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RESUMO

O Papiloma Virus Humano (HPV) é mundialmente estudado devido a sua relagdo com o cancer,
principalmente o cancer colo do Utero, cuja prevaléncia € alta em mulheres que residem em
paises em desenvolvimento como o Brasil. Estudos moleculares sobre canceres de cavidade
oral e orofaringe revelam a presenga do DNA do HPV nesses tumores, 0 que comprova sua
participagdo na carcinogénese oral. Mais de 200 tipos de HPVs ja foram identificados e
sequenciados geneticamente. Os gendtipos do virus sdo classificados de acordo com a potencial
oncogénico, podendo ser de baixo risco ou alto risco. O principal objetivo deste estudo foi
estimar a prevaléncia da infeccdo do HPV e de seus genotipos em mulheres do municipio de
Juazeiro do Norte, Ceard. Trata-se de um estudo transversal analitico. O estudo contou com a
participacdo de 166 mulheres que estavam presentes nas clinicas para realizar o seu exame
ginecologico preventivo (Papanicolaou). Na ocasido, as informacdes sobre a pesquisa foram
apresentadas para assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e coleta das
amostras. De cada participante foram coletadas amostras de trés sitios anatdmicos: mucosa
jugal, orofaringe e colo do utero. A deteccdo e genotipagem do HPV foi por multiplex nasted
PCR com primers que amplificam a regido intergénica e detectam os genotipos 6, 11, 16, 18,
31, 33, 45, 52, 56, 58 e 59. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software
R e do Excel. Na pesquisa da orofaringe, 26 participantes apresentaram resultado positivo para
E6/E7 (18,0%). O genOtipo mais prevalente foi o HPV 16 encontrado em 11,1% das
participantes. Outros tipos identificados incluem HPV 33, HPV 52, HPV 56, HPV 58 e HPV
59. Na mucosa jugal, no teste de E6/E7, 27 (18,5%) das participantes foram positivas. O HPV
52 foi o tipo especifico mais prevalente, encontrado em 8,9% das participantes, seguido do HPV
16 presente em 7,5%. Outros tipos identificados incluem HPV 58, HPV 33, HPV 56 e HPV
6/11. No teste de E6/E7 do colo do Utero, tem-se que 27 (17,8%) das participantes apresentaram
resultado positivo. Quanto aos tipos de HPV identificados, o0 HPV 52 foi o mais prevalente,
encontrado em 9,9% das participantes. Outros tipos identificados incluem HPV 16, HPV 58,
HPV 33, HPV 56 e HPV 6/11. Ao examinar a presenca de HPV no colo do Utero em relacdo a
sua deteccdo na regido oral, observamos que 52,8% das participantes que testaram positivo para
HPV no colo do Gtero também tiveram resultado positivo para HPV na regido oral. Por outro
lado, entre aquelas que testaram negativo para HPV na regiéo oral, 38,9% foram positivos para
HPV no colo do utero. Foram comparados os grupos de mulheres que tiveram HPV positivo
tanto no colo uterino quanto na mucosa oral ou orofaringe com as variaveis coletadas. Mulheres
solteiras apresentaram uma proporc¢do significativamente maior de HPV na mucosa jugal ou
orofaringe e no colo uterino (38,6%) em comparacdo com mulheres casadas (20,4%). A razao
de chances (RC) foi de 2,45 (IC 95%: 1,22 — 4,92. A prevaléncia do HPV, nos sitios anatdmicos
estudados nas mulheres de Juazeiro do Norte, mostrou-se semelhante ao observado no Brasil e
no mundo. Os trés genotipos mais frequentes na orofaringe, mucosa jugal e colo uterino das
participantes foram os HPVs 16, 52 e 58.

Palavras-chave: Cancer. Epidemiologia. PCR. Virus oncogénico.



ABSTRACT

The Human Papilloma Virus (HPV) is studied worldwide due to its association with cancer,
particularly cervical cancer, which has a high prevalence among women in developing countries
such as Brazil. Molecular studies on cancers of the oral cavity and oropharynx reveal the
presence of HPV DNA in these tumors, demonstrating its involvement in oral carcinogenesis.
More than 200 types of HPV have been identified and genetically sequenced. The virus
genotypes are classified according to their oncogenic potential, and can be low-risk or high-
risk. The main objective of this study was to estimate the prevalence of HPV infection and its
genotypes in women from the municipality of Juazeiro do Norte, Ceara. This is an analytical
cross-sectional study. The study involved 166 women who were at the clinics for their
preventive gynecological examination (Pap smear). They were informed about the research,
asked to sign an informed consent form, and had their samples taken. Samples were collected
from three anatomical sites in each participant: jugal mucosa, oropharynx, and cervix. HPV
was detected and genotyped using multiplex nested PCR with primers that amplify the
intergenic region and detect genotypes 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56, 58, and 59. Statistical
analyses were conducted using R software and Excel. In the oropharynx survey, 26 participants
tested positive for E6/E7 (18.0%). The most prevalent genotype was HPV 16, found in 11.1%
of participants. Other identified types included HPV 33, HPV 52, HPV 56, HPV 58, and HPV
59. In the jugal mucosa, 27 participants (18.5%) tested positive for E6/E7. HPV 52 was the
most prevalent specific type, found in 8.9% of participants, followed by HPV 16, present in
7.5%. Other identified types included HPV 58, HPV 33, HPV 56, and HPV 6/11. In the E6/E7
test of the cervix, 27 participants (17.8%) tested positive. Regarding the HPV types identified,
HPV 52 was the most prevalent, found in 9.9% of participants. Other identified types included
HPV 16, HPV 58, HPV 33, HPV 56, and HPV 6/11. When examining the presence of HPV in
the cervix in relation to its detection in the oral region, we found that 52.8% of the participants
who tested positive for HPV in the cervix also tested positive for HPV in the oral region.
Conversely, among those who tested negative for HPV in the oral region, 38.9% were positive
for HPV in the cervix. The groups of women who tested positive for HPV in both the cervix
and oral mucosa or oropharynx were compared with the collected variables. Single women had
a significantly higher proportion of HPV in the jugal mucosa, oropharynx, and cervix (38.6%)
compared to married women (20.4%). The odds ratio (OR) was 2.45 (95% CI: 1.22 - 4.92). The
prevalence of HPV in the anatomical sites studied in the women from Juazeiro do Norte was
similar to that observed in Brazil and worldwide. The three most frequent genotypes in the
oropharynx, jugal mucosa, and cervix of the participants were HPVs 16, 52, and 58.

Keywords: Cancer. Epidemiology. Oncogenic virus. PCR.
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1 INTRODUCAO

O Papilomavirus Humano (HPV) é mundialmente estudado devido a sua relagdo com
0 cancer, principalmente o de colo uterino, mas também esté associado a cancer de pénis, vulva,
vagina, anus, orofaringe entre outros (PESSOA, 2014). O HPV foi o primeiro virus oncogénico
a ser transmitido de forma experimental de uma pessoa para outra quando, em 1894, Licht se
infectou propositalmente com material da verruga de seu irméo, observando o surgimento de
uma verruga no local (ROMANOS et al., 2015).

O HPV € um virus de DNA que tem forte tropismo pelo epitélio das mucosas, podendo
ser detectado em mucosas anogenital e bucal. A principal via de transmissdo ocorre através do
contato sexual desprotegido (MIRGHANI et al., 2015).

Estudos moleculares sobre canceres de cavidade oral e orofaringe revelaram a
presenca do DNA do HPV nesses tumores, 0 que comprova a participacdo do virus na
carcinogénese oral (PETITO et al.,, 2017). O cancer de colo do Utero (CCU), também
relacionado a infeccdo pelo HPV, é altamente prevalente em mulheres que residem em paises
em desenvolvimento, como o Brasil (LIMA et al., 2018; INCA, 2022). Quando diagnosticado
e tratado precocemente ha grandes chances de cura, pois esta neoplasia apresenta longo periodo
até o surgimento de lesdes neoplésicas (LIMA et al., 2017).

A exposicdo ao HPV € algo recorrente e antigamente tinha pouca importancia clinica,
porém, esse pensamento mudou desde que foi identificado como “virus tumoral”. O HPV pode
ser transmitido de diferentes formas, mas geralmente ocorre por contato sexual: genital-genital,
manual-genital, oral-genital, oral-oral ou até mesmo através de secre¢des contaminadas com a
pele. Além disso, o virus também pode ser transmitido de forma vertical, por via
transplacentaria ou ainda no momento do parto. (CALCAVECCHIA, 2018; SILVA et al.,
2017).

A infecgéo pelo virus, na maioria dos casos é assintomatica. Sendo assim, a infeccao
pode ser classificada em: 1 — Latente, quando o virus esta presente, mas a doenca ndo se
manifesta e s6 pode ser diagnostica por métodos moleculares; 2 — Subclinica, mas existem
lesGes epiteliais que podem ser identificadas por exames, como o Papanicolaou; e 3 — Clinica,

na qual as lesdes sdo identificadas macroscopicamente (TRISTAO, 2012).



A relacdo entre 0 HPV e o cancer levou a avangos tecnoldgicos com o desenvolvimento
de técnicas moleculares. Tais técnicas permitem a identificacdo direta do virus, mesmo em
pacientes assintomaticos ou sem lesdes celulares evidentes a microscopia. Um dos métodos
mais utilizados é a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), uma técnica altamente sensivel
que detecta o virus, inclusive, em niveis muito baixos de carga viral (SILVA et al., 2015). A
PCR consiste na amplificacdo seletiva de pequenas sequéncias-alvo do DNA, até um nivel
grande suficiente para permitir sua identificacdo. O procedimento é feito apos coleta da amostra
e extracdo do DNA. Esta técnica € realizada a partir de trés etapas: desnaturacao, anelamento e
extensdo (LAURENTINO et al., 2017).

1.1 Epidemiologia da infecdo pelo HPV no mundo e no Brasil

A infeccdo pelo HPV é considerada a infeccdo sexualmente transmissivel mais
diagnosticada no mundo. Acredita-se que a maioria dos individuos que se envolvem em
atividade sexual sera infectado pelo HPV pelo menos uma vez durante a vida. Desde o inicio
da década de 1970 foi observada uma relacdo entre a infeccdo pelo HPV e o desenvolvimento
de lesdes neoplésicas, especialmente no colo uterino e na orofaringe (SICHERO, 2020).

De acordo com estudo realizado por Vinodhini et al (2012), a infecgdo pelo HPV é
mais prevalente em paises menos desenvolvidos. Diferentes genotipos de alto risco oncogénico
podem ser encontrados em lesGes pré-malignas e malignas, principalmente os gendétipos 16 e
18.

A prevaléncia do HPV pode variar nas diferentes regides do mundo. Em uma
metanalise realizada em cinco continentes, com 1 milhdo de mulheres com citologia normal, as
maiores prevaléncias foram descritas na Africa Subsaariana (24,0%), Europa Oriental (21,4%)
e América Latina (16,1%) (BRUNI et al., 2010). Em um outro estudo de metandlise realizado
na Ameérica Latina com pacientes apresentando leséo de alto grau no colo uterino, € notado que
houve uma prevaléncia de 46,5% para o0 HPV-16 e 8,9% para o0 HPV-18 (CIAPPONI, 2011).

Em um estudo multicéntrico realizado pelo Hospital Moinhos de Vento (Rio Grande
do Sul) em parceria com o Ministério da Saude para determinar a prevaléncia do HPV em
diferentes regides do Brasil, é observado, para o municipio de Fortaleza, prevaléncia de 51,8%
de infeccéo por HPV (POP-BRASIL, 2020).

Um recente estudo brasileiro, realizado em 2020 em jovens ndo vacinados, detectou a

presenca de HPV de alto risco em 35,2% dos individuos, predominando nas mulheres.



Entretanto, ao analisar individuos sexualmente ativos, esse percentual chegou a 53,5% para
todos os tipos de HPV, independentemente do sexo (WENDLAND et al., 2020).

Em uma pesquisa exploratéria realizada no municipio de Juazeiro do Norte — CE com
mulheres diagnosticadas com HPV, é observado que as participantes possuiam pouco ou
nenhum conhecimento sobre a transmissdo do virus. Além disso, o conhecimento sobre
tratamento e prevencdo foi mostrado equivocado. Entre as mulheres participantes, a maioria
possuia baixo nivel de escolaridade e idade entre 20 e 42 anos (BARRETO et al., 2016).

1.2 Caracteristicas do HPV

O HPV é um virus de DNA com aproximadamente 55 nm de diametro, pertencente a
familia Papilomaviridae, o qual possui potencial oncogénico (CALUMBY, 2020).

Morfologicamente o HPV é nao envelopado, com capsideo icosaédrico formado por
72 capsdémeros. O capsideo contéem duas proteinas estruturais, sintetizadas pelo préprio genoma
viral: a proteina maior (L1), que representa 80% da proteina viral total e a proteina menor (L2).
Seu material genético € formado por um DNA circular de fita dupla associado a proteinas
histonas, sendo responsavel por codificar as proteinas estruturais do capsideo a outras proteinas
ndo estruturais, conforme evidenciado na figura 1 (ROOS, 2020).

O genoma do HPV possui aproximadamente 8000 pares de bases e nele s&o
encontradas trés regibes especificas: 1 — Regido de Controle Longa (LCR, do inglés Long
Control Region, ou URR, do inglés Upstream Regulatory Region), a qual ndo codifica, estando
envolvida apenas na regulacdo da replicacdo e transcricdo do DNA, 2 — Regido Inicial (do
inglés, Early), a qual contém genes que sdo transcritos inicialmente e ddo origem as proteinas
ndo estruturais que atuam nos processos de replicacado, transcri¢do e alteracdes celulares (E1,
E2, E4, E5, E6 e E7), 3 — Regido Tardia (do inglés, Late), na qual encontram-se 0s genes
transcritos tardiamente ap06s os da regido E, pois originam as proteinas L1 e L2 que compdem
a estrutura do capsideo viral (figura 1) (AGUIRRE, 2018). O Quadro 1 a seguir destaca as
funcGes das proteinas do HPV.

