés de exames mostrou-se mais sensivel como jd relatado.
citologicos foi de 2,4% das amostras Porém, algumas amostras consideradas
testadas. Resultados semelhantes foram positivas pelo exame citolégico ndo
enconfrados por Pinto et al. (2011) em apresentaram amplificacdo do DNA viral.
populacdes da Amazdnia, nas quais os Dentre as 12 amostras com alteracdo
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citologica, o DNA de HPV foi detectado
em oito (66,6%). Resultados semelhantes
foram encontrados por Bringhenti et al.
(2010) e Noronha et al. (1999),
respectivamente 64% e 63%. A ndo
amplificacdo do genoma viral nas demais
amostras pode ser explicada pela falta de
especificidade por parte dos primers
MY09/11 para certos fipos de HPV,
conforme j& descrito por Gravitt et al.
(2000). Outra possivel explicacdo para a
ndo amplificacdo, segundo Walboomers et
al. (1997), é a perda da regido L1 (local de
anelamento dos iniciadores) durante a
integracdo do genoma viral ao genoma
do hospedeiro.

Conclusao

A prevaléncia de infeccdo pelo HPV
na amostra foi de 12%, isto é, 63 amostras
num total de 496. A confimacdo se deu a
partir da deteccdo de fragmento de DNA
viral no produto de PCR.

Comparando os resultados dos
exames cifolégicos com os da PCR,
observou-se que o primeiro apresentou
24% (12/496) de resultados positivos,
enquanto que a PCR, 12,7% (63/496), como
mencionado anteriormente.

A diferenca observada entre o
método molecular e citoldégico se mostrou
significante (x2 = 42,37), com um P <0,0001,
sendo assim a PCR um método mais
sensivel que o exame citolégico.
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