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RESUMO

OBJETIVOS: Identificar genotipos de HPV de alto risco em citologias em meio liquido com
diagnostico de atipias escamosas e carcinoma escamoso. METODOS: Foi realizado estudo
de corte transversal utilizando 165 citologias em meio liquido com atipias escamosas ¢ 149
sem atipias. Nesse material foi realizado genotipagem do HPV por PCR em tempo real. O
material foi processado pelo Sistema Cobas® 4800 (Roche), que apresenta trés canais de
detecgdo, para HPV 16, HPV 18, e HPV AR (outros doze genétipos de HPV de alto risco).
RESULTADOS: Foram analisados 75 casos de ASC-US, 62 LSIL, 8 ASC-H, 12 HSIL ¢ 8
carcinomas escamosos. A média etaria foi de 32,2 anos no grupo sem atipias, 31,1 anos para
ASC-US e LSIL, 41,2 anos para ASC-H e HSIL e 43,1 anos para CEC. Houve 112 casos
positivos para HPV (68%) no grupo com atipias, sendo 72% de positividade para HPV AR,
18% de HPV 16 e 10% de HPV 18. Somente nos casos de ASC-US a frequéncia de HPV
positivo e negativo foi semelhante (1:1). Nas demais, a quantidade de casos HPV positivo
ultrapassou a de negativos. No grupo de citologias sem atipias, foram encontrados 40 casos
positivos para HPV (26%), sendo 68% de positividade para a sonda HPV AR, 17% de HPV
18 e 15% de HPV16. Predominaram deteccdes por uma Unica sonda em ambos 0s grupos
(88% e 84%). No grupo com atipias, a combina¢do mais presente foi HPV AR e 16 (57%); e
nos casos sem atipias, foi HPV AR e 18 (68%) e houve um Unico caso positivo para os trés
canais neste grupo. CONCLUSOES: A prevaléncia de outros 12 genétipos de alto risco de
HPV (que ndo 16 e 18), foi frequente, em citologias com e sem atipias escamosas, associados
ou ndo aos genotipos 16 e 18. A relacao de atipias escamosas com HPV 16 e HPV AR foi
significativa. Os dados obtidos estdo em concordancia com a literatura quanto a existéncia de
uma heterogeneidade na distribui¢do dos diversos genétipos e sua associacdo mais frequente
conforme o nivel de atipia.

Palavras-chave: Papillomavirus Humano 16. Papillomavirus Humano 18. Rea¢ao em Cadeia

da Polimerase em Tempo Real. Genétipo. Doencas do Colo do Utero.



ABSTRACT

OBJECTIVES: To identify high-risk HPV genotypes in liquid-based cytology smears
(SurePath®) with diagnosis of squamous atypia and squamous carcinoma. METHODS: This
was a cross-sectional study using 165 liquid-based cytology with squamous atypia and 149
without atypia. HPV genotyping by real-time PCR was performed on this material. The
material was processed by COBAS® 4800 System (Roche), which has three detection
channels: HPV 16, HPV 18, and HPV HR (other twelve high-risk genotypes). RESULTS:
We analyzed 75 cases of ASC-US, 62 LSIL, 8 ASC-H, 12 HSIL and 8 squamous carcinomas.
The average age was 32.2 years in the group without atypia, 31.1 years for ASC-US and
LSIL, 41.2 years for ASC-H and HSIL and 43.1 years for SCC. There were 112 positive cases
for HPV (68%) in the group with atypia: 72% positive for HPV AR, 18% of HPV16 and 10%
of HPV 18. Only in ASC-US group, HPV positive and negative frequency was similar (1:1).
In the others, the amount of HPV positive cases surpassed negative ones. In the group of
cytology without atypia were found 40 positive cases for HPV (26%): 68% positive for HPV
AR probe, 17% of HPV18 and 15% of HPV16. Detections by a single probe predominated in
both groups (88% and 84%). In the group with atypia the most prevalent combination was
HPV16 and HPV HR (57%); and in cases without atypia was HPV18 and HPV HR (68%) and
there was a single positive case for three channels in this group. CONCLUSIONS: The
prevalence of other 12 high-risk HPV genotypes (not 16 and 18), was frequent in cytology
with and without squamous atypia, associated or not with genotypes 16 and 18. The
connection of squamous atypia with HPV 16 and HPV HR was significant. The data obtained
are in agreement with the literature regarding the existence of heterogeneity in the distribution
of different genotypes and their most frequent association as the level of atypia.

Keywords: Human papillomavirus 16. Human papillomavirus 18. Real-Time Polymerase

Chain Reaction. Genotype. Uterine Cervical Diseases.
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1 INTRODUCAO

As doencas sexualmente transmissiveis (DSTs) tornaram-se um importante
problema de saude publica nas ultimas décadas, principalmente nos paises menos
desenvolvidos, os quais sdo detentores de 80% dos casos de infec¢do pelo Papilomavirus

humano (GIRALDO et al., 2008).

O HPV (Papilomavirus humano) ¢ um dos agentes que mais causam DST no
mundo, em homens e mulheres, sobressaindo-se por sua alta frequéncia de infec¢des genitais.
Pelo menos 50% dos individuos irdo entrar em contato com o virus durante a vida. Na
populacdo feminina geral, a prevaléncia global ¢ de 11,7% (BRUNI ef al., 2014). De acordo
com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), mais de 630 milhdes de pessoas (1:10) estao
infectadas pelo HPV no mundo. No Brasil, sdo estimados 700 mil novos casos por ano,

podendo ser considerado uma epidemia (FEDRIZZI, 2011; GIRALDO et al., 2008).

Evidéncias tém demonstrado clara rela¢do entre o Papilomavirus humano (HPV) e
neoplasias anogenitais e extragenitais (KONDO et al., 2012; ZUR HAUSEN, 2009). O cancer
de colo uterino ¢ a segunda neoplasia mais frequente entre as mulheres em todo o mundo,
segundo a [International Agency for Research on Cancer (IARC) (FERRAZ; SANTOS;
DISCACCIATI, 2012) e no Brasil, ¢ o terceiro tumor mais comum na popula¢ao feminina, e a

quarta causa de morte feminina por cancer (INCA, 2014).