Figura 1 — Morfologia do HPV, destacando a organiza¢do do genoma, as proteinas estruturais

do capsideo e 0 DNA associado a proteinas histonas.
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Fonte: Mohammed; Chaudhri; Bakshi; Akhtar (2016).

Quadro 1 — Proteinas do HPV.

Proteinas ‘ Funcao
L1 Proteina principal do capsideo (80%).
L2 Proteina do capsideo (20%).
El Atua na replicacdo do DNA viral.
E2 Regula a transcrigéo.
E4 Altera o meio intracelular na célula hospedeira.
E5, E6e E7 Estimula a proliferacdo e transformacao celular.

Fonte: Elaborado pelo autor (de acordo com Neto e colaboradores, 2020, p. 160).

A proteina E6 liga-se, sequestra e degrada a p53, uma importante proteina supressora
tumoral. A E7 liga-se e sequestra a proteina do retinoblastoma, pRb, também supressora
tumoral, facilitando assim a liberacdo do fator de transcricdo E2F permitindo a célula infectada
prosseguir no ciclo celular e se dividir por mitose e indefinidamente (OLIVEIRA et al., 2003;
WENTZENSEN; VON KNEBEL DOEBERITZ, 2007; MUNGER; JONES, 2015; ELAGALI
etal., 2021).

Durante o ciclo de vida viral, o HPV se replica extracromossomicamente, mas
eventualmente se integra ao genoma do hospedeiro na regido E1 e E2, onde mecanismos de
hipermetilagdo podem interromper o gene E2, que tem a funcdo de regular negativamente os
oncogenes E6 e E7, promovendo a superexpressdo de E6 e E7 e consequentemente, a
capacidade de progredir para o cancer. As alteracdes causadas pela integracdo do virus podem

causar instabilidade gendmica devido a interrupcao do ciclo celular (ESTEVAO et al., 2019).



1.3 Classifica¢édo do HPV

Mais de 200 tipos de HPVs ja foram identificados e sequenciados geneticamente. Os
diversos gendtipos sdo classificados de acordo com a capacidade oncogénica, sendo eles de
baixo risco oncogénico e de alto risco oncogénico. De acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude em documento publicado em associagdo com a Agéncia Internacional para Pesquisa do
Céancer (IARC) em 2019, 14 tipos de HPVs sdo citados como sendo de alto risco oncogénico:
HPV 16, 18, 31, -33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82; ja 0s HPVs 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44,
54, 61, 70, 72 e 81 sdo mencionados como sendo de baixo risco oncogénico. Ha também
genotipos que sdo considerados inespecifico/indeterminado e séo citados na tabela a seguir
(Quadro 2).

Quadro 2 — Classificacdo do HPV com relacédo ao risco oncogeénico.

Risco Oncogénico Tipo Viral

16, 18, 31, -33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
Alto risco

68, 82.
Baixo risco 6, 11, 26, 40, 42, 43, 44, 54,61, 70, 72 e 81
Inespecifico/indeterminado 30, 34, 53, 57, 62, 64, 67 e 69.

Fonte: Elaborado pelo autor (a partir de REIS et al., 2010).

Conforme relatado por Bruni et al. (2010) em seu estudo de metandlise, os tipos de
HPVs mais prevalentes no mundo séo os de alto risco oncogénico, com destaque para 0s tipos
16 e 0 18 (figura 2).

Figura 2 — Prevaléncia dos tipos de HPVs no mundo.

World
(N=215,568)
16 I 3.2
18 . 14
52 W 0.9
31 mEm 0.8
56 W 0.7
39,56,53,51 I 0.6
6,33,66,45 WM 0.5
81,42.44,3554 mm 0.4
68,59,70,84,72 m 0.3
73,43,74,62,83,11 M 0.2
0 2 4 6

Fonte: Bruni et al. (2010)



Dessa forma, apesar de existir mais de 200 tipos de HPV, os tipos 16 e 18, de alto risco
oncogeénico, sdo os mais notificados e, segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA), sao
responsaveis por cerca de 70% dos canceres cervicais e cerca de 90% de outros tipos de

canceres relacionados ao HPV.

1.4 Fatores socio-econémico-culturais de risco para HPV

Entre os fatores de risco para HPV, sdo descritas as baixas condi¢des socioeconémicas
e culturais, entre elas: nivel de escolaridade, renda familiar, nimero de residentes, tipo de
habitacdo, estado civil, comportamento sexual, tabagismo ativo e passivo, higiene intima
inadequada, uso prolongado de contraceptivos orais, multiparidade, caréncias nutricionais
(VINODHINI, 2011).

Outro fator consideravel é o estresse psicoldgico. Estudos realizados na Croacia tém
relacionado o estresse psicolégico com recorréncia de infecgdes com o HPV, sendo justificado
pela redugéo na resposta Th1 durante o estado do estresse (CVITANOVIC et al., 2020 e 2021).

CALPONI e colaboradores (2020) afirmam que a prevaléncia do HPV e de seus
gendtipos difere de acordo com a regido geogréafica e estdo relacionadas com a desigualdade

socioeconémica, com a densidade populacional e até mesmo com acesso aos servicos de salde.

1.5 Vacina para HPV

O método profilatico considerado mais eficaz € a vacinacdo contra o HPV. Trés tipos
de vacinas ja foram desenvolvidos para prevenir a infeccdo. A vacina quadrivalente (Gardasil®)
foi liberada para comercializacdo em 2006 e oferece protecdo para os tipos 6, 11, 16 e 18; a
vacina bivalente (Cervarix®) protege contra os tipos 16 e 18 e foi disponibilizada em 2009; ja
a vacina nonavalente (Gardasil®) foi disponibilizada em 2014 e oferece prote¢do para 0s tipos
6,11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58 (MARKOWITZ, et al., 2007; CDC, 2010; PETROSKY et al.,
2015).

As vacinas preventivas contra 0 HPV sdo desenvolvidas através da técnica de DNA
recombinante e sdo compostas por particulas que se assemelham a estrutura do capsideo viral,
porém ndo contém material genético (figura 03). Apesar de ndo serem infecciosas, essas
particulas tém a capacidade de promover uma resposta imunoldgica protetora no hospedeiro

através da producéo de anticorpos neutralizantes que atuam contra a proteina L1 do capsideo.



Essa resposta é mais intensa do que aquela gerada pela infeccdo natural (CARTER; DING;
ROSE, 2011).

Figura 3 — Mecanismo de acéo da vacina contra o0 HPV.
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Fonte: BODA, et al., 2018.

1.6 Relagdo do HPV com o cancer

O HPV chama a atencdo devido ao seu potencial oncogénico, sendo capaz de integrar
seu DNA ao da célula e promover a proliferacdo e alteracbes malignas. O HPV € capaz de
promover o desenvolvimento de neoplasias em células do colo do utero e da orofaringe, e
estudos recente tém sugerido, fortemente, essa associagdo com as neoplasias epidermoides de
boca (MULLER; TILAKARATNE, 2022; PALLIS et al., 2013; PRIGGE et al., 2017).

Diante disso, é de extrema importancia conhecer a biologia desse virus, bem como
realizar pesquisas que fornecam dados para promover o avango terapéutico. Ainda mais,
qualquer esforgo populacional que venha a reduzir os casos de infeccdo, lesdes e canceres
também é de suma importancia (AMARAL, 2015).

1.6.1 Cancer de colo uterino



O tumor mais discutido relacionado ao HPV é o de colo uterino e continua sendo uma
das principais causas de morte por cancer em mulheres em muitos paises menos desenvolvidos
(SIEGEL, et al., 2014).

O cancer de colo do Utero representa, em todo o0 mundo, um grave problema de sadde
publica, atingindo principalmente mulheres de baixo nivel socioecondémico e de vida sexual
ativa (GONZALES et al. 2021). Estudos epidemioldgicos indicam que € o quarto tipo de cancer
que mais afeta a populacao feminina em todo o mundo e, segundo o0 INCA (INCA, 2021), é o
terceiro mais frequente entre as mulheres no Brasil, ficando atras do cancer de mama e do cancer
colorretal.

Na maioria das mulheres, a infeccdo por HPVs de baixo e alto risco oncogénico se
resolve de dois a cinco anos, sem que haja manifestacBes ou sequelas. Contudo, as lesbes
persistentes originadas por HPVs de alto risco estdo associadas ao cancer (KOLIOPOULOS, et
al., 2017).

A infecgdo por HPVs de alto risco pode resultar em alteracdes no epitélio cervical,
contribuindo com o aparecimento de lesdes pré-malignas, com progressdo para lesdes malignas
e mais tardiamente, cancer e invasdo. A persisténcia da infeccdo € um importante fator que leva
a invasdo neoplasica (SCHIFFMAN et al., 2015; QUEIROZ et al., 2015). Esse processo é lento
e pode levar cerca de 10 anos ou mais para ocorrer (SASLOW et al., 2012). Para que a infecgédo
persista, é necessario imunotolerancia local no ambiente, favorecendo a evasdo viral e a
supressdo das respostas imunes inatas e adaptativas (FERNANDES et al., 2015; WILSON et
al., 2013).

O HPV 16 tem sido relacionado a cerca de 50% dos casos de cancer cervical em todo
0 mundo, na sequéncia vem o HPV 18, sendo o segundo mais detectado nesses tumores. Diante
disso, os HPVs 16 e 18 sdo os principais tipos detectados em amostras colhidas de cancer de
colo uterino, estando também associados a cancer de vulva, vagina e anus (PETRY, 2014).

Estudos recentes indicam que 0s homens sao reservatorios para a transmissao do HPV
para as mulheres, devido a auséncia de sinais e sintomas, o que contribui para a persisténcia da
infeccdo, favorecendo o desenvolvimento de canceres associados ao HPV (RODRIGUEZ-
ALVAREZ, 2018).

O exame citopatologico do colo uterino, ou simplesmente Papanicolaou, € um
procedimento simples de ser realizado e, na maioria dos casos, ndo provoca dor durante sua
realizacdo. O objetivo desse exame € rastrear alteragdes nas células do colo uterino a fim de

identificar de forma precoce a lesdo pré-invasora (CARTAXO, 2018). O nome vem de seu



idealizador, 0 médico grego Georgios Nicholas Papanicolaou (1883-1962), considerado o pai
da citopatologia.

A ndo realizacdo do Papanicolaou é uma pratica comum entre as mulheres, de acordo
com Sena, Souza e Gradella (2018), os principais motivos que levam a ndo realizacdo sdo
vergonha e a dificuldade para marcagéo de consulta. E sabido, inclusive, que muitas mulheres
desconhecem a importancia do método na prevencao do cancer de colo do Utero. Agdes sociais
educativas sdo de extrema importancia para provocar mudangas no comportamento dessas
mulheres.

A histopatologia é o0 exame considerado padrdo-ouro para o diagnéstico de lesdes pré-
neopléasicas e neoplasicas do colo uterino. O exame é realizado com amostras de tecidos
retiradas de uma regido onde se ha suspeita de lesdo ou malignidade e é baseada na observacéo
da morfologia do tecido e das células. E um procedimento de grande importancia, pois é nele
que se baseiam as decisdes terapéuticas, além de possibilitar a identificacdo de alteracGes
citopéticas causadas pelo HPV (SOUZA, 2016).

1.6.2 Cancer de cavidade oral e orofaringe

Por outro lado, o cancer na regido oral engloba uma variedade de neoplasias de causas
multifatoriais que podem acometer tanto a mucosa jugal como a orofaringe. O cancer de
cavidade oral e orofaringe esta entre os dez mais comuns no mundo e 0s Vvirus oncogénicos,
como os HPVs de alto risco, sdo um dos fatores de risco para o seu desenvolvimento
(VANSHIKA et al., 2021). Outros fatores de risco considerdveis para o surgimento de tumores
nesses sitios anatdbmicos sdo o tabagismo, o alcoolismo, habitos de higiene bucal, irritacdo
crbnica dos tecidos orais, alimentacéo e fatores ocupacionais (XAVIER et al., 2020).

O tabagismo, o etilismo e a infeccdo pelo HPV sdo os fatores de risco mais
significativos para o desenvolvimento de tumores na cavidade oral e orofaringe (KREIMER et
al., 2005; MOTTA et al., 2009). A pratica do tabagismo em conjunto com o etilismo, eleva esse
risco (ZHAO et al., 2009). Entretanto, com o desenvolvimento de campanhas sociais contra o
tabagismo e o consumo abusivo de alcool no Brasil e no mundo, o nimero de casos de cancer
oral associado a infecgéo pelo HPV vem ganhando destaque (D’SOUZA et al., 2014).

Muitas lesdes benignas que afetam a regido oral, como o papiloma escamoso oral, estdo
associadas a HPVs de baixo risco, principalmente os tipos 6 e 11, que possuem baixo poder de

transformacdo maligna. No entanto, ainda esta longe o estabelecimento preciso do real papel
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do HPV em lesBes proliferativas e pré-neopléasicas no céancer oral, pois ha significativa
divergéncia de resultados apresentados (FERRARO et al., 2011)

O mecanismo de transmissdo do HPV para a cavidade oral ndo é bem esclarecido.
Acredita-se que a pratica do sexo orogenital é uma forma importante de contagio. Outra via
discutida é através da inoculagdo a partir de lesdes cutdneas para outro individuo ou
autoinoculacdo (ESQUENAZI et al., 2010).

O exame fisico oral é de extrema importancia para o diagndstico do cancer de cavidade
oral e orofaringe. As lesdes cancerigenas na boca e na orofaringe geralmente séo assintomaticas
nos estagios iniciais e normalmente, o paciente ndo apresenta queixas, 0 que torna o exame
fisico essencial para identificacdo das alteracdes (INCA, 2022). Recomenda-se a realizacdo da
biopsia em casos de suspeita de malignidade, lesdo persistente ha duas semanas ou mais, sem
etiologia definida, necessidade de confirmacao de hipotese diagnostica, lesdo que ndo responde
a conduta clinica rotineira, entre outros (HUPP; ELLIS I1l; NEVILLE et al., 2016; PRADO;
SALIM, 2018).

1.7 Deteccédo Molecular do HPV

Os testes moleculares sdo capazes de detectar os virus até mesmo em pacientes
assintomaticos e podem auxiliar de forma eficaz no combate do cancer. Trata-se de métodos
sensiveis, especificos e precisos no diagnostico e os mais utilizados para detec¢do do HPV sdo
a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a Captura Hibrida (CAVALCANTE, 2017).

A PCR é uma forma eficaz de diagnosticar precocemente o cancer uterino, por
exemplo. E uma técnica molecular que permite identificar a presenca do virus em amostras
colhidas do epitélio cervical ou de outro local de interesse. Com essa técnica, € possivel
amplificar sequéncias especificas do DNA viral, ainda na fase latente, antes mesmo do
surgimento de lesdes que podem ser visualizadas per exames ndo moleculares. Dessa forma,
esse teste mostra-se altamente sensivel e permite identificar a infecgdo com o virus quiescente
(OLIVEIRA, 2017).

Portanto, a sensibilidade e especificidade da PCR, seja isoladamente ou em conjunto
com as técnicas ndo moleculares, possibilita a deteccdo precoce de possiveis alteracdes que
possam levar ao cancer, influenciando positivamente nos resultados e contribuindo de forma
significativa na qualidade de vida das pacientes (SOUZA, 2016).

A captura hibrida € umatécnica que detecta a carga viral, refletido no niamero de células

presente na amostra, entretanto, essa técnica ndo e capaz de identificar o tipo viral especifico
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presente. Por determinar exclusivamente a carga viral com base na quantidade de células, a
captura hibrida depende de boas condi¢des de coleta da amostra. Essa técnica se baseia na
hibridizacdo do DNA viral com o uso de sondas especificas (SILVA et al., 2015).

Os hibridos formados durante o teste sdo detectados atraves de reacao enzima-substrato
e a leitura é feita por quimioluminescéncia, onde a intensidade da luz é proporcional a carga do
DNA viral e é medida por um quimioluminédmetro (RAMOS, 2013).

Portanto, compreender a diversidade genotipica do HPV € fundamental para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencao, diagndstico e tratamento. O aumento da
conscientizacao e o incentivo a vacinagdo sdo ferramentas-chave na luta contra a disseminacao
desse virus, com potencial de salvar milhdes de vidas e reduzir o impacto social e econémico

das infeccdes relacionadas ao HPV.

2 JUSTIFICATIVA

A maioria dos estudos no Brasil sdo realizados em unidades de referéncia localizados
nas capitais das unidades federativas. Estudos que avaliam a prevaléncia de genétipos do HPV
no colo do Utero, cavidade oral e orofaringe em cidades do interior do Brasil sdo raros. No
PubMed encontramos apenas trés publicacGes de estudos conduzidos em cidades do interior do
Brasil: duas publicagdes em Campos dos Goitacazes, Rio de Janeiro (KURY et al., 2022;
KURY etal., 2021) e outra em Canoas, Rio Grande do Sul (SOSSAUER et al., 2014). Portanto,
ndo ha estudos de prevaléncia da infeccdo por HPV publicados na Regido Metropolitana do
Cariri (RMC), situada no interior do Ceara. Dessa forma, torna-se importante estudar a
prevaléncia desse virus nessa populacdo que vive longe dos grandes centros urbanos.

Em estudo descritivo realizado na cidade de Juazeiro do Norte, Ceard, no grande centro
da Regido do Cariri, por Lima et al. (2020), mostrou que ha uma deficiéncia de conhecimento
em relacdo ao HPV.

Existe caréncia de informacGes da prevaléncia do HPV em diferentes regides
geograficas do Brasil e da prevaléncia em outros sitios anatdmicos além do colo do Utero, assim
como de estudos que pesquisem na mesma populacdo em diferentes regides anatémicas
(COLPANI et al., 2020).

Identificar os genotipos do HPV mais recorrentes na regido e o perfil epidemioldgico
da populacdo afetada mostra-se uma estratégia eficaz para a criagdo de campanhas
educacionais, com o intuito de qualificar o conhecimento e demonstrar a importancia da

prevencéo e da vacinagao.
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3 OBJETIVOS

3. 1 Objetivo Geral

Estimar a prevaléncia e identificar fatores associados a infec¢éo por genotipos do HPV
na mucosa jugal, orofaringe e colo uterino de mulheres no municipio de Juazeiro do Norte,

Ceara.

3.2 Objetivos Especificos

— Descrever os dados demograficos, laboratoriais e comportamentais das participantes
associadas com a infeccéo pelo HPV.

— Determinar a prevaléncia e os tipos de HPV na mucosa jugal, orofaringe e colo uterino
das participantes.

— Estimar a prevaléncia do HPV nas participantes relacionando com as variaveis
sociodemogréficas, clinicas e aos habitos de vida.

— Caracterizar a relacdo entre o HPV identificado na mucosa jugal e orofaringe e os

gendtipos identificados no colo uterino.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo e periodo do estudo

Trata-se de um estudo de carater transversal analitico, que visa estabelecer o perfil da
infeccdo por 11 tipos de HPVs (6/11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56, 58 e 59) na mucosa jugal.
orofaringe e colo uterino. As coletas ocorreram durante um periodo de doze meses entre 0s anos
de 2022 e 2023.

4.2 Local do estudo
A coleta do material bioldgico foi realizada no municipio de Juazeiro do Norte, Ceara,
nas instituigdes descritas abaixo:

e Centro de Diagnostico BioLab

¢ Vidanalise Centro de Diagndstico

BioLab e Vidanalise sdo clinicas particulares localizadas em Juazeiro do Norte, cidade
mais habitada do interior do Ceara, sendo a principal da Regido Metropolitana do Cariri (RMC).
As clinicas recebem diariamente mulheres de toda a Regido do Cariri para realizar exames

laboratoriais, consultas médicas e o exame preventivo do cancer de colo do Utero.

Juazeiro do Norte, segundo dados do IBGE (2022), possui area territorial de 258,788
km2 e um total de 286.120 habitantes. A RMC esta a cerca de 500 km da capital Fortaleza e
atualmente, € composta por nove municipios: Juazeiro do Norte, Crato, Barbalha, Jardim,
Misséo Velha, Caririagu, Farias Brito, Nova Olinda e Santana do Cariri, conforme a figura 4.
A RMC possui uma area total de 5.456,01 km? (IBGE, 2010). Os testes para analise molecular
dos materiais foram realizados no Laboratdrio de Micobactérias da Faculdade de Medicina da

Universidade Federal do Ceard, em Fortaleza, Ceara.
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Figura 4 — Localizacdo e municipios da Regido Metropolitana do Cariri (RMC).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

4.3 Populacgéo do estudo e amostragem
As participantes do estudo foram mulheres que buscaram realizar seu exame preventivo
nas clinicas do estudo, onde, na oportunidade, foi apresentada a pesquisa para posterior

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e coleta das amostras.

O estudo contou com 166 participantes, através de uma amostragem ndo probabilistica
por conveniéncia. De cada participante foram coletadas amostras de trés sitios anatdmicos:

mucosa jugal, orofaringe e colo do Utero.

4.3.1 Critérios de incluséo
Foram convidadas a participar do estudo, mulheres com idade igual ou superior a 18
anos que estavam presentes nas clinicas do estudo e que fossem realizar seu exame preventivo

naquele momento. Todas as mulheres incluidas nesse estudo assinaram o TCLE.

4.3.2 Critérios de exclusédo

Foram excluidas do estudo as participantes que se negaram a fornecer as informagdes
necessarias para preenchimento do questionario e que tivessem realizado tratamento prévio de
cancer (quimioterapia e/ou radioterapia). As participantes com amplificacdo negativa ao gene

da B-globina humana foram excluidas das anélises bivariadas.
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4.4 Processo de coleta de dados e amostras bioldgicas
O processo de coleta dos dados e das amostras bioldgicas ocorreu a partir do

fluxograma a seguir.

Figura 5 — Fluxograma do processo de coleta de dados e amostras bioldgicas.

ETAPA 01 ETAPA 03 ETAPA 05
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ETAPA 02 Cagfdlgéi (glral Armazenamento
Assinatura do e Orofaringe das Amostras a

TCLE -20 °C

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Etapa 01 — Apresentacdo da Pesquisa: Seguindo as normas éticas, todo o processo da

pesquisa foi apresentado as participantes, incluindo seus riscos e beneficios.

Etapa 02 — Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE): Um

momento foi reservado para a leitura minuciosa e assinatura do termo pelas participantes.

Etapa 03 — Entrevista: Apds assinatura do Termo, um questionario foi aplicado com as
participantes para coleta de informac6es sociodemograficas, laboratoriais e sobre os habitos de

vida. O questionario encontra-se no Apéndice II.

Etapa 04 — Coleta da Mucosa Jugal e Orofaringe: A coleta da mucosa jugal foi realizada
utilizando escova citoldgica, enquanto a coleta da orofaringe foi realizada utilizando swab. O

processo de coleta esta descrito detalhadamente a seguir.

Etapa 05 — Coleta de Colo do Utero: A coleta da amostra de colo uterino foi realizada

utilizando escova endocervical. O processo de coleta esta descrito detalhadamente a seguir.
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4.4.1 Coleta da mucosa jugal e orofaringe

Para coletar as células da mucosa jugal localizada na cavidade oral, foram utilizadas
escovas citoldgicas estéreis da marca KOLPLAST®. As cerdas foram friccionadas na mucosa
jugal direita e esquerda em movimentos de cima para baixo. Para atender o protocolo de coleta,
as escovas foram imersas em 0,5 ml de solucdo tampéo Tris-EDTA pH 8,0 e em seguida os

microtubos foram armazenados a -20°C, conforme mostra a figura 6a.

Para coletar as células da orofaringe, foram utilizados swabs estéreis da marca
KOLPLAST®. Os swabs foram friccionados contra as paredes laterais da orofaringe em
movimentos rotacionais, evitando tocar nas tonsilas e Uvula. Os swabs também foram imersos
em 0,5 ml de solugéo tampéo Tris-EDTA pH 8,0 e armazenados em -20°C, conforme mostra a
figura 6b.

4.4.2 Coleta do colo do utero

A coleta do colo uterino foi realizada utilizando escova cervical estéril da marca
KOLPLAST®. As escovas foram imersas em 0,5 ml de solugio tampéo Tris-EDTA pH 8,0 e

em seguida os microtubos foram armazenados a -20°C.

Figura 6 (6a e 6b) — Microtubos com amostras coletadas da mucosa jugal e orofaringe.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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4.5 Transporte das amostras

As amostras foram transportadas de Juazeiro do Norte a Fortaleza em caixa térmica
contendo gelo reciclavel. Todas as amostras recebidas pelo Laboratorio de Micobactérias do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard (UFC) foram
registradas em uma planilha no aplicativo Excel. As amostras bioldgicas foram mantidas

congeladas a -20°C até o momento do processamento.

4.7 Processamento das amostras

4.7.1 Extracdo e quantificacdo do DNA

Para a extracdo do DNA dos raspados da mucosa jugal, orofaringe e do colo do Utero,
foi empregado o PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen) (figura 7), seguindo o
protocolo (apéndice I11) estabelecido pelo fabricante para extracdo de DNA de células humanas.

Antes da extracdo, as amostras foram descongeladas naturalmente a temperatura ambiente.

Figura 7 — Kit para extragdo de DNA de células animais da Invitrogen.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A quantificacdo do DNA foi realizada em nanoespectrofotometro NanoDrop 1000
(Thermo Scientific-Massachusetts, EUA), sendo cada microtubo identificado com sua
respectiva concentracdo de DNA. As amostras de DNA foram mantidas congeladas - 20°C, até

a realizacdo da PCR.
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4.7.2 PCR do controle interno - 3-globina humana

Todas as amostras foram analisadas quanto a presenca de células humanas, utilizando
o0 padrdo de amplificacdo do gene de proteina 3-globina. Foram empregados os iniciadores do
gene da B-globina PC04 e GH20 gerando produto de 268 pb conforme protocolo descrito por
Sotlar et al. (2004), mostrando o gel de agarose 1,5% em tampdo TBE 1x de produtos de
amplificagdo da regido L1 do HPV e do controle interno do gene B-globina (268 pb). As
amostras -globina DNA positivas foram submetidas a amplificacdo e tipagem do HPV, em
reacOes de multiplex nested PCR. As PCRs foram realizadas em Termociclador GenePro

(Bioer), conforme mostra a figura 8 (a-b).

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
4.7.3 Deteccédo do HPV por multiplex nested PCR

A deteccdo do HPV foi realizada a partir do DNA purificado, por meio da técnica
descrita por Sotlar et al. (2004), utilizando um conjunto de iniciadores que amplificam a regido
intergénica das proteinas E6 e E7 do HPV, com produto varidvel de 572 a 679 pb. A variagdo
de peso molecular do produto de amplificacdo da PCR E6 e E7 ocorre devido as varia¢fes na

sequéncia intergénica entre os tipos de HPV.
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Para a reacdo de multiplex foi preparado um mix dos iniciadores GP-E6-3F, GPE7-5B

e GP-E7-6B na concentragéo final de 50 pmol. O quadro 3 apresenta os componentes que foram

usados para a preparacao do mix.

Quadro 3 — Composicdo do mix paraa PCR E6 e E7 DO HPV.