Tendo em vista a heterogeneidade de achados sobre os gendtipos de HPV
conforme a populagdo estudada e sua relacdo com lesdes pré-invasoras e invasoras escamosas
do colo uterino, faz-se necessario estudar mulheres atendidas na cidade de Fortaleza — Ceara,

Brasil, para definir esta associacdo e comparar com achados de outros centros de pesquisa.
1.1 O papilomavirus humano

O HPV ¢ um virus DNA icosaédrico, ndo envelopado, pertencente a familia
Papillomaviridae e ao género Papilomavirus. Possui um capsideo com 72 capsdmeros, e
genoma em dupla fita circular, com cerca de 8.000 pares de bases. Seu genoma em dupla fita
circular possui oito regides: as fases de leitura aberta e uma regido ndo-codificadora. As
primeiras sdo organizadas em trés regides: a regido precoce (Early) composta pelos genes E1,
E2, E4, ES, E6 e E7, a regido tardia (Late), com os genes L1 e L2, e a regido controladora
longa (LCR) ou upstream regulatory region (URR). Os genes E1 e E2 codificam proteinas

para replicagdo do DNA e controle da transcricdo génica. A proteina E4 ¢ expressa nas fases
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tardias de infec¢do e tem relagdo com alteracdo da matriz intracelular, maturacdo e liberagao
de novas particulas virais, e a ela se atribui a formagdo do coildcito, célula caracteristica de
infec¢des por HPV. As proteinas E6 e E7 participam da amplificagdo do genoma viral. E as
regiodes tardias L1 e L2 codificam proteinas do capsideo viral, durante os Gltimos estagios da

replicagdo (FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012).

Consta na literatura que mais de 200 tipos de HPV ja foram identificados, e que
aproximadamente 40 tém a capacidade de infectar o trato genital feminino (FERRAZ;
SANTOS; DISCACCIATI, 2012). Em geral, ttm a capacidade de infectar e induzir
desenvolvimento de lesdo em epitélio de pele e mucosas. Atualmente ja foram isolados,
caracterizados e aceitos 170 tipos (DE VILLIERS et al., 2004; DE VILLIERS, 2013). Esses
varios tipos sdo classificados como de baixo ou de alto risco, de acordo com seu potencial
oncogénico (FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012). Sao HPV de baixo risco mais
frequentes: 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81 e os de alto risco mais frequentes: 16, 18,
31, 33, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 66, 73 e 82, sendo os HPV 6, 11, 16 e 18 os responsaveis pela
maioria das lesdes (MUNOZ et al., 2003).

1.2 Epidemiologia da infec¢io pelo HPV

A infeccdo genital pelo HPV ¢ considerada a DST mais frequente em todo o
mundo entre homens e mulheres, com prevaléncia global estimada de 11,7% (BRUNI et al,
2010) em mulheres sexualmente ativas com achados citoldégicos normais, com declinio da
prevaléncia com aumento da idade (GIRALDO et al., 2008). Em todas as regides estudadas,
costuma apresentar dois picos de prevaléncia, o primeiro em idades mais jovens, por volta da
segunda e terceira década de vida (abaixo de 25 anos) e, particularmente nas Américas e na
Africa, um rebote em idades mais avangadas, a partir da quinta década de vida (a partir de 45

anos). (BRUNI et al., 2010; WANG et al., 2014).

A prevaléncia de infecgdes subclinicas pelo HPV em grupos com faixa etaria de
grande atividade sexual chega a ser maior que 40% nas mulheres com uma taxa anual de
infeccdo de 10 a 15%. A partir dos 30 anos, essa prevaléncia cai para 5 a 10%
(CASTELLSAGUE, 2008), sugerindo o desenvolvimento de imunidade HPV tipo especifica,
e hd um segundo pico de prevaléncia a partir de 50 anos (FEDRIZZI, 2011).

Lesdes verrucosas podem estar presentes em cerca de 1% dos adultos

sexualmente ativos. Um estudo longitudinal realizado com jovens sem nenhum contato
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sexual, encontrou uma incidéncia de 7,9% de infec¢do por HPV. Em mulheres que tinham
relagdes sexuais somente com mulheres, encontrou-se HPV em infecg¢do genital, em 19% da

populagdo estudada (FEDRIZZI, 2011).

A distribuicao dos tipos de HPV parece ser varidvel de acordo com os paises ou
regides (BRUNI et al, 2010; SERRANO et al., 2014). Os cinco tipos mais detectados no
mundo todo, de acordo com metanalise de Bruni et al. (2010), foram HPV 16 (3.2%), HPV 18
(1.4%), HPV 52 (0.9%), HPV 31 (0.8%), e HPV 58 (0.7%). H4 algumas evidéncias de que o
HPV 16 pode persistir por maior tempo, tendo assim maior disseminacao do que os demais

tipos (FEDRIZZI, 2011; RODRIGUES et al., 2009).
1.3 Atipias escamosas

Atipias escamosas sdo alteragdes citoldgicas envolvendo células escamosas da
cérvix uterina, que podem ou ndo estar associadas ao HPV. Segundo a terminologia de
Bethesda 2001 sdao consideradas atipias escamosas: ASC-US (A#ypical Squamous Cells of
Undetermined Significance ou Células escamosas atipicas de significado indeterminado),
ASC-H (Atypical squamous cells - cannot exclude high-grade squamous intraepithelial
lesion ou Células escamosas atipicas - ndo se pode excluir lesdo de alto grau), LSIL (Low-
grade squamous intraepithelial lesion ou Lesdo intraepitelial de baixo grau), HSIL (High-
grade squamous intraepithelial lesion ou Lesao intraepitelial de alto grau) e o carcinoma de

células escamosas (CEC) (MARCHETTA; DESCAMPS, 2007).