Volume M1 M2
PCR E6/E7 (uL) x22 3
Go Taqg Green Master Mix M712C
PROMEGA 12,5 275 37,5
Primer mix GP-E6-3F/5B/6B, 50 pmol,
final 0.1-1.0 uM (0,5 pmol) (07/11/23) 0,25 5 0,75
Amostra DNA paciente, usar 200 ng total 2
ou Controle positivo: 100 ng/uL C. Positivo 10/(220) 2 (6)
Nuclease free water 10,25 49,5 30,75
VVolume calculado 25 550 75
VVolume nos microtubos 15 23

Fonte: Sotlar et al. (2004),

O preparo do mix foi realizado em cdmara de fluxo laminar em sala isolada (figura 9

a-b). Foi realizada a aliquotagem do mix em frascos de 0,2 mL. As respectivas quantidades de

DNA de cada amostra foram adicionadas posteriormente em area reservada. Os microtubos

contendo o mix e o DNA foram transferidos para o Termociclador GenePro (Bioer) para a

amplificacdo do DNA. A amplificacdo ocorreu nas seguintes condi¢des — desnaturacao inicial

a 94 °C por 4min, seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 40

°C por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 2 minutos e extensao final a 72 °C por 10 minutos. Os

resultados das PCRs da regido intergénica E6 e E7 foram considerados como positivo ou

negativo.
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Figura 9 (9a e 9b) — Preparo do mix em capela de fluxo laminar (sala exclusiva para preparo
de reagéo de PCR).

EXCLUSIWA PARA PREPARO DE
Wi D€ PCRE DIGESTAO ENZIMATICA

s O N, st oo PR
i s ¢ ocarzan

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Para a corrida eletroforética foi empregado 10 uL do produto de amplificagdo em gel de
agarose a 1,5% contendo 2,5 uL de solucéo de brometo de etidio 10 mg/mL. Foi adicionado 5
uL de marcador de 100 pb (Sinapse Inc.) para analise do produto de amplificacdo de E6 e E7
(figura 10). Por fim, ap0s as corridas eletroforéticas, os géis de agarose foram revelados em
transiluminador UV a 302 nm com ImageQuant 300 Capture (GE Healthcare®) e os produtos
foram analisados por comparacgéo de seus pesos moleculares (Sotlar et al.2004). Um exemplo
de produto da regido intergénica de E6/E7 é evidenciado na figura 11.



21

Figura 10 (10a e 10b) — Preparo da corrida eletroforética.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 11 — Amplificacdo de amostras das participantes com os iniciadores GP-E6-3F, GPE7-
5B e GP-E7-6B da regido intergénica dos genes E6 e E7 do HPV.

100pb1 2 34 5 6 7 8 9 10 111213 1415 16 17 18 19 20 CP CN 100pb

P FRPHT PP TR T 5

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A reacdo subsequente de tipagem foi realizada a partir de dois mixes, contendo
iniciadores para HPV de baixo e alto risco oncogénico. O mix HPV | continha iniciadores para
os tipos 16, 18, 31, 45 e 59, enquanto o mix HPV Il abrange os tipos 6/11, 33, 52, 56 e 58.
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Em cada reagéo foi empregado, como controle positivo de amplificacdo, DNA de HPV
de amostra de condiloma vulvar positiva para 0 HPV e, como controle negativo, utilizou-se
agua livre de nuclease substituindo o DNA.

Os produtos da PCR E6 e E7 foram empregados para a tipagem do HPV. Foram
preparados dois mixes de iniciadores, HPV 1 e 1, na concentragéo de 2 pmol cada. O mix HPV
| apresentou produtos de amplificagdo que variavam de 151 a 457 pb, enquanto o mix HPV I
variava de 181 a 398 pb, de acordo com Sotlar et al. (2004). Os resultados da tipagem do HPV
foram apresentados como negativo ou o tipo especifico de HPV.

As reacOes de amplificagcdes ocorreram no Termociclador Bioer de acordo com as
orientagdes previamente publicadas (Sotlar et al.2004), com desnaturacado inicial a 94 °C por
4min, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30segundos, anelamento a 56 °C por
30 segundos e extensdo a 72 °C por 45 segundos e extensdo final a 72 °C por 4 minutos. O

quadro 4 descreve os componentes dos mixes de tipagem do HPV.

Quadro 4 — Composicao do mix para a PCR de tipagem do HPV.

. . Volume Mix
Mix HPV tipagem L W2
Go Tag Green Master Mix M712C PROMEGA 12,5 300
Mix HPV | ou Il (25 pmol) 0,5 12
2uL do produto E6/E7 2,0 48
Nuclease free water 10,0 240
Volume Final 25 600
Volume nos microtubos 23

Fonte: Sotlar et al. (2004),

Ap0s as corridas eletroforéticas, os géis de agarose foram revelados em transiluminador
UV a 302 nm com ImageQuant 300 Capture (GE Healthcare®) e os produtos nos géis foram
analisados por comparacgdo de seus pesos moleculares. Os produtos respectivos para cada tipo
de HPV possuem os seguintes comprimentos (Sotlar et al., 2004) — HPV 16 (457pb), HPV 18
(322 pb), HPV 31 (263 pb), HPV 59 (215 pb) e HPV 45 (151 pb), HPV 33 (398pb), HPV 6/11
(334 pb), HPV 58 (274 pb), HPV 52 (229 pb), HPV 56 (181 pb). As figuras 12 e 13 sédo
exemplos de amplificages da tipagem do HPV em algumas amostras das participantes do

estudo.
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Figura 12 — Amplificacdo de amostras com os iniciadores especificos Mix 1 (tipos 16, 18, 31,
45 e 59) do gene E6/E7 do HPV.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Figura 13 — Amplificacdo de amostras com os iniciadores especificos Mix 2 (tipos 6/11, 33,
52, 56 e 58) do gene E6/E7 do HPV.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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4.8 Analises estatisticas

Foram confeccionadas tabelas de frequéncia absoluta e relativa, e aplicado o teste
de independéncia Qui-Quadrado. Também foi calculado a Razdo de Chances quando
possivel, de forma a quantificar as associacOes identificadas.

Ao se construir uma tabela de contingéncia, tem-se como principal objetivo
analisar a distribui¢do conjunta de duas variaveis qualitativas, pois de certo modo espera-
se que haja uma certa dependéncia entre as variaveis dispostas na referida tabela.

A razdo de chances ou razdo de possibilidades (em inglés: odds ratio), trata-se da
medida do grau de associacdo entre variaveis, nela utiliza-se uma tabela 2x2 para estimar
a grandeza dos efeitos por meio das observag6es da amostra. A razdo de chances (RC) é
definida como a razdo entre a chance de um evento ocorrer em um grupo e a chance de
ocorrer em outro grupo. Esses grupos podem ser, por exemplo, amostras de pessoas com
ou sem uma doenca, no qual se quer medir a chance dessa pessoa ter sido exposta a um
determinado agente ambiental; ou grupos/amostras para anélise estatistica, como homens

e mulheres, tratados e ndo tratados, etc.

4.9 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa foi submetido na Plataforma Brasil e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP/CONEP) com numero de parecer: 5.379.781 (Anexo I).

As pacientes presentes na clinica elegiveis a pesquisa formalizaram sua participacédo
através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — APENDICE 1),
apo6s tomarem conhecimento sobre 0s objetivos do trabalho, bem como os detalhes sobre os
procedimentos envolvidos e com devido esclarecimento do sigilo sobre os dados.
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5 RESULTADOS

A prevaléncia de HPV na orofaringe foi de 18,06%, com predominio dos genotipos
16, 52 e 58. Para a mucosa jugal, teve-se prevaléncia de 18,49%, predominando os genotipos
52, 16 e 58. No colo do utero a prevaléncia foi de 18,88%, se destacado os gendtipos 52, 58 e
16.

A Tabela 1 mostra as variéveis relativas ao perfil das 166 participantes da pesquisa.
Os dados apresentam informacdes sobre diversas variaveis demograficas e socioeconémicas.

Inicialmente, quanto ao estado civil, observa-se que a maioria das participantes é
casada, representando 54,22% do total, enquanto 45,18% sdo solteiras. A proporcdo de
individuos que ndo informaram ou preferiram n&o responder é minima, com apenas 0,60% do
total.

A média da idade é de 32 anos, com um desvio padrao de 10, indicando uma dispersao
moderada em torno da média. A idade variou de 18 a 74 anos.

A maioria das participantes (79,52%) possui pelo menos o ensino médio completo ou
esta cursando o ensino superior. Por outro lado, uma quantidade pequena da amostra (1,20%)
possui pouca ou henhuma instrugdo formal.

A maioria das participantes relatou que trabalha, seja exclusivamente (57,83%) ou
combinando trabalho e estudo (13,86%). No entanto, cerca de 19,28% néo esta envolvida nem
com o mercado de trabalho nem com estudos.

Cerca de 30,12% das pessoas recebem um salario-minimo, enquanto 24,70% ganham
entre 1 e 2 salarios-minimos. Por outro lado, 22,89% néo informaram sua faixa salarial.

Finalmente, em relacdo ao nimero de residentes nos domicilios, a distribuicdo é
relativamente equilibrada, com uma quantidade semelhante de domicilios com 2, 3 e 4 ou mais

pessoas, representando, respectivamente, 25,30%, 29,52% e 43,98% do total.

Tabela 1 — Descri¢éo do perfil sociodemografico das 166 participantes do estudo, Juazeiro do
Norte, Ceara.

Variavel N %
Estado Civil

Solteira 75 45,18
Casada 90 54,22
N&o sei/prefiro ndo responder 1 0,60
Total 166 100

Idade (anos)
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Média 32

Desvio Padrdo 10

Minimo 17

Méaximo 74
Escolaridade

Sem instrucdo 2 1,20
Fundamental I completo 5 3,01
Fundamental | completo/Fundamental Il incompleto 13 7,83
Fundamental 1l completo/Médio incompleto 14 8,43
Médio completo/Superior incompleto 104 62,65
Superior completo 28 16,87
Total 166 100
Ocupacéo

Trabalha 96 57,83
Estuda 15 9,04
Trabalha e estuda 23 13,86
Nao trabalha e nem estuda 32 19,28
Total 166 100
Salario Minimo?

Menos de 1 salario-minimo 25 15,06
Um (1) salario-minimo 50 30,12
Entre 1 e 2 salarios-minimos 41 24,70
Mais de 2 salarios-minimos 12 7,23
Nao sei/prefiro ndo responder 38 22,89
Total 166 100
Ndmero de Residentes

Moro sozinha 2 1,20
2 Pessoas 42 25,30
3 Pessoas 49 29,52
4 ou mais 73 43,98
Total 166 100

a/alor do salario-minimo: ano 2023 R$ 1.302,00 e ano 2022 R$ 1.212,00.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Na Tabela 2 temos as varidveis relacionadas a doencas prévias das participantes.
Avaliando a prevaléncia de doencas crénicas na amostra, das 166 participantes, 15,66%
relataram possuir alguma doenca cronica, enquanto a grande maioria (83,73%) declarou nao ter
nenhuma. Apenas uma pequena parcela (0,60%) preferiu ndo responder ou nao soube informar
sua condig&o.

Em relacdo as doencas cronicas especificamente, a distribuicdo foi variada entre as 26
participantes que relataram possuir alguma. As principais condi¢des mencionadas incluem

hipertensdo (15,38%), seguida por asma (11,54%) e tireoidite (19,23%). Outras doengas menos
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comuns também foram relatadas, como diabetes, endometriose, e IlGpus, cada uma
representando uma parcela menor da amostra.

Por fim, em relacdo a lesbes na cavidade oral, apenas 1,81% das participantes
relataram possuir tal condicdo no momento da coleta, enquanto a maioria (98,19%) declarou

ndo ter nenhuma leséo nessa regiéo.

Tabela 2 — Descricdo das doencas prévias relatadas pelas participantes, Juazeiro do Norte,

Ceara.

Variavel N %
Possui alguma doenca cronica

Sim 26 15,66
Néao 139 83,73
N&o sei/prefiro ndo responder 1 0,60
Total 166 100

Qual doenga cronica (N=26)

Alopecia Androgenética 1 3,85
Asma 3 11,54
Diabetes/Tireoidite 1 3,85
Endometriose 1 3,85
Gastrite Cronica 1 3,85
Hérnia de Disco 1 3,85
Hipertenséao 4 15,38
Hipertensao/Psoriase 1 3,85
Hipotireoidismo 1 3,85
Lapus 1 3,85
Pénfigo 1 3,85
Psoriase 1 3,85
Tireoidite 5 19,23
Lesdo atual na cavidade oral

Sim 3 1,81
N&o 163 98,19
Total 166 100

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Quanto ao etilismo, uma parcela muito pequena da amostra (2,41%) relatou fazer uso
de bebidas alcoolicas, enquanto a maioria (47,59%) afirmou ndo fazer uso. No entanto, é
notavel que metade dos participantes (50,0%) preferiu ndo responder essa pergunta, 0 que pode
indicar uma certa relutancia em discutir esse habito.

A maioria das participantes (98,8%) declarou ndo ser fumante.
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Quanto ao uso de drogas ilicitas, todas as participantes (100,0%) declararam néo fazer
uso, indicando uma baixa prevaléncia desse comportamento na amostra estudada em Juazeiro
do Norte.

Tabela 3 — Frequéncia em relacdo ao uso de bebidas alcodlicas, cigarro e drogas ilicitas,
Juazeiro do Norte, Ceara.

Variavel N %
Etilismo

Sim 4 2,41
Né&o 79 47,59
Na&o sei/prefiro ndo responder 83 50,00
Total 166 100
Tabagismo

Sim, com frequéncia 1 0,60
Sim, mas com pouca frequéncia 1 0,60
Né&o 164 98,80
Total 166 100
Uso de drogas ilicitas

Néao 166 100,00
Total 166 100

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A Tabela 4 apresenta informacdes referentes a métodos contraceptivos e utilizacdo de
vacina contra HPV. Percebe-se que 26,51% das participantes receberam a vacina para HPV,
enquanto 45,18% relataram ndo a ter recebido. Outras 28,31% das participantes preferiram nédo
responder ou ndo souberam informar se foram vacinadas.

Entre aquelas que receberam a vacina para HPV (N=44), a maioria (52,27%) recebeu
a vacina quadrivalente, enquanto 22,73% receberam a vacina nonavalente. Um ndmero
significativo (25,00%) preferiu ndo responder ou ndo soube informar o tipo de vacinacao.

Em relacdo ao uso de contraceptivos, 48,80% das participantes afirmaram utiliza-los,
enquanto 50,60% declararam nao o fazer.

Dentre as que utilizam contraceptivos (N=81), a maioria (79,01%) utiliza
anticoncepcionais hormonais, seguido pelo DIU (11,11%) e preservativos (9,88%).

Quanto a realizagdo do exame preventivo Papanicolaou, a grande maioria das

participantes (90,96%) afirmou ja té-lo realizado, enquanto 9,04% declararam nunca ter feito.
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Tabela 4 — Frequéncia das variaveis dos métodos contraceptivos e imunizacgéo contra HPV,

Juazeiro do Norte, Ceara.

Variaveis Frequéncia %
Vacina para HPV

Sim 44 26,51
Né&o 75 45,18
Né&o sei/prefiro ndo responder 47 28,31
Total 166 100
Tipo de vacina (N=44)

Quadrivalente 23 52,27
Nonavalente 10 22,73
Nd&o sei/prefiro ndo responder 11 25,00
Uso de Contraceptivo

Sim 81 48,80
Né&o 84 50,60
Total 166 100
Tipo de Contraceptivo (N=81)

Anticoncepcional 64 79,01
DIU 9 11,11
Preservativo 8 9,88
Prevencgéo (Papanicolau)

Sim 151 90,96
Nunca realizei 15 9,04
Total 166 100

8Quadrivalente: imunizacdo contra os subtipos 6, 11, 16 e 18; Nonavalente: imunizagdo contra
0s subtipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.1 Resultado da pesquisa na orofaringe e mucosa jugal

5.1.1 Pesquisa na orofaringe

Conforme resultados mostrados na Tabela 6, tem-se que os resultados da beta-globina
indicam que 144 (86,75%) das participantes apresentaram resultado positivo.

No que diz respeito ao HPV, 26 (18,06%) das 144 participantes apresentaram resultado
positivo na orofaringe.

Quanto a tipagem do virus, o HPV 16 foi o mais prevalente, encontrado em 11,11%
das participantes. Outros tipos identificados incluem HPV 33, HPV 52, HPV 56, HPV 58 e

HPV 59, cada um com uma prevaléncia inferior a 3%. E importante notar uma pequena parcela
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das participantes, cerca de 6,94%, apresentaram mais de um tipo de HPV nesse mesmo sitio
anatomico.

Em relacdo ao resultado final da pesquisa na orofaringe, 66 (45,83%) apresentaram

resultado positivo para HPV.

Tabela 6 — Frequéncia da positividade ao HPV na orofaringe, Juazeiro do Norte, Ceara.

Variaveis Frequéncia %
Beta-globina

POSITIVO 144 86,75
NEGATIVO 22 13,25
Total 166 100
HPV E6/E7 (N = 144)

POSITIVO 26 18,06
NEGATIVO 118 81,94
Total 144 100
Tipo HPV (N = 144)

E6/E7 positivo 22 15,28
HPV 16 16 11,11
HPV 52 10 6,94
HPV 16 e 52 6 4,17
HPV 58 3 2,08
HPV 6 e/ou 11 3 2,08
HPV 59 2 1,39
HPV 33 2 1,39
HPV 52 e 56 1 0,69
HPV 56 1 0,69
NEGATIVO 78 54,17
Total 144 100
Resultado Final Orofaringe (N = 144)

aHPV POSITIVO 66 45,83
HPV NEGATIVO 78 54,17
Total 144 100

aHPV positivo: positivo para E6/E7 e/ou gendtipo identificado.
Beta-globina positivo: representa material com células humanas.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.1.2 Pesquisa nas amostras de mucosa jugal

Conforme resultados mostrados na Tabela 7, tem-se que em relagdo ao teste de E6/E7,
somente 27 (18,49%) das participantes foram positivas.

No que diz respeito aos tipos especificos de HPV identificados, o HPV 52 foi 0 mais
prevalente, encontrado em 8,90% das participantes, seguido do HPV 16 presente em 7,53%.
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Outros tipos identificados incluem HPV 58, HPV 33, HPV 56 e HPV 6/11, cada um com uma
prevaléncia inferior a 3%. E importante notar que algumas participantes apresentaram mais de
um tipo de HPV, sugerindo coinfecgéo.

No resultado final do teste de escova oral, 55 (37,67%) participantes foram positivas
para HPV.

Tabela 7 — Frequéncia de positividade ao HPV nas amostras de mucosa jugal, Juazeiro do

Norte, Ceara.

Variaveis Frequéncia %
Beta-globina

POSITIVO 146 87,95
NEGATIVO 20 12,05
Total 166 100
E6/E7 (N = 146)

POSITIVO 27 18,49
NEGATIVO 119 81,51
Total 146 100
Tipo HPV (N = 146)

E6/E7 positivo 20 13,70
HPV 52 13 8,90
HPV 16 11 7,53
HPV 58 4 2,74
HPV 16 e 52 1 0,68
HPV 33 1 0,68
HPV 52 e 33 1 0,68
HPV 52 e 56 1 0,68
HPV 56 1 0,68
HPV 58 e 33 1 0,68
HPV 6/11 1 0,68
NEGATIVO 91 62,33
Total 146 100
Resultado Final Escova Oral (N = 146)

aHPV POSITIVO 55 37,67
HPV NEGATIVO 91 62,33
Total 146 100

aHPV positivo: positivo para E6/E7 e/ou gendtipo identificado.
Beta-globina positivo: representa material com células humanas.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.2 Pesquisa do HPV nas amostras de colo uterino
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Conforme resultados mostrados na Tabela 8, tem-se que no teste de E6/E7, 27
(17,88%) das participantes apresentaram resultado positivo.

Quanto aos tipos de HPV identificados, o HPV 52 foi o mais prevalente, encontrado
em 9,93% das participantes. Outros tipos identificados incluem HPV 16, HPV 58, HPV 33,
HPV 56 e HPV 6/11, sendo que algumas participantes apresentaram mais de um tipo de HPV,
indicando uma possivel coinfecc¢éo.

Na analise final da escova de colo, 72 (47,68%) participantes foram positivas para
HPV.

Tabela 8 — Descri¢éo da positividade ao HPV nas amostras de colo uterino, Juazeiro do Norte,

Ceara.

Variaveis Frequéncia %
Beta-globina

POSITIVO 151 91,52
NEGATIVO 14 8,48
Total 165 100
E6/E7 (N = 151)

POSITIVO 27 17,88
NEGATIVO 124 82,12
Total 151 100
Tipo HPV (N = 151)

E6/E7 positivo 18 11,92
HPV 52 15 9,93
HPV 58 6 3,97
HPV 16 4 2,65
HPV 16 e 56 4 2,65
HPV 6/11 4 2,65
HPV 33 3 1,99
HPV 45 3 1,99
HPV 16 e 58 2 1,32
HPV 52 e 33 2 1,32
HPV 52 e 6/11 2 1,32
HPV 56 2 1,32
HPV 18 1 0,66
HPV 31 e 56 1 0,66
HPV 45 e 52 1 0,66
HPV 56 E 33 1 0,66
HPV 56 e 58 1 0,66
HPV 58 e 33 1 0,66
HPV 6/11 ¢ 18 1 0,66
HPV 6/11 e 56 1 0,66
NEGATIVO 78 51,66
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Total 151 100

Resultado Final Escova de Colo (N = 151)

aHPV POSITIVO 72 47,68
HPV NEGATIVO 79 52,32
Total 151 100

aHPV positivo: positivo para E6/E7 e/ou gendtipo identificado.
Beta-globina positivo: representa material com células humanas.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.4 Analise bivariada da positividade ao HPV
5.4.1 Comparacao da positividade ao HPV na regido oral com a imunizacéo

Para esta analise, considerou-se como positivo para HPV na regido oral as
participantes que apresentaram o virus em pelo menos uma das amostras orais (swab de
orofaringe ou escova de mucosa jugal). A Tabela 9 mostra o resultado a associacdo desses
dados.

Os resultados da analise sobre HPV na regido oral e sua relacdo com a vacinagao
indicam que, entre as participantes vacinadas para HPV, 63,64% tiveram resultado positivo
para HPV na regido oral. Por outro lado, para aquelas que ndo foram vacinados, a porcentagem
de HPV positivo foi ligeiramente menor, com 56% positivos. No entanto, a diferenca na
distribuicdo de HPV entre os grupos vacinados e ndo vacinados ndo foi estatisticamente
significativa (p=0,414). Esse resultado indica que a vacinacao contra 0 HPV pode ndo ter um

impacto direto na presenca do virus na regido oral das participantes estudadas.

Tabela 9 — Associagéo da positividade ao HPV na mucosa jugal e orofaringe comparando com

a imunizacdo contra 0 HPV.

HPV (mucosa jugal e orofaringe)

Variaveis HPV positivo HPV negativo  Total p
N (%) N (%) N (%)
Vacina para HPV
Sim 28 (65,12) 15 (34,88) 43 0,4712
Né&o 42 (58,33) 30 (41,67) 72
Nao sei/prefiro ndo responder 26 (57,78) 19 (42,22) 45
Total 96 (60) 64 (40) 160

a. Valor p do teste Qui-Quadrado; b. Valor p do teste Exato de Fisher; Nota: Nao sei/prefiro ndo responder nao
utilizado no teste de significancia.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.4.2 Associagdo do HPV na mucosa jugal ou orofaringe e colo do utero.



34

Também é de interesse avaliar se existe uma interacdo entre 0 HPV na mucosa jugal
ou orofaringe e colo do Utero; na Tabela 10 é mostrado os resultados dessa analise. No Grafico
1 é possivel visualizar o diagrama que mostra os casos de HPV na regido oral e colo do tero,
e a quantidade de participantes que tiveram simultaneamente HPV nas duas regiGes. Foram

incluidas todas as participantes com beta globina positiva, totalizando 164 participantes validas.

Grafico 1 — Diagrama de Ven da presenca de HPV na regido oral e colo do Gtero.

Regido Oral -
(Mucosa Jugal e Orofaringe) Colodo Utero
49 47 25
U =164 participantes $=43

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Ao examinar a presenc¢a de HPV no colo do Gtero em relagdo a sua deteccao na regido
oral, observamos que 52,81% das participantes que testaram positivo para HPV no colo do Gtero
também tiveram resultado positivo para HPV na regido oral. Por outro lado, entre aquelas que
testaram negativo para HPV na regido oral, 38,98% foram positivos para HPV no colo do utero.
No entanto, a diferenca nas propor¢cdes de HPV positivo entre os grupos nao alcangou
significancia estatistica (p=0,099), sugerindo que a presenca de HPV na regdo oral pode ndo
estar fortemente associada a sua presenca no colo do Utero.

Quando analisamos o metodo de coleta especifico do HPV na regido oral, seja atraves
de swab da orofaringe ou escova oral, ndo encontramos diferencas estatisticamente
significativas na distribuicdo de HPV positivo entre os participantes que realizaram a coleta e
aqueles que ndo o fizeram. Para o swab (p=0,243) e para a escova (p=0,069), os valores “p”

ndo indicaram diferencas significativas, ao nivel de 95% de confianga, na associagéo entre a
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presenca de HPV na regido oral e no colo do utero, independentemente do método de coleta

utilizado.

Tabela 10 — Associacdo da positividade ao HPV na regido oral (mucosa jugal ou orofaringe) e

colo do Utero.

HPV no colo uterino

Variaveis HPV positivo  HPV negativo Total p
N (%) N (%) N (%)
HPV na mucosa jugal ou orofaringe
Sim 47 (52,81) 42 (47,19) 89 0,0992
Né&o 23 (38,98) 36 (61,02) 59
Total 70 (47,3) 78 (52,7) 148
HPV na orofaringe
Sim 32 (51,61) 30 (48,39) 62 0,384%
Né&o 40 (44,44) 50 (55,56) 90
Total 72 (47,37) 80 (52,63) 152
HPV na mucosa jugal
Sim 29 (58%) 21 (42%) 50 0,066%
Né&o 43 (42,16%) 59 (57,84%) 102
Total 72 (47,37%) 80 (52,63%) 152

a. Valor p do teste Qui-Quadrado
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.4.3 Associacdo do HPV na mucosa jugal ou orofaringe e variaveis sociodemogréaficas e

clinicas

Foi realizada também a associacdo do HPV na regido oral com as variaveis

sociodemogréficas e clinicas coletadas, de forma a identificar os fatores de risco para infeccédo

por HPV.

Tabela 11 — Comparacdo das variaveis sociodemograficas por HPV na mucosa jugal ou

orofaringe.

HPV (mucosa jugal ou orofaringe)
Variaveis HPV positivo HPV negativo  Total p

N (%) N (%) N (%)

Estado Civil
Solteira 43 (59,72) 29 (40,28) 72 0,878%
Casada 53 (60,92) 34 (39,08) 87
Total 96 (60,38) 63 (39,62) 159
Escolaridade
Sem instrucio 2 (100) 0 (0) 2 0,203°
Até ensino médio incompleto 17 (56,67) 13 (43,33) 30
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Médio completo/Superior incompleto 56 (56) 44 (44) 100

Superior completo 21 (75) 7 (25) 28

Total 96 (60) 64 (40) 160

Ocupacéo

Trabalha 54 (58,7) 38 (41,3) 92 0,196%
Estuda 8 (53,33) 7 (46,67) 15

Trabalha e estuda 10 (47,62) 11 (52,38) 21

Né&o trabalha e nem estuda 24 (75) 8 (25) 32

Total 96 (60) 64 (40) 160

Salario Mensal

Menos de 1 salario minimo 13 (54,17) 11 (45,83) 24 0,886%
Um (1) sal&rio minimo 26 (55,32) 21 (44,68) 47

Entre 1 e 2 salarios minimos 23 (58,97) 16 (41,03) 39

Mais de 2 sal&rios minimos 8 (66,67) 4 (33,33) 12

Né&o sei/prefiro ndo responder 26 (68,42) 12 (31,58) 38

Total 96 (60) 64 (40) 160

NUmero de Residentes

Moro sozinha 1 (50) 1 (50) 2 0,870°
2 Pessoas 26 (65) 14 (35) 40

3 Pessoas 29 (60,42) 19 (39,58) 48

4 ou mais 40 (57,14) 30 (42,86) 70

Total 96 (60) 64 (40) 160

a. Valor p do teste Qui-Quadrado; b. Valor p do teste Exato de Fisher.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

A Tabela 11 mostra que, em relacdo ao estado civil, tanto mulheres solteiras quanto

casadas apresentaram proporc¢des semelhantes de HPV positivo na regido oral, com 59,72% das

solteiras e 60,92% das casadas apresentando HPV positivo.

Em relacdo a escolaridade, a presenca de HPV na regido oral ndo mostrou uma relacéo

clara com o nivel de escolaridade das participantes. As propor¢des de HPV positivo variaram
de 100% entre as mulheres sem instrugédo a 75% entre aquelas com ensino superior completo.

No que se refere a ocupacdo das mulheres com diferentes status ocupacionais
apresentaram proporgdes semelhantes de HPV positivo na regido oral, variando de 47,62%
entre aquelas que trabalham e estudam a 75% entre aquelas que ndo trabalham e nem estudam.

Quanto ao salario mensal, ndo houve uma relacdo clara entre o salario mensal e a
presenca de HPV na regido oral. As proporcGes de HPV positivo variaram de 54,17% entre
aquelas com salario inferior a um salario-minimo a 66,67% entre aquelas com mais de dois
salarios-minimos.

Em relacdo ao numero de residentes, diferentes configuracbes de moradia nao

pareceram influenciar a presenca de HPV na regido oral. As proporgdes de HPV positivo
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variaram de 50% entre aquelas que moram sozinhas a 57,14% entre aquelas com quatro ou mais
residentes no domicilio.

Embora nenhuma das variaveis tenha mostrado uma associacdo estatisticamente
significativa com a presenca de HPV na mucosa jugal ou orofaringe, esses dados caracterizam

a distribuicdo do HPV nas participantes.

Tabela 12 - Doencas prévias das participantes por presenca de HPV na regido oral.

HPV (mucosa jugal ou orofaringe)

Variaveis HPV positivo ~ HPV negativo Total p
N (%) N (%) N (%)
Possui alguma doenca cronica
Sim 17 (65,38) 9 (34,62) 26 0,5222
Né&o 78 (58,65) 55 (41,35) 133
Total 95 (59,75) 64 (40,25) 159
Possui lesdo na cavidade oral
Sim 1(33,33) 2 (66,67) 3 0,564°
Né&o 95 (60,51) 62 (39,49) 157
Total 96 (60) 64 (40) 160

a. Valor p do teste Qui-Quadrado; b. Valor p do teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Baseado nos resultados apresentados na Tabela 12, pode-se concluir que, em relagédo
a possuir alguma doenca crénica, a presenca de HPV na mucosa jugal ou orofaringe nédo
mostrou uma associagdo estatisticamente significativa com a presenga de alguma doenca
crbnica (p=0,522). Entre as participantes com doenca cronica, 65,38% apresentaram HPV
positivo, enquanto entre aquelas sem doencga cronica, 58,65% foram positivas para HPV.

No que se refere a possuir lesdo na cavidade oral, a presenca de lesdo também néo
mostrou uma associacao significativa com o HPV na regido oral (p=0,564). Apenas 33,33% das
participantes com lesfes na cavidade oral foram positivas para HPV, enquanto 60,51% daquelas
sem lesdes foram positivas.

Esses resultados indicam que ndo houve uma associagéo estatisticamente significativa
entre a presenca de HPV na regido oral e as condic¢des de salde investigadas.

Quanto ao uso de bebidas alcéolicas mostradas na Tabela 13, também ndo houve

significancia estatistica.

Tabela 13 — Uso de bebidas alcéolicas com prevaléncia de HPV na mucosa jugal ou orofaringe.
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HPV (mucosa jugal ou orofaringe)

Variaveis HPV positivo HPV negativo  Total p
N (%) N (%) N (%)

Uso de bebidas alcoolicas

Sim 2 (66,67) 1(33,33) 3 12

Né&o 42 (54,55) 35 (45,45) 77

Né&o sei/prefiro ndo responder 52 (65) 28 (35) 80

Total 96 (60) 64 (40) 160

a. Valor p do teste Exato de Fisher
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Ja na Tabela 14 é mostrada a relagdo com uso de contraceptivo. Conclui-se que, quanto
ao uso de contraceptivo, das participantes que utilizam contraceptivo, 53,25% apresentaram
HPV positivo. Essa diferenca teve teste de significancia estatistica ndo significativo, valor p =
0,075.

Ao analisar os diferentes tipos de contraceptivo, ndo foi encontrada uma associa¢ao
estatisticamente significativa com a presenca de HPV na regiéo oral (p=0,228). As proporcdes
de HPV positivo variaram de 48,33% entre aquelas que utilizam anticoncepcional a 77,78%
entre aquelas com DIU.

Quanto a realizacdo do exame ginecolégico preventivo (Papanicolaou), ndo foi
encontrada uma associacao significativa entre os resultados do exame de Papanicolaou e a
presenca de HPV na mucosa jugal ou orofaringe (p=0,819). Tanto entre aquelas que realizaram
0 exame guanto entre agquelas que nunca o fizeram, as propor¢cdes de HPV positivo foram

semelhantes.

Tabela 14 — Uso de contraceptivo e exame Papanicolaou por presenca HPV na mucosa jugal

ou orofaringe.

HPV (mucosa jugal ou orofaringe)

Variaveis HPV positivo HPV negativo ~ Total p
N (%) N (%) N (%)
Uso de Contraceptivo
Sim 41 (53,25) 36 (46,75) 77 0,0752
Né&o 55 (67,07) 27 (32,93) 82
Total 96 (60,38) 63 (39,62) 159
Tipo de Contraceptivo
Anticoncepcional 29 (48,33) 31 (51,67) 60 0,228°
DIU 7 (77,78) 2 (22,22) 9

Preservativo 5 (62,5) 3 (37,5) 8
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Total 41 (53,25) 36 (46,75) 77

Prevencao (Papanicolaou)

Sim 88 (60,27) 58 (39,73) 146 0,819?
Nunca realizei 8 (57,14) 6 (42,86) 14

Total 96 (60) 64 (40) 160

a. Valor p do teste Qui-Quadrado; b. Valor p do teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

5.4.4 Associa¢do do HPV na mucosa jugal ou orofaringe e colo uterino com variaveis

sociodemograficas e clinicas
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Tabela 15 — Associagdo das variaveis sociodemograficas com HPV na regido oral e colo

uterino.
HPV na mucosa jugal ou orofaringe e no
Variaveis 5 CO'OI\T;)””O — 0 RC (IC 95%)
N (%) N (%) N (%)
Estado Civil
Solteira 29 (38,67) 46 (61,33) 75 0,011 2,45(1,22-4,92)
Casada 18 (20,45) 70 (79,55) 88 1
Total 47 (28,83) 116 (71,17) 163
Escolaridade
Sem instrucéo 0 (0) 2 (100) 2 1P
Até ensino médio incompleto 9 (28,13) 23 (71,88) 32
Médio completo/Superior 30 (29,41) 72 (70,59) 102
incompleto
Superior completo 8 (28,57) 20 (71,43) 28
Total 47 (28,66) 117 (71,34) 164
Ocupacéo
Trabalha 24 (25,53) 70 (74,47) 94 0,656"
Estuda 6 (40) 9 (60) 15
Trabalha e estuda 7 (30,43) 16 (69,57) 23
Né&o trabalha e nem estuda 10 (31,25) 22 (68,75) 32
Total 47 (28,66) 117 (71,34) 164
Salério Mensal
Menos de 1 salario minimo 5 (20) 20 (80) 25 0,261°
Um (1) salario minimo 15 (30,61) 34 (69,39) 49
Entre 1 e 2 salarios minimos 14 (35) 26 (65) 40
Mais de 2 sal&rios minimos 1(8,33) 11 (91,67) 12
Né&o sei/prefiro ndo responder 12 (31,58) 26 (68,42) 38
Total 47 (28,66) 117 (71,34) 164
Residentes
Moro sozinha 1 (50) 1 (50) 2 0,346b
2 Pessoas 8 (19,51) 33(80,49) 41
3 Pessoas 16 (33,33) 32 (66,67) 48
4 ou mais 22 (30,14) 51 (69,86) 73
Total 47 (28,66) 117 (71,34) 164

a. Valor p do teste Qui-Quadrado; b. Valor p do teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Conforme resultados da Tabela 15, conclui-se que houve uma associagédo

estatisticamente significativa entre o estado civil e a presenca de HPV na regiéo oral e no colo

uterino (p=0,011). Mulheres solteiras apresentaram uma proporc¢ao significativamente maior de
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HPV na regido oral e no colo uterino (38,67%) em comparagdo com mulheres casadas
(20,45%). A razdo de chances (RC) foi de 2,45 (IC 95%: 1,22 — 4,92), indicando que mulheres
solteiras tém 2,45 vezes mais chances de ter HPV simultaneamente na mucosa jugal ou
orofaringe e no colo uterino em comparagdo com mulheres casadas.

Avaliando a presenca de doencas prévias, e uso de bebidas alcodlicas, ndo foi possivel
identificar nenhuma relagéo significativa com a prevaléncia de HPV conjuntamente na mucosa

jugal ou orofaringe e o colo uterino.

Tabela 16 - Doencas prévias das participantes por presenca de HPV na regido oral e colo

uterino.

HPV na mucosa jugal ou orofaringe e no colo uterino
Variaveis Sim Nao Total p

N (%) N (%) N (%)

Possui alguma doenca cronica
Sim 8 (30,77) 18 (69,23) 26 0,8122
Né&o 39 (28,47) 98 (71,53) 137
Total 47 (28,83) 116 (71,17) 163
Possui lesdo na cavidade oral
Sim 0 (0) 3 (100) 3 0,558°
N4o 47 (29,19) 114 (70,81) 161
Total 47 (28,66) 117 (71,34) 164

a. Valor p do teste Qui-Quadrado; b. Valor p do teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Tabela 17 — Uso de bebidas alc6olicas com prevaléncia de HPV na regido oral e colo uterino.

HPV na mucosa jugal ou orofaringe e colo uterino

Variaveis Sim Nao Total P
N (%) N (%) N (%)
Uso de bebidas alcéolicas
Sim 1 (25) 3(75) 4 0,833?
Néo 24 (30,77) 54 (69,23) 78
Na&o sei/prefiro ndo responder 22 (26,83) 60 (73,17) 82
Total 47 (28,66) 117 (71,34) 164

b. Valor p do teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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Por fim na Tabela 18 é destacado que mulheres que utilizam DIU apresentaram uma

proporcdo maior de HPV na regiéo oral e colo uterino (55,56%) em comparacgdo com aquelas

que utilizam anticoncepcional (20,97%). Porém essa diferenca ndo foi significativa.

Tabela 18 — Uso de contraceptivo e exame Papanicolaou por presenca HPV na regido oral e

colo uterino.
HPV na mucosa jugal ou orofaringe e colo
Variaveis - uterir~10 p
Sim N&o Total
N (%) N (%) N (%)
Uso de Contraceptivo?
Sim 21 (26,58) 58 (73,42) 79 0,538%
Né&o 26 (30,95) 58 (69,05) 84
Total 47 (28,83) 116 (71,17) 163
Tipo de Contraceptivo
Anticoncepcional 13 (20,97) 49 (79,03) 62 0,061°
DIU 5 (55,56) 4 (44,44) 9
Preservativo 3(37,5) 5 (62,5) 8
Total 21 (26,58) 58 (73,42) 79
Prevencao (Papanicolaou)
Sim 42 (28,19) 107 (71,81) 149 0,765"
Nunca realizei 5 (33,33) 10 (66,67) 15
Total 47 (28,66) 117 (71,34) 164

a. Valor p do teste Qui-Quadrado; b. Valor p do teste Exato de Fisher.

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).
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6 DISCUSSAO

Este € o primeiro estudo que avaliou a prevaléncia de genétipos do HPV na mucosa
jugal, orofaringe e colo uterino de mulheres em Juazeiro do Norte, Ceara. Esta pesquisa
explorou a presenca de 9 tipos de HPVs de alto risco (16, 18, 31, 33, 45, 52, 56, 58, 59) e 2
tipos de HPVs de baixo risco (6 e 11), na mucosa jugal, orofaringe e colo uterino de mulheres
de Juazeiro do Norte, utilizando o teste molecular de multiplex nested PCR, para detec¢édo e

genotipagem.

Atualmente, a PCR é considerada o método mais eficaz na deteccdo de HPV pela
sensibilidade e especificidade, aléem de revelar a prevaléncia de diferentes gendtipos
coexistentes (ABREU, 2012; ZHOU et al., 2015; LAWSON, 2018). O uso de técnicas
inadequadas, a escolha de iniciadores menos sensiveis e, ainda, a aplicacdo da técnica em
tecidos embebidos com parafina, que comprometem a integridade do DNA, podem resultar em
erros quando se deseja estimar a prevaléncia do HPV (WANG et al., 2012; DELGADO-
GARCIA, 2017; MASTORAKI et al., 2020).

A deteccdo do HPV em 18,06% na orofaringe das participantes € um dado
significativo, uma vez que estudos prévios indicam que a prevaléncia pode variar dependendo
da populacéo estudada e dos métodos de detec¢do utilizados. Por exemplo, Hidalgo-Tendrio et
al. (2023) observaram prevaléncia de HPV na orofaringe de 13% em uma populacdo da
Espanha, sendo o HPV 16 mais frequente. Gillison et al. (2012) observaram uma prevaléncia
de HPV de 6,9% na orofaringe em uma populacdo dos Estados Unidos, apresentando o HPV

16, também, como o mais prevalente.

Na mucosa jugal das participantes, a frequéncia de HPV foi de 18,49%. No nosso
estudo o HPV 52 foi o mais prevalente, encontrado em 8,9% das participantes, seguido pelos
HPV 16 e 58. Este achado é importante, pois, embora o HPV 52 nio seja frequentemente o foco
principal dos estudos, sua deteccao sugere a necessidade de uma maior atencao e investigagao
sobre sua associagdo com doengas orais. Segundo estudo de Coutlée ef al. (2007), o HPV 52 ¢
um dos gendtipos de alto risco frequentemente encontrados em infecgdes anogenitais, e sua

presenca na cavidade oral pode implicar em risco de desenvolvimento de neoplasias orais.

Nossos achados foram semelhantes aos encontrados por Colpani et al. (2020), que em
revisdo sistematica e metanalise, encontraram uma média de positividade do HPV na cavidade

oral da populacao brasileira de 12%. Zambrano-Rios et al. (2019) reforcaram as evidéncias da
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necessidade de mais estudos quanto a presenga de HPV na cavidade oral e orofaringe de

individuos saudaveis.

No presente estudo, a frequéncia de HPV foi semelhante nas amostras de swab de
orofaringe e escova da mucosa jugal. Entretanto, na mucosa jugal houve uma quantidade
ligeiramente menor de HPVs de alto risco. Esse dado corrobora com o que estd descrito na
literatura. A regido orofaringea ¢ mais susceptivel a infeccdo por HPVs de alto risco, devido ao
tipo de epitélio reticulado nas criptas tonsilares e abundante tecido linfoide nas tonsilas
palatinas e base de lingua. As criptas tonsilares sdo bem invaginadas, o que favorece a infec¢ao

persistente por HPV e possibilita a carcinogénese (RIETH ef al., 2018; MEHANNA, 2023).

Apesar do HPV ser amplamente aceito como um fator de risco para cancer na regiao
oral, especula-se a capacidade deste virus amplificar o papel carcinogénico de fatores de risco

como o tabagismo e etilismo (PIRMORADI et al., 2024)

Estudos de metandlise indicam que, mundialmente, o HPV 16 é o mais prevalente,
seguido pelo HPV 18. No entanto, a frequéncia e os tipos de HPV podem variar de acordo com
a regido geografica, com a populacdo e os sitios anatdmicos investigados e os métodos de
analise. Trabalhos anteriores apontam que os quatro tipos de HPV de alto risco mais prevalentes
nas Américas do Sul e Central s&o os geno6tipos 16, 18, 52 e 58 (WENTZEENSEN et al., 2007;
VERNET-TOMAS et al., 2015).

Com relagdo a tipagem do virus em amostras de orofaringe, o HPV 16 também foi o
mais prevalente, encontrado em 11,1% das participantes, seguido dos tipos 52 e 58. Este dado
corrobora com a literatura, que aponta o HPV 16 como o gendtipo mais frequentemente
associado a canceres orofaringeos. A presenca de outros tipos, como HPV 33, HPV 52, HPV
56, HPV 58 e HPV 59, cada um com uma prevaléncia inferior a 3%, destaca a diversidade de
tipos de HPV que podem infectar a orofaringe, embora menos comumente associados a

malignidades.

Ainda na orofaringe, a deteccdo simultanea de multiplos tipos de HPV em 6,9% das
participantes sugere coinfecgdes, que podem ter impacto significativo na progressao da
infeccdo e na resposta ao tratamento (NA ef al. 2023). Isso ressalta a necessidade de um
monitoramento rigoroso e de estratégias de preveng¢ao, como a vacinagao, que abranja multiplos

tipos de HPV.
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A pratica do sexo oral tem sido reconhecida como um importante fator de risco para a
infeccdo por HPV na regido oral. Estudos epidemioldgicos demonstram uma associagdo clara
entre o sexo oral e a presenga de HPV na regido oral, especialmente entre individuos que
praticam sexo oral sem protecao. D'Souza et al. (2007) investigou os comportamentos sexuais
associados a infec¢do por HPV oral e encontrou que o sexo oral ¢ um fator significativo para a
presenca do virus na regido oral. Optamos por ndo incluir perguntas sobre a pratica de sexo oral
em nosso questionario por razoes €ticas e metodologicas. Primeiramente, o tema poderia ser
considerado invasivo e desconfortavel para muitas participantes, o que resultaria em uma taxa
de resposta menor e em dados potencialmente enviesados. Além disso, perguntas de natureza
sexual podem levantar preocupacdes sobre privacidade e confidencialidade, mesmo que
garantidas, pode afetar a disposicdo das participantes em participar do estudo de maneira

honesta.

No colo do ttero, o HPV 52 foi identificado como o tipo mais prevalente, encontrado
em 9,93% dos participantes, seguido pelos HPV 58 e 16. Apesar das coletas terem sido
realizadas em duas clinicas particulares, contando com 166 participantes, a prevaléncia de HPV
foi de 17,88%, semelhante ao observado mundialmente (BRUNI et al., 2010; CIAPPONI, 2011;
POP-BRASIL, 2020).

Este achado ¢ relevante, pois, embora o HPV 52 ndo seja o tipo mais comumente
associado ao cancer cervical, estudos mostram que ele possui um potencial oncogénico
significativo. O estudo realizado por Clifford et al. (2005) indicou que o HPV 52, junto com
outros genotipos de alto risco, estd frequentemente associado a lesdes intraepiteliais cervicais

de alto grau.

Além do HPV 52, outros tipos identificados no colo uterino incluem: HPV 16, HPV
58, HPV 33, HPV 56 e HPV 6 e 11. O HPV 16, encontrado em menos participantes do estudo,
¢ amplamente reconhecido como o tipo de HPV mais fortemente associado ao cancer cervical.
Sua presenca, mesmo em menor prevaléncia, € clinicamente significativa devido ao seu alto
potencial oncogénico. Algumas participantes apresentaram mais de um tipo de HPV, indicando
coinfec¢do. Coinfecgdes por multiplos tipos de HPV podem aumentar o risco de persisténcia
viral e progressao para lesdes de alto grau no colo uterino. Segundo um estudo de Chaturvedi
et al. (2011), a coinfeccao com multiplos tipos de HPV pode influenciar negativamente a

resposta imune e aumentar o risco de cancer na cérvice uterina.
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Neste estudo, mulheres solteiras apresentaram uma proporc¢ao significativamente
maior de HPV na regido oral e colo uterino (38,7%) em comparagdo com mulheres casadas
(20,5%). Esses achados indicam que o estado civil pode influenciar na exposicdo e na
prevaléncia do HPV, refletindo possiveis diferengas nos comportamentos sexuais € outros
fatores associados. Estudos anteriores tém descrito esta maior prevaléncia entre as mulheres
sem parceiro fixo. No estudo realizado por Duarte et al. (2017) em 353 mulheres ribeirinhas da
Amazonia, foi possivel observar que a prevaléncia do HPV foi 3 vezes maior entre as mulheres

que nao tinham parceiro fixo, em comparagdo com as que tinham parceiro fixo.

Os resultados deste estudo indicam que mulheres que utilizam DIU apresentaram uma
proporcao maior de infeccdo por HPV na mucosa jugal, orofaringe e colo uterino (55,6%) em
compara¢do com aquelas que utilizam anticoncepcionais orais (30%). No entanto, ¢ importante
notar que essa diferenca ndo alcancou significancia estatistica. Castellsagué et al. (2011)
realizou uma analise sobre o uso de DIU e sua associacdo com infec¢do do colo uterino pelo
HPV e o risco de cancer cervical. Os resultados apontam que o uso do DIU pode atuar como
um cofator protetor na carcinogénese cervical. A imunidade celular desencadeada pelo

dispositivo pode ser um dos varios mecanismos que explicam essa protecao.

No nosso estudo, a maioria das mulheres relataram ja ter realizado o Papanicolaou
(90,96%), em comparagdo aquelas que nunca haviam realizado (9,0%). A taxa elevada de
mulheres que afirmaram ja ter realizado o exame preventivo indica uma boa adesao a principal
estratégia de preven¢do ao cancer de colo uterino. Isso € crucial para a detec¢do precoce de

lesdes precursoras do cancer.

Entre as participantes que foram vacinadas contra o HPV, 63,6% apresentaram
resultado positivo para HPV na regido oral. Por outro lado, entre as ndo vacinadas, a
porcentagem de resultados positivos foi de 56%. E importante considerar que esses resultados
podem ser influenciados por diversos fatores, como o comportamento sexual, a exposi¢ao
prévia ao virus antes da vacinagao, ou até mesmo, a infec¢ao por gendtipos de HPVs cuja vacina
nao confere imunizagdo. O estudo realizado por Chaturvedi et al. (2011) aponta que a infecgao
oral por HPV esta fortemente associada ao nlimero de parceiros sexuais orais € ao tabagismo.
Portanto, a maior prevaléncia de HPV oral entre os vacinados poderia refletir diferencas

comportamentais entre os grupos estudados.

Na atualidade, devido as mudangas nos hébitos sexuais da populagdo em geral, como

inicio precoce da vida sexual, as caracteristicas epidemioldgicas das infec¢des por HPV nos
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orgdos genitais € em outros sitios anatdmicos modificaram, com maior exposi¢do a infeccao
dos pacientes com idade precoce, tornando o HPV uma infec¢do endémica (D'SOUZA et al.,

2007; NAGHAVI et al., 2016).

A principal limitacdo deste estudo foi contar com dois pontos de coleta, sendo
representados por duas clinicas privadas. No entanto, a concentracio nessas clinicas permitiu
uma execuc¢ao mais viavel e controlada do estudo. A escolha por um grupo mais homogéneo e
acessivel facilita a obten¢do de resultados iniciais que podem ser validados e expandidos em
estudos subsequentes. Considera-se, ainda mais, que estudos incluindo mulheres atendidas em
instituicdes publicas, como nas Unidades Basicas de Saude, poderiam traduzir de forma mais
fiel a distribuicdo dos gendtipos no municipio de Juazeiro do Norte. Nossos resultados
enfatizam a necessidade de estudos mais amplos que avaliem a prevaléncia e a distribuicao do
HPV na Regido do Cariri, Ceard. Por apresentar como objetivo principal determinar a
prevaléncia do HPV e dos seus genotipos, este estudo teve o seu propdsito alcangado.
Recomenda-se que estudos futuros incluam uma amostragem mais ampla e diversificada para

validar e expandir os achados apresentados.

A escolha das duas clinicas privadas foi primariamente motivada pela facilidade de
acesso e a infraestrutura necessaria para a realizacao do estudo. Estas clinicas ja possuiam um
historico de colaboracdo com equipes de pesquisa, permitindo um fluxo de informacg6es mais
eficiente e um ambiente mais controlado para a coleta de dados. A incluséo de instituigdes do

setor publico exigiria uma coordenacdo mais complexa e recursos adicionais.
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7 CONCLUSAO

A prevaléncia do HPV, nos sitios anatbmicos estudados nas mulheres de Juazeiro do
Norte, foi semelhante ao observado no Brasil e no mundo. Os trés genotipos mais frequentes na

orofaringe, mucosa jugal e colo uterino das participantes foram os HPVs 16, 52 e 58.

Na regido oral, a prevaléncia de HPVs de alto risco foi maior na orofaringe, em

comparagdo com a mucosa jugal.

Mulheres solteiras apresentaram uma propor¢do maior de HPV simultaneamente na

mucosa jugal ou orofaringe e colo uterino em comparagdo com mulheres casadas.
Consideragdes finais

Mulheres que utilizam DIU apresentaram proporcdo maior de HPV simultaneamente
HPV simultaneamente na mucosa jugal ou orofaringe e colo uterino em comparagcdo com as

gue usam anticoncepcionais orais.

O HPV se mostrou menos prevalente nas mulheres que nunca haviam realizado a exame

preventivo antes dessa pesquisa

Portanto, embora os resultados atuais fornecam informacdes iniciais sobre a prevaléncia
do HPV nessa populacdo, é necessario acompanhar o papel da vacinacdo na prevaléncia do

virus nessa regido e potencializar as estratégias de prevencao e tratamento.
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Apresentagao do Projeto:

O presente estudo tem como objetivo avaliar a prevaléncia da infecgdo pelos HPVs 6/11, 16, 18, 31, 33, 45,
52, 56, 58 e 59 em mulheres residentes em Juazeiro do Norte, Ceara. Existe caréncia de informagdes da
prevaléncia do HPV em diferentes regiées geograficas do Brasil e da prevaléncia em outros sitios
anatémicos além da regido cervical, assim como de estudos que pesquisem na mesma populagdo em
diferentes regiées anatdomicas. Com isso, espera-se estabelece o perfil sécio-econémico-cultural e os
subtipos de HPV presentes no colo uterino e na cavidade oral de mulheres atendidas em clinicas do
municipio de Juazeiro do Norte, Ceara.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a prevaléncia da infecgdo pelos HPVs 6/11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 56, 58 e 59 em mulheres
residentes em Juazeiro do Norte, Ceara.

Objetivo Secundario:

- Analisar os dados demograficos, laboratoriais e comportamentais das participantes associadas com a
infecgdo pelo HPV. ---- Determinar a

frequéncia e os tipos de HPV na cavidade oral e do colo uterino das participantes.

- Estimar alteragdes da prevaléncia do HPV nesta populagéo atribuida a vacinagao.