Estima-se que 8 a 10% das mulheres com esfregaco de ASC-US e que pelo menos
80% das pacientes com ASC-H apresentam lesdes de alto grau subjacentes (SOLOMON et al,
2001). E sabido também que cerca de 83% das pacientes com LSIL tém HPV de alto risco
(SOLOMON et al., 2001; THE ALTS GROUP, 2000). Entretanto, esta claro que a
prevaléncia da infeccdo por HPV de alto risco diminui com a idade nas LSIL

(MARCHETTA; DESCAMPS, 2007).

De acordo com a CAP-ASCCP (College of American Pathologists and the
American Society for Colposcopy and Cervical Pathology) em publica¢do de recomendagdes
recente intitulada The LAST Project, o Papilomavirus humano interage com o epitélio
escamoso de duas formas, basicamente. Na primeira, ha producao viral, mas as lesdes sao
transitorias, caracterizando processos que ja foram denominados de lesdes de baixo grau,

neoplasia intra-epitelial grau 1, displasia leve e condiloma. Em algum momento do ciclo de
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vida do virus, a infec¢do por Papilomavirus humano no epitélio escamoso produz lesdo de
baixo grau, embora nem sempre clinicamente detectavel. E, a segunda forma de interacao
entre epitélio e HPV ¢ caracterizada por lesdes geralmente classificadas como pré-cancerosas,
o que acontece quando ¢ perdido o equilibrio entre expressdao do gene viral e diferenciagao
epitelial. Sabe-se que a superexpressio do oncogene viral leva a proliferacdo celular,
produzindo uma expansdo clonal de células relativamente indiferenciadas, clinicamente
caracterizada por detec¢ao viral persistente, anormalidades colposcopicas e risco aumentado

de transformag¢ao maligna (DARRAGH et al., 2012).

Os tipos 6 e 11 sdo responsaveis por mais de 90% das verrugas anogenitais em
ambos os sexos € 25% das lesdes intra-epiteliais cervicais de baixo grau. Os tipos 16 e 18
estdo associados a cerca de 25% das lesdes intra-epiteliais escamosas de baixo grau, 50% das
de alto grau, 70% dos carcinomas epidermdides (FEDRIZZI, 2011; DE SANJOSE, 2010). Ha
variacdo, de acordo com a regido do globo estudada, quanto aos principais tipos de HPV
associados ao cancer de colo de utero e suas lesdes precursoras (BRUNI et al., 2010;
GIRALDO et al., 2008; SERRANO et al., 2014). Porém os tipos 16 e 18 sdo os mais
frequentes no mundo inteiro, e no Brasil sdo responsaveis por 55,3% e 14,1% dos casos de
cancer cervical, respectivamente (GIRALDO ef al., 2008). Os tipos 16 e 18 parecem
apresentar um potencial oncogénico maior em relagdo aos demais virus (RODRIGUES et al.,

2009).

1.4 Métodos de deteccao de lesoes associadas ao HPV

Em adicdo ao teste de Papanicolaou, tradicionalmente usado hé décadas para
rastreamento de cancer de colo uterino, novas tecnologias tém sido acrescidas ao conjunto de
testes diagnosticos disponivel para a detecgc@o precoce desse tipo de neoplasia, entre as quais
estdo incluidos a citologia em meio liquido (CML) e os testes para deteccdo do HPV por

captura hibrida (CAETANO et al., 2006) e reacao em cadeia de polimerase (PCR).

Os métodos de biologia molecular disponiveis atualmente t€ém dado consideravel
contribuicdo para o diagndstico e identificacio de infecgdes pelo HPV. Além disso, o
desenvolvimento de novos testes diagnosticos imuno-histoquimicos para deteccdo de
marcadores tumorais, permite que se identifiquem casos com maior risco de progressao

(ELEUTERIO Jr et al., 2007).
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Através de técnicas de biologia molecular de alta sensibilidade, pode ser
encontrado HPV de alto risco em praticamente 100% dos canceres cervicais. DNA de HPV
pode ser detectado em 70 a 90% das lesdes intra-epiteliais de alto grau, 20 a 50% das lesdes
de baixo grau e em 50% de lesdo citologicas de significado indeterminado

(CASTELLSAGUE, 2008).

Os tipos virais mais frequentes nos casos de carcinoma invasivo sao HPV 16, 18,
31, 33,39, 45, 52, 58 ¢ 59 (BERNARD et al., 2013). A detec¢do de DNA de HPV tem sido
usada como marcador de prognostico nos casos de citologia com mais de uma interpretagao,
como nos casos de ASC-US podendo ser um preditor de lesdo de alto grau co-existente, e tem
sensibilidade maior e melhor custo-beneficio em relagdo a repeti¢do da citologia ou mesmo a

colposcopia imediata, com ou sem biépsia (CASTELLSAGUE, 2008).

Em uma meta-analise realizada para avaliar a precisdo do teste de DNA HPV
(captura hibrida 2), como uma alternativa a repeticao da citologia em mulheres que tiveram
resultados ambiguos em exame de Papanicolau, a literatura publicada indica que o teste de
DNA HPV melhorou a precisdo (maior sensibilidade e especificidade similar) do que a
repeti¢do da citologia nos casos de ASC-US, com resultado histologico de NIC II (ARBYN et
al., 2004). O rastreio primario de HPV seguido de triagem por citologia pode ser uma
estratégia mais favordvel para identificar NIC II ou mais, com possibilidade de intervalos

entre triagens seguros e mais longos (IBANEZ et al., 2014).
1.4.1 Citologia em meio liquido (CML)

A citologia em meio liquido ¢ um método em que as células sdo imersas em
liquido conservante antes da fixacdo da lamina. A amostra cervical ¢ similar & convencional,
porém passa por centrifugacio (SurePath®) e filtragdo apos dispersio (ThinPrep®) em
suspensdo liquida, para obtencdo da monocamada de células preservadas, em processo

automatizado (ANSCHAU; GONCALVES, 2006; BD CELL, 2015; THE THINPREP, 2010).