- Estudar a correlagdo entre o HPV identificado na cavidade oral e o HPV presente no colo uterino.
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Continuacao do Parecer: 5.379.781

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O risco associado a pesquisa é de exposicdo de dados, porém para evitar esse problema todas as
participantes serdo identificadas por numeros, excluindo qualquer forma de rastreio das participantes.
Beneficios:

Identificar os tipos de HPVs mais recorrentes na regido e o perfil epidemiolégico da populagéo afetada
mostra-se uma estratégia eficaz para a criagdo de campanhas educacionais direcionadas para o publico-
alvo a infecgdo, com o intuito de qualificar o conhecimento e minimizar as estimativas de novos casos de
canceres provocados pelo virus

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto em questdo esta bem escrito, de boa leitura e entendimento. Esta incluido desenho do estudo,
introducgdo, revisdo, objetivos, metodologia, cronograma de atividades, orcamento e outros. A documentacéo
exigida pela RESOLUCAO 466/2012/CNS/MS que regulamenta os estudos aplicados aos seres humanos
esta incluida.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos de apresentagdo do trabalho estdo coerentes com o tema abordado e o rigor da

ética em pesquisa

Recomendacgoes:

O projeto de pesquisa esta devidamente instruido para que o mesmo seja executado. Portanto o parecer é
favoravel a sua APROVACAO.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Aprovado

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Outros TERMO_DE_FIEL_DEPOSITARIO_BIO| 06/03/2022 | MATHEUS MOURA | Aceito

LAB.pdf 13:38:57 | DOS SANTOS
Cronograma CRONOGRAMA .pdf 06/03/2022 | MATHEUS MOURA | Aceito
13:36:59 | DOS SANTOS
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UTILIZACAO DE DADOS.pdf 16:23:33 | DOS SANTOS
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APENDICE | - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Estudo “PERFIL-SOCIO-ECONOMICO-CULTURAL E FATORES
DE RISCO PARA HPV EM MULHERES DE JUAZEIRO DO NOTE, CEARA.”

e Vidanalise Centro de Diagnostico
e Centro de Diagnostico BioLab Analises

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estad sendo convidado pelo pesquisador Matheus Moura dos Santos
como participante da pesquisa intitulada “PERFIL SOCIO-ECONOMICO-
CULTURAL E FATORES DE RISCO PARA HPV EM MULHERES DE JUAZEIRO
DO NOTE, CEARA. Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia
atentamente as informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que
todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Os avancos na area da saude ocorrem através de estudos como este, por
isso a sua participacdo € importante. O objetivo deste estudo é compreender a
frequéncia do HPV, comparando com as caracteristicas clinicas e
comportamentais da participante. Estas informacdes podem servir de auxilio no
desenvolvimento de a¢des que busquem o controle e a prevencdo desta doenca.
Caso vocé participe, serd necessario responder um questionario com quinze
perguntas que leva cerca de dez minutos para ser respondido integralmente. O
guestionario tem perguntas pessoais como idade, escolaridade, renda,
antecedente pessoal, consumo de cigarros, de bebida alcodlica, atividade sexual,
historico de doengas sexualmente transmissiveis e vacina contra HPV. Caso vocé
experimente algum desconforto ao responder o questionario, podera deixar de
responder as questdes que eventualmente Ihe causarem incébmodo. Seré realizado
um exame de deteccdo do virus. Nao sera feito nenhum procedimento que lhe
traga qualquer desconforto ou risco a sua vida.

Serd realizada uma répida coleta de células da sua cavidade oral e,
aproveitando que vocé ir4 realizar o Papanicolau, uma pequena guantidade de
amostra do colo uterino também seréa coletada para a realizacdo da pesquisa.

Vocé podera ter todas as informagdes que quiser e podera ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquer momento, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participacdo no estudo, vocé ndo receberé qualquer tipo de
pagamento, mas ter4 a garantia de que todas as despesas necessarias a
realizacdo da pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Seu nome néao
aparecera em qualquer momento no estudo, pois vocé sera identificado com um
numero (registro do laboratorio).
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Endereco dos responsaveis pela pesquisa:

Nome: Dr2 Cristiane Cunha Frota
Instituigao: Universidade Federal do Ceard

Enderego: Departamento de Patologia e Medicina Legal, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceard, Rua Monsenhor Furtado, S/N. Rodolfo Tedfilo, Fortaleza

Telefones para contato: (085) 3366-8303.

Nome: Matheus Moura dos Santos
Instituigdo: Universidade Federal do Ceard

Endereco: Departamento de Patologia e Medicina Legal, Faculdade de Medicina,
Universidade Federal do Ceard, Rua Monsenhor Furtado, S/N. Rodolfo Tedfilo, Fortaleza

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracéo ou divida, sobre a sua participacéo
na pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC/PROPESQ
— Rua Coronel Nunes de Melo, 1000 - Rodolfo Tedfilo, fone: 3366-8344. (Horério:
08:00- 12:00 horas de segunda a sexta-feira).

O CEP/UFC/PROPESQ ¢ a instancia da Universidade Federal do Cearéa responsavel

pela avaliacdo e acompanhamento dos aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos.

O abaixo assinado anos, RG:

, declara que é de livre e espontanea vontade
gue esta como participante de uma pesquisa. Eu declaro que li cuidadosamente
este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apés sua leitura, tive a
oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteudo, como também sobre a
pesquisa, e recebi explicacbes que responderam por completo minhas duvidas.
E declaro, ainda, estar recebendo uma via assinada deste termo.

Fortaleza, /1

Nome do participante da pesquisa (preencher abaixo):

Nome do pesquisador Data (D/M/A): Assinatura

Nome da testemunha (se o voluntario  Data (D/M/A): Assinatura
nao souber ler)

Nome do profissional (que aplicou o Data (D/M/A): Assinatura
TCLE)
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1. Caracterizagdo Sdcio-Econémico-Demogréfica
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Cadigo da
Pergunta

Pergunta

Cadigo do Descritor

Cadigo da
Resposta

01.

IDADE

ANos

IDADE

02.

ESTADO CIVIL

1.
2.
3.

Solteira
Casada
Prefiro ndo responder.

ESTACIVIL

03.

ESCOLARIDADE

1.
2.
3.

Sem instrucéo.
Fundamental | completo.
Fundamental | completo/Fundamental Il

incompleto.

4,

Fundamental 1l completo/Médio

Incompleto.

. Médio completo/Superior incompleto
. Superior completo.
. N&o sei/ndo quer responder.

ESCOL

04.

OCUPACAO

. Trabalha.

. Estuda.

. Trabalha e estuda.

. Nao trabalho e nem estuda.
. Ndo sei/ndo quer responder.

OCuUP

05.

SALARIO MENSAL (SE
TRABALHA)

. Menos de 1 salario minimo.
. Um (1) salario minimo.

. Entre 1 e 2 salarios minimos.
. Mais de 2 salarios minimos.
. N&o sei/ndo quer responder.

SALM

06.

NUMERO DE RESIDENTES

OB WOWNRFRPORMONRPRPIODMONDENO O

. Moro sozinha.

. 2 Pessoas.

. 3 Pessoas.

. 4 ou mais.

. N&o quero responder.

RESID

2. Patologias Associadas

Cadigo da
Pergunta

Pergunta

Cadigo do Descritor

Caddigo da
Resposta

07.

DOENCA CRONICA

. Sim.
. Néo.
. N&o sei/ndo guero responder

DOENCR

08.

QUAL DOENCA CRONICA

DCRON

09.

DIAGNOSTICO DE IST

N -

. Sim.
. Néo.
. N&o sei/ndo guero responder

ISTDIAG

10.

QUAL IST

IST

11.

LESAO NA CAVIDADE ORAL

N

. Sim
. Néo
. Prefiro ndo responder

CAVIORAL




3. Analise dos Habitos
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el eh Pergunta Cadigo do Descritor Gl et
Pergunta Resposta
1. Sim, com frequéncia.
USO DE BEBIDAS 2. Sim, mas com pouca frequéncia.
12 ALCOOLICAS 3. Néo ALCOOL
4. Prefiro ndo responder.
1. Sim, com frequéncia.
13, FUMA 2. Si~m, mas com pouca frequéncia. FUM
3. Néo
3. Prefiro ndo responder.
14. FUMA HA QUANTO TEMPO (tempo em anos) FUMTEM
1. Sim, com frequéncia.
15. USO DE DROGAS ILICITAS g ﬁl';‘) mas com pouca frequencia. DROG
3. Prefiro ndo responder.
USO DE DROGAS ILICIAS HA DROGTEM
16. QUANDO TEMPO (tempo em anos)
1. Sim.
17. VACINA PARA HPV 2. N&o. VACHPV
3. N4o sei/ndo quero responder.
1. Rede Publica
18. TIPO DE VACINA PARA HPV | 2. Rede Privada VACTIPO
3. N4o sei/prefiro ndo responder.
. 1. Sim
19 USO DE METODOS > Nio METCONT
' CONTRACEPTIVOS ' N
3. Prefiro ndo responder.
20 QUAL METODO CONTRAC
) CONTRACEPTIVO?
3. Dados Laboratoriais
Coelmp ea Pergunta Cddigo do Descritor Szl et
Pergunta Resposta
x 1. Sim.
21. (ITDiAI;LAINZ Ioc%iiE\)/ENQAO 2. Nunca realizei. PAPA
3. Prefiro ndo responder.
1. Normal, sem nenhuma alteracéo.
22. COMO FOI O RESULTADO 2. Alterado, deu alguma alteracio. PAPADIAG
3. Ndo lembro/ndo quero responder.
1. Sim.
23. TESTE POSITIVO PARA HPV | 2. Néo. HPVPOS
3. N&o sei/ndo quero responder.
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APENDICE Il - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA (PureLink™ Genomic
DNA Mini Kit, INVITROGEN)

invitrogen

1. Ao receber a amostra, registrar e manter congelada em freezer (-20 °C) até 0 momento da extracdo
do DNA.

2. Para a extracao de bidpsias: deixar a biopsia a temperatura ambiente para descongelar por até 10
minutos. Transferir a bi6psia para uma placa de Petri estéril e cortar em pequenos fragmentos com auxilio
de bisturi. Transferir os fragmentos, com auxilio da ponta da ponteira e bisturi, para o microtubo original.
Para a extracao de Swabs: Transferir o Swab para um microtubo estéril, previamente identificado, e
cortar a haste com auxilio de bisturi. Para a extragao de escovas: N&o é necessario preparo prévio.

3. Adicionar 180 pL de PureLink ™ Genomic Digestion Buffer (n° 1) - permite a ruptura da membrana
plasmética - e 20 pL de Proteinase K (n° 2) ao tubo - digestdo enzimatica (hidrolise das proteinas -
quebra das histonas e consequente quebra da membrana nuclear, colocando o DNA em suspenséo.
Certifique-se de que o tecido esta completamente imerso na mistura do tampao.

4. Agitar em vortex - ruptura mecénica - e incubar a 55 °C - temperatura 6tima de atuagéo da enzima -
em Thermo-shaker a 250 rpm (ou banho seco). Geralmente deixa-se a amostra overnight (18 - 20 horas).

5. Adicionar 20 pL de RNase A (n° 3) - promovera a eliminagéo de qualquer RNA residual por digestéo,
antes de ligar as amostras a membrana de silica - misturar bem por vortex breve e incubar a temperatura
ambiente durante 2 minutos (deixar em repouso na estante, em cima da bancada).

6. Adicionar 200 uL de PureLink ™ Genomic Lysis / Binding Buffer (n° 4) - permite alta ligagéo do
DNA na coluna de silica - e misturar bem por agitagéo em vortex para se obter uma solu¢do homogénea.

7. Adicionar 200 pL de Etanol 100% ao lisado - o etanol promove uma transigéo estrutural na molécula
de DNA, resultando em agregagéo e precipitagdo. Misturar bem por agitacdo em vértex para se obter
uma solu¢do homogénea.

8. Retire uma coluna PureLink ™ Spin - coluna que contém resina de silica, que promove a ligagéo
Seletiva do DNA.

9. Adicionar o lisado (~ 640 pL) para a coluna PureLink ™ Spin. Dica: utilizar a ponteira amarela (pipeta
de 200 uL) para evitar transferir pedagos de biopsias que possam entupir a coluna.

10. Centrifugar a coluna a 10.000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente.

11. Descartar o tubo coletor e colocar a coluna de centrifugagdo em um novo tubo coletor PureLink ™
Collection fornecido com o kit.

12. Adicionar 500 pL de Wash Buffer 1 (n° 5) - o tampédo de lavagem tem o objetivo de retirar as
impurezas. O DNA permanece ligado a coluna de silica. Atengao: verificar se o etanol ja foi adicionado
previamente ao tampao.

13. Centrifugar a coluna a 10 000 rpm durante 1 minuto a temperatura ambiente.
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14. Rejeitar o tubo coletor e colocar a coluna de centrifugacdo em um outro tubo PureLink™ Collection
fornecido com o kit.

15. Adicionar 500 uL de Wash Buffer 2 (n° 6) - o tamp&o retira as impurezas; o0 DNA permanece ligado
a coluna de silica. Atengao: verificar se o etanol ja foi adicionado previamente ao tampéo.

16. Centrifugar a coluna a velocidade maxima (13.000 rpm) durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Descartar o tubo coletor.

17. Colocar a coluna de centrifugagdo em um microtubo estéril de 1,5 mL previamente identificado (retirar
a tampa — cortar com auxilio de tesoura previamente higienizada com alcool 70%).

18. Adicionar 50 pL de PureLink™ Genomic Elution Buffer (n° 7) a coluna. Escolher o volume de
eluicdo adequado para as suas necessidades (utiliza-se geralmente 50 uL — pode variar de acordo com
a quantidade estimada de DNA alvo na amostra clinica). Através do tampéo de elui¢do o DNA sera eluido
através da coluna, pois 0 mesmo possui baixa forga iénica (pH 9,0).

19. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto (deixar em repouso na estante). Centrifugar a
coluna a velocidade maxima (13.000 rpm) durante 2 minutos a temperatura ambiente.

20. O tubo coletor contém DNA purificado. Descartar a coluna. Tampar o microtubo e quantificar o DNA
em espectrofotometro NanoDrop®.

21. Identificar o microtubo (tampa e corpo) indicando o NUMERO DA AMOSTRA, INICIAIS DO
PACIENTE, [DNA] e DATA. Inserir os dados no livro de protocolo e na planilha do Google Drive.
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