Isso evita o ressecamento do material e reduz a quantidade de artefatos e de
exames insatisfatorios, portanto, gerando melhor qualidade dos resultados, com sensibilidade
potencialmente maior do que a do teste de Papanicolaou. Além disso, o material pode ser
também utilizado para diagndstico de outras infec¢des sexualmente transmissiveis, como
clamidia, gonococcia, ¢ Papilomavirus humano, por meio de biologia molecular (CAETANO

et al., 2006; SHERMAN et al., 1997).
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A citologia em meio liquido foi originalmente desenvolvida e aprovada para a
preservagdo e preparacao de células para rastreio de cancer. Existe um interesse crescente no
uso de citologia em meio liquido para rastreio primario para HPV, de forma que as amostras
positivas, entdo seriam submetidas a citologia, genotipagem do tipo de HPV, ou outro método

de triagem (AGREDA et al., 2013).
1.4.2 Métodos de Biologia Molecular

As técnicas amplamente utilizadas para a deteccdo de DNA de HPV sdo a PCR e
hibridagdo em fase liquida como, a Captura Hibrida. Sdo analises qualitativas e somente a
captura hibrida ¢ quantitativa. A captura hibrida 2 (CH2) pode detectar a maioria dos
genotipos de HPV cancerigenos, porém tem alguma limitagdes, como: reacdo cruzada com
gendtipos de HPV nao-cancerigenos, como 11, 54 e 66, que reduziria o valor preditivo
positivo e a especificidade clinica, além da incapacidade de identificar tipos especificos e
infec¢cdes multiplas e falta de um controle interno para avaliar a adequagao da amostra

(JUNYANGDIKUL et al., 2013).

A PCR em tempo real (PCR-TR) ¢ uma variante do método de PCR convencional,
que permite distinguir as sequéncias de bases amplificadas de DNA por andlise da
temperatura de separagdo das duplas fitas. A ocorréncia de contaminacdes ¢ reduzida, pois as
reagoes acontecem em ambiente fechado. O uso de sondas universais teoricamente permite a

detecgdo de todos os tipos de HPV existentes (RODRIGUES et al., 2009).

A PCR em tempo real ¢ considerada um método mais sensivel, especifico e
reprodutivel para deteccdo e quantificacdo de DNA e RNA. Em comparagio a PCR
convencional, a PCR em tempo real oferece uma faixa dindmica de detec¢gdo muito mais
ampla. A faixa dindmica de um ensaio determina que se possa detectar ou quantificar
quantidades minimas de moléculas, bem como quantidades extremamente altas de moléculas
presentes em uma amostra bioldogica. Uma importante possibilidade oferecida por esse
método € a realizacdo com maior facilidade de técnicas conhecidas como “multiplex”. Essas
técnicas permitem a amplificacdo de diferentes sequéncias alvos dentro de uma tinica amostra
através da deteccdo de sinais de fluorescéncia em canais Oticos distintos (CENTRO DE

GENOMAS-METODOLOGIA PCR).

Os testes de HPV tem utilizagdo tanto em pacientes com anormalidades

citologicas quanto no rastreio primario, mostrando-se um método mais sensivel e reprodutivel
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e com melhor valor preditivo do que a citologia isolada (STOLER et al., 2007), e deve ser
considerado em populagdes em que os programas de citologia sejam insuficientes ou nao

eficazes (BOSCH et al.,2002).
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2 JUSTIFICATIVA

Devido a escassez de dados sobre tipos de HPV e lesdes escamosas pré-invasoras
e invasoras do colo uterino diagnosticadas em citologia em meio liquido, em mulheres, no
Ceara, ha duvidas sobre se ha peculiaridades nesse grupo. Assim ¢ essencial um estudo que
defina quais gendtipos de HPV estdo associados aos tipos de lesao em questao, para adicionar

informacao a literatura crescente a respeito.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a prevaléncia dos gen6tipos de HPV de alto risco oncogénico em material

de citologia em meio liquido, com diagndstico de atipias e carcinoma escamoso, € de citologia

sem atipias.

3.2 Especificos

1)

2)

Identificar a prevaléncia de genotipos de HPV 16, 18 e outros doze tipos de alto risco
por PCR em tempo real (Cobas 4800) em material de citologia em meio liquido com
diagnostico de:

- ASC-US;

- ASC-H;

- LSIL;

- HSIL;

- Carcinoma Escamoso.

Identificar a prevaléncia de genotipos de HPV 16, 18 e outros doze tipos de alto risco
por PCR em tempo real (Cobas 4800) em material de citologia em meio liquido sem

atipias:

- Comparar a prevaléncia de genotipos de HPV 16, 18 e outros doze tipos de alto risco
por PCR em tempo real (Cobas 4800) em material de citologia em meio liquido com

diagnostico de atipias e sem atipias;

- Avaliar associacdo de genétipos de HPV em citologias alteradas com atipias

€Scamosas,;

- Comparar prevaléncias encontradas com valores de prevaléncia da populacao

mundial.



25

4 METODOS

4.1 Modelo do Estudo

Corte transversal, comparativo.

4.2 Material de Estudo

Amostra de citologia em meio liquido (CML) de colo uterino, de mulheres
sexualmente ativas atendidas em clinica privada, no periodo de Maio de 2012 a Maio de 2014,

em Fortaleza, Ceara, Brasil.
4.2.1 Critérios de Inclusiao

Material de citologia cervical em meio liquido com diagnostico de ASC-US,
ASC-H, LSIL, HSIL e carcinoma escamoso, ¢ citologia em meio liquido sem atipias, com

identificacao de genotipos de HPV por PCR em tempo real, pelo Sistema Cobas 4800.
4.2.2 Critérios de Exclusio

Nao houve participagdo, no estudo, de material citoldégico de usuarias gestantes e

se PCR foi invéalido por questdes técnicas.
4.3 Procedimento e Processamento da PCR

Apbs aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica e Pesquisa e mediante
assinatura do Termo de Fiel Depositario, foram selecionadas, do arquivo, 149 amostras de
citologia sem atipias, e 165 amostras de citologia em meio liquido com diagndstico de ASC-
US, ASC-H, LSIL, HSIL e carcinoma escamoso, coletadas entre Maio de 2012 e Maio de
2014, todas elas com genotipagem de HPV de alto risco por PCR em tempo real através do

sistema Cobas, totalizando 314 amostras.

O formuléario foi preenchido na ocasido da selecdo dos casos, com dados
provenientes do cadastro, prontuario e guia de solicitagdo de exame das pacientes, com
informagdes como: idade, diagnostico citologico de atipia escamosa: ASC-US, ASC-H,
LSIL, HSIL ou carcinoma escamoso, ou auséncia de atipias, ¢ resultado da PCR para

genotipagem de HPV de alto risco, quando presente.
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Para processamento do PCR em tempo real foram utilizadas amostras de material
coletado para citologia em meio liquido, que podem permanecer um meés em temperatura
ambiente e até seis meses sob refrigeracao de 2 a 8°C. O material foi analisado pelo Cobas®
4800 System (Roche), que combina a tecnologia dos equipamentos Cobas X480 Instrument e

Cobas Z480 Analyzer.

A PCR em tempo real combina amplificagdo e deteccdo simultaneamente e requer
uma plataforma de instrumentacdo que contém um termociclador com sistema Otico para
excitacdo da fluorescéncia e na cole¢do da emissdo e um computador com um software para
aquisicdo de dados e andlise final da reacdo (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). A
Fluorescéncia emitida ¢ mensurada em tempo real a medida que os produtos sdo originados
no decorrer da reagdo. Durante toda a reagdo, uma curva ¢ gerada de acordo com a
concentragdo do produto sintetizado e em funcdo do numero de ciclos (CENTRO DE

GENOMAS-METODOLOGIA PCR).

O sistema Cobas® 4800 é um teste automatizado que tem como objetivos eliminar
a dificuldade, o fluxo manual, reduzir o tempo de resposta do exame e aumentar a escala,
oferecer uma plataforma para testes de rastreio (como exemplo, para clamidia, gonococo e
HPV), com performance tanto do ponto de vista analitico quanto clinico, ajustado aos

algoritmos e diretrizes dos testes atuais (Cobas 4800 SYSTEM).

O sistema de PCR em tempo real a ser utilizado nesta pesquisa (Cobas 4800%®) é
um teste automatizado qualitativo multiplex, in vitro, em um unico tubo, com deteccdo de
quatorze genotipos de HPV de alto risco. O teste Cobas HPV fornece genotipagem individual
para HPV 16 e HPV 18 e um resultado simultdneo para outros doze gendtipos de HPV de alto
risco (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68). Utiliza o gene da B-globina humana
como controle interno, o que reduz a possibilidade de resultado falso-negativo, alertando
quando a amostra ndo possuir células coletadas, de forma que uma amostra HPV negativa sem
um sinal positivo para B-globina ndo pode ser considerado um verdadeiro negativo (COBAS

HPV; LAPIERRE et al., 2012; MATEOS LINDEMANN et al., 2012).

Este teste apresenta quatro canais de detec¢do para medir os diferentes alvos, e
nenhuma reatividade cruzada com genotipos de HPV de baixo risco, sendo bastante adequado
para o que se propde este estudo. Resumidamente, o DNA ¢ extraido através de um processo
totalmente automatizado de preparagio da amostra utilizando o instrumento Cobas X480® e

as amostras sdo, entdo, transferidas para um analisador Cobas Z480® para a amplificacdo de
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DNA por PCR. Pares de iniciadores complementares sdo utilizados para amplificar a regido
L1 altamente conservada do genoma do HPV, e sondas oligonucleotidicas fluorescentes
especificas para HPV 16, HPV 18, e os outros tipos HPV de alto risco (HPV AR) permitem a
deteccao em tempo real de doze genotipos de HPV de alto risco em resultado agrupado e
deteccdo isolada de HPV 16 e HPV 18, em uma amostra. A detec¢do do gene da -globina
humana realizada na mesma amostra ¢ util para fornecer uma medida de adequacdo da
amostra ¢ da qualidade de extracdo e amplificagdo, como controle interno, € os controles
positivos e negativos foram incluidos em cada operacio (MATEOS LINDEMANN et al,
2012).

Em sequéncia, a interpretacdo da etapa de amplificacdo e detec¢do ¢ realizada
usando o software fornecido com a plataforma Cobas 4800. Os resultados obtidos foram

catalogados nos formularios, depois em planilhas e submetidos a andlise estatistica.
4.4 Estudos estatisticos

Os dados foram catalogados em planilhas do programa Excel® (Microsoft
Office®), para posterior descricdo estatistica e analise utilizando o programa GraphPad Prism.
Foram aplicados o teste exato de Fisher e o calculo de risco relativo. Foram considerados

significantes os valores de p < 0,05 com intervalo de confianca (IC) de 95%.
4.5 Consideracoes Eticas

Este estudo faz parte das pesquisas que envolvem seres humanos e se destinou a
investigar a prevaléncia de gendtipos de HPV 16, 18 e outros doze tipos de HPV de alto risco,
através de PCR em tempo real (Cobas 4800), em material de citologia em meio liquido
coletado em mulheres na cidade de Fortaleza — Ceara — Brasil, com diagndstico de atipias
escamosas, sendo elas: ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL e de carcinoma escamoso de colo de

utero, e em grupo com citologias sem atipias.

A pesquisa foi desenvolvida pelo Programa de Mestrado em Patologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal, da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara, seguindo os requisitos da Resolugdo 466/12 e foi aprovada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara em 07 de Julho de 2014, com o niimero

710.514.
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Houve uso de fontes secundarias de dados. Foram coletadas informagdes do
arquivo de fichas e prontuarios. Foi solicitada a dispensa do termo de consentimento livre e
esclarecido e elaborado um termo de fiel depositdrio, bem como uma solicitagdo de

autorizagao e concordancia para acesso a material e dados no local da pesquisa.
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5 RESULTADOS

Realizou-se pesquisa de HPV de alto risco em material de citologia em meio
liquido com atipias e sem (grupo controle). Nao houve casos de PCR invalido por questdes

técnicas e nenhuma informagao positiva sobre gestagao nos casos envolvidos.

A amostra total incluida no estudo apresentou média etéria de 33,02 anos, sendo a
maioria com idade igual ou superior a 30 anos (72,7% da amostra). A média etéria foi de 32,2
anos no grupo sem atipias, 31,1 anos para ASC-US e LSIL, 41,2 anos para ASC-H e HSIL e
43,1 anos para CEC. Mulheres com menos de 30 anos apresentaram frequéncia maior de
positividade para os outros doze genotipos de alto risco, do que para o HPV 16 e para o HPV
18. Achado semelhante também foi observado no grupo com idade igual ou superior a 30
anos. HPV AR foi a sonda predominante em deteccao tanto no grupo caso (72%) quanto no
controle (68%). No geral, as médias de idade foram de 31,7 anos para mulheres com
positividade para a sonda de outros doze gendtipos de alto risco; 31,6 anos para HPV 16; e

26,7 anos para HPV 18, e 26,8 anos para mulheres com detec¢ao em mais de uma sonda.

No grupo de citologias sem atipias, foram encontrados 40 casos positivos para
HPV (26%) e 109 (74%) negativos (grafico 2). Houve maior positividade para a sonda HPV
AR (68%), seguido do HPV 18 (17%), e por ultimo o HPV16 (15%), considerando a

prevaléncia geral na amostragem sem atipias (Tabela 1).

Tabela 1: Prevaléncia dos genotipos de HPV de alto risco de acordo com o resultado citologico

LESAO HPV 16 HPV 18 HPV AR
ASC-US 23,2% 9,3% 67,5%
ASC-H 14,3% 28,6% 57,1%
L-SIL 8,62% 10,35% 81,1%
H-SIL 10% 10% 80%
CEC 62,5% 0 37,5%
SEM ATIPIA 15% 17% 68%

Predominaram detec¢des por uma Unica sonda, com 84%. Entre os casos que
apresentaram detec¢do em mais de uma sonda, a combinagdo mais frequente foi HPV AR e
18 (68%) e houve um unico caso positivo para os trés canais (Tabela 2). A média de idade
nesse grupo foi de 32,2 anos, sendo de 31 anos para HPV positivo e 29,8 anos para HPV

negativo. Do total, 55% tinha idade maior ou igual a 30 anos.



30

A sonda HPV AR foi a de maior frequéncia, tanto nas detec¢des por unica sonda
(79%) (Grafico 1) quanto nas combinadas (83%), estando em associagdo com o genotipo
HPV 18 em 10% e com gendtipos HPV 18 e 16, simultaneamente, em 3% das combinagdes

(Tabela 2). Nao houve detec¢ao associada de HPV AR e HPV 16 no grupo sem atipias.

Grafico 1: Detecgdo de HPV de alto risco por sonda isolada em citologias com e sem atipias
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Tabela 2: Distribuicdo de infecc¢des por tipo de HPV em citologias com atipias escamosas e sem atipias.

LESAO HPV  HPV HPV HPYV HPV16 HPV18 HPV AR TOTAL
16E ARE ARE 16,18 somente somente somente

18 16 18 E AR
ASC-US 1 3 2 0 6 1 24 37
ASC-H 0 1 0 0 0 2 3 6
L-SIL 0 4 3 0 1 3 40 51
H-SIL 0 0 0 0 1 1 10
CEC 0 0 0 0 5 0 8
SEM 1 0 4 1 5 2 27 40
ATIPIA
TOTAL 2 8 9 1 18 9 105 152

Foram analisados 75 (45%) casos de ASC-US, 62 (38%) LSIL, 8 (5%) ASC-H, 12
(7%) HSIL e 8 (5%) carcinomas escamosos. Nesse grupo, de citologias com atipias

escamosas, foram encontrados 112 casos positivos para HPV (68%) e 53 (32%) negativos
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(Tabela 3). A maior frequéncia foi para a sonda HPV AR (72%), seguido do gendtipo HPV
16 (18%), e por ultimo o HPV18 (10%) (Tabela 3 e figura 1).

Tabela 3: Prevaléncia geral de HPV 16, HPV 18 e de outros 12 genétipos de alto risco em amostras de citologias
com atipias escamosas

Genétipo de HPV ~ Quantidade de vezes %
detectado presente na amostra

HPV 16 22 18%
HPV 18 13 10%
HPV AR 91 72%
TOTAL 126 100

Quando avaliado, de forma estratificada, o grupo com atipias escamosas, a
prevaléncia de DNA de HPV de alto risco foi de 49% em ASC-US, 75% em ASC-H, 82% em
LSIL, 83% em HSIL e de 100% nos casos de carcinoma escamoso (Grafico 2). Associacao
significativa entre HPV positivo e presenca de citologia alterada com atipia escamosa também

foi identificada (p < 0,0001) (Tabela 4).

HPV AR foi a sonda de maior prevaléncia de deteccao nos casos de ASC-US,
ASC-H, LSIL e HSIL. Nos casos de CEC, a maior prevaléncia de deteccao foi de HPV 16
(Tabela 1).

Grafico 2: Identificagdo de HPV de alto risco por tipo de alteracdo em citologias com e sem atipias
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Tabela 4: Presenca de HPV 16, 18 ou AR (outros doze genétipos de alto risco) em citologia com atipias

escamosas
N(quantidade) | HPV positivo | HPV negativo | RR P

TOTAL SEM ATIPIAS 149 40 109

TOTAL ATIPIAS 165 112 53 | 2,5285 | <0,0001
ASC-US 75 37 38| 1,8377 | 0,0007
ASC-H 8 6 2| 2,7938 | <0,0001
L-SIL 62 51 11 | 3,0641 | <0,0001
H-SIL 12 10 2| 3,1042 | <0,0001
CEC 8 8 0| 3,7250 | <0,0001

Em amostras com atipias, predominaram detec¢cdes por uma Unica sonda, com

88%, sendo 12% das infec¢des por HPV 16 somente, e 6% por HPV 18 somente (Grafico 1).

Em 12% havia positividade para mais de uma sonda, porém nenhum positivo para os trés

canais simultaneamente (Tabela 2 e figura 1). A combinagdo mais presente foi HPV AR e

HPV 16 com 57% do total de combinagdes de sondas e 7% do total de amostras de citologia

com atipias positivas para HPV de alto risco. Nao houve detecgdes de sondas combinadas nos

casos com H-SIL e carcinoma (Grafico 3).

Figura 1: Diagrama esquematico das quantidades de amostras com atipias citologicas, positivas para HPV

de alto risco, de acordo com a sonda/ gendtipo detectada(o).
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Grafico 3: Detecgdes combinadas, com positividade para mais de um canal, em amostras de citologias com

atipias, em distribui¢do por tipo de atipia.
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Considerando, isoladamente, as detec¢des por uma tnica sonda, € as combinagdes
de deteccdes em mais de uma sonda, observou-se, também, maior frequéncia de deteccdo pela
sonda HPV AR, tanto isoladamente (70%) quanto em associacdo ao genétipo HPV 16 (7%) e
ao gendtipo 18 (4%) (Grafico 3).

Somente nos casos de ASC-US, a frequéncia de HPV positivo foi semelhante a de
negativo (1:1). Nas demais, a quantidade de casos de HPV positivo ultrapassou a de
negativos. Todos os casos de carcinoma apresentaram HPV de alto risco oncogénico (Grafico
4). A média de idade nesse grupo foi de 31,1 anos para ASC-US e LSIL, 41,2 anos para ASC-

H e HSIL e 43,1 anos para carcinoma escamoso.



34

Grafico 4: Presenga de HPV de alto risco, de acordo com o tipo de atipia escamosa
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A sonda HPV 18 esteve mais significativamente associada a lesdoes ASC-H e H-
SIL, quando em comparagdo com lesdes ASC-US, L-SIL e citologias sem atipias (p =
0,0032). Bem como a sonda HPV AR, que esteve mais significativamente associada a lesdes
ASC-H e H-SIL, quando em comparagao com lesdes ASC-US, L-SIL e citologias sem atipias,
tanto de forma isolada, como tnica sonda detectada (p = 0,0129) quanto em associagao com

outra sonda (p = 0,0192) (Tabela 5).
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Tabela 5: ASC-H + HSIL X ASC-US + LSIL + citologias sem atipias: analise estatistica comparativa quanto a
detecgdo de HPV de alto risco.

ASC-H + HSIL @ atipias + ASC- | RR P IC (95%)
US + LSIL
Detecgdo de | HPV+ | Outros HPV+ | Outros (*p < 0,05
HPV  (por HPV e HPV e significante)
sonda) HPYV neg HPV
neg
Somente 1 19 12 274 1,1917 | 0,8628 0,1631 a
HPV 16 8,7092
Somente 3 17 6 280 7,1500 | 0,0032 1,9298 a
HPV 18 26,4909
Somente 11 9 91 195 1,7286 | 0,0129 1,1231 a
HPV AR 2,6605
HPV 16 e |1 19 7 279 2,0429 | 0,4937 0,2641 a
AR 15,8006
HPV 16e18 |0 20 2 284 2,7333 | 0,5118 0,1356 a
55,1160
HPV 18 ¢ |0 20 9 277 0,7193 | 0,8182 0,0433 a
AR 11,9372
HPV 16 2 18 22 264 1,3000 | 0,7084 0,3288 a
5,1403
HPV 18 3 17 18 268 2,3833 | 0,1337 0,7660 a
7,4157
HPV AR 12 8 108 178 1,5889 | 0,0192 1,0784 a
2,3410

Foi observada significancia estatistica entre a presenga de atipia escamosa €
positividade para a sonda que detecta os outros 12 genétipos de alto risco, associados aos
HPV 16 e 18 (p< 0,0001) ou ndo (p<0,0001). Também foi observada associacao significativa
entre HPV 16 e presenga de atipia escamosa, de um modo geral (p= 0,0011) (Tabela 6).
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Tabela 6: Presenca de HPV de alto risco associada a achados atipicos escamosos em citologia em meio liquido

Todas as atipias | Grupo exposto Grupo controle | RR p IC
escamosas (ASC- | com atipias sem atipias (95%)
US, ASC-H, LSIL, | HPV + | Outros HPV + | Outros (*» < 0,05
HSIL e CEC) HPV ¢ HPV ¢ significante)
HPV neg HPV
neg
Somente HPV 16 13 152 5 144 2,3479 | 0,0968 0,8574 a
6,4293
Somente HPV18 7 158 2 147 3,1606 | 0,1471 0,6669 a
14,9778
Somente HPV AR | 78 87 27 122 2,6088 | <0,0001 1,7886 a
3,8050
HPV 16 e AR 8 157 1 148 7,2242 | 0,0608 0,9143 a
57,0827
HPV 16 ¢ 18 1 164 1 148 0,9030 | 0,9423 0,0570 a
14,3105
HPV 18 ¢ AR 5 160 4 145 1,1288 | 0,8546 0,3089 a
4,1254
HPV 16 29 136 7 142 3,7411 | 0,0011 1,6892 a
8,2854
HPV 18 14 151 8 141 1,5803 | 0,2856 0,6823 a
3,6604
HPV AR 93 72 32 117 2,6244 | <0,0001 1,8772 a
3,6692

HPV 16 esteve mais significativamente associado a lesdes tipo ASC-US (p =
0,0271) e CEC (p <0,0001) (Figura 2). Nos casos de CEC, a presenca de HPV16 como unico
genoétipo detectado, também teve associagdo estatisticamente significativa (p < 0,0001)
(Figura 2). HPV 18 esteve mais significativamente associado a lesdes ASC-H de forma
isolada (p = 0,0017) ou acompanhado de outro(s) dos treze genotipos (p = 0,0285). A
detecgdo pela sonda HPV AR esteve mais significativamente associada a lesdes ASC-US (p =
0,0059), LSIL (p < 0,0001) e HSIL (p < 0,0001) (Tabela 6). A combinagdo de HPV 16 ¢
algum(ns) dos outros doze genotipos de alto risco foi estatisticamente significativa em lesdes
ASC-H (p = 0,0324) e LSIL (p = 0,0411) (Figura 2). Nao houve significancia estatistica na
associacdo de co-infeccdo por HPV 16 e HPV 18 com HSIL e LSIL.



Figura 2: Quadro 1: Significancia das associa¢des de genotipos de HPV com atipias citologicas

ASC-US | ASC-H | LSIL HSIL CEC
Somente HPV 16 0,1400 0,7724 0,4995 0,3879 <0,0001
Somente HPV18 0,9956 0,0017 0,1544 0,1241 0,4255
Somente HPV AR | 0,0189 0,1366 <0,0001 | <0,0001 | 0,1366
HPV 16 0,0271 0,3305 0,3395 0,5765 <0,0001
HPV 18 0,9910 0,0285 0,2559 0,6657 0,9888
HPV AR 0,0059 0,2481 <0,0001 | <0,0001 | 0,2481
HPV 16 e AR 0,1193 0,0324 0,0411 0,4019 0,2828
HPV 16e18 0,6257 0,2828 0,8870 0,4019 0,2828
HPV 18 e AR 0,9938 0,6710 0,4313 0,8651 0,6710

*p < 0,05 significante
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6 DISCUSSAO

Foram estudados um total de 314 citologias, sendo 165 amostras alteradas e 149
amostras sem atipias, todas submetidas a pesquisa de HPV de alto risco oncogénico por PCR
em tempo real através do sistema Cobas 4800®. A anélise dos resultados mostrou que
predominaram detec¢des por uma Unica sonda, tanto no grupo com atipias escamosas, quanto

no grupo sem atipias.

A amostra incluida no estudo apresentou média de idade de 33 anos, sendo a
maioria com idade igual ou superior a 30 anos (72,7% da amostra). Mulheres com menos de
30 anos apresentaram frequéncia maior de positividade para os outros doze genotipos de alto
risco, do que para o HPV 16 e para o HPV 18. Achado semelhante também foi observado no
grupo com idade igual ou superior a 30 anos. HPV AR foi a sonda predominante em detecc¢ao
tanto no grupo caso (72%) quanto no controle (68%). No geral, as médias de idade foram de
31,7 anos para mulheres com positividade para a sonda de outros doze genotipos de alto risco;
31,6 anos para HPV 16; e 26,7 anos para HPV 18. A média etaria foi de 32,2 anos no grupo
sem atipias, 31,1 anos para ASC-US e LSIL, 41,2 anos para ASC-H e HSIL e 43,1 anos para
CEC.

Em um estudo recente, no Nordeste do Brasil, por Bruno et a/ (2014), houve
significativa associacdo entre presenca de lesdo cito-histopatologica de baixo ou alto grau e os
HPVs de alto risco 16, 52, 73, 82, e o de baixo risco HPV 43. Nele, mulheres com idade
menor do que 30 anos apresentaram maior frequéncia do HPV 16, do HPV 42 e do HPV 45,
além de maior frequéncia de infec¢do multipla (58,1% versus 47,4%). A média de idade das
mulheres com deteccdo em mais de uma sonda foi de 26,8 anos, no presente estudo,
semelhante ao que foi observado por Bruno et a/, com mulheres de idades mais jovens, abaixo

de 30 anos, apresentando maior frequéncia de infec¢des por multiplos gendtipos de HPV.

A combina¢do de HPV 16 e algum(ns) dos outros doze genétipos de alto risco foi
estatisticamente significativa em lesdes ASC-H (p = 0,0324) e LSIL (p = 0,0411), no presente
estudo. Paengchit, Kietpeerakool e Lalitwongsa (2014), em pesquisa que envolveu 2000
mulheres, em Lampang, na Tailandia, com resultados citoldgicos com atipias ou normal,
usando citologia em meio liquido e genotipagem por PCR, observaram uma frequéncia de
16,67% de infecgdes multiplas. Wang et al (2014), em pesquisa com 578 mulheres na China,

observaram 30,4% desta quantidade de infec¢des simples e 14% de infecgdes multiplas.
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Ainda na China, um estudo observou aumento de risco de anormalidades citoldgicas nos

casos de infec¢@o por multiplos genétipos (JING et al., 2014).

Kim et al.(2013), encontraram associacdo significativa entre co-infec¢do por
multiplos tipos de papilomavirus e severidade do achado citologico (p= 0,029). No estudo de
Guettiti et al.(2014), na Tunisia, de um total 611 mulheres, 6,5% tinha HPV e dessas amostras
positivas, 65% eram infec¢des simples e 35% eram multiplas, e 75% das amostras positivas

continham genotipo de alto risco.

No presente estudo, foi observada significancia estatistica entre a presenca de
atipia escamosa e positividade para a sonda que detecta os outros 12 gendtipos de alto risco,
associados aos HPV 16 e 18 (p < 0,0001) ou de forma isolada (p < 0,0001). Mesmo com esse
resultado estatistico, mantém-se uma duvida, pois a quantidade de gendtipos identificados por
HPV AR ¢ desconhecida. Ndo se pode afirmar se sdo realmente infecgdes por mais de um

genoétipo, quando ha somente identificacdo por HPV AR.

No grupo de citologias sem atipias, foram encontrados 40 casos positivos para
HPV de alto risco (26%) e 109 (74%) negativos. Foi observada maior frequéncia de
positividade para a sonda HPV AR (68%), seguido do HPV 18 (17%), e por ultimo o HPV16
(15%), numa abordagem geral. Wright et al. (2011), utilizaram também o sistema Cobas, para
pesquisar HPV de alto risco em mulheres com idade igual ou superior a 30 anos € com
achados citologicos normais, e encontraram uma prevaléncia de 6,7%, sendo 1% para HPV

16, 0,5% para HPV 18 e 5,2% para os outros doze gendtipos.

Ayres et al. (2010), em revisdo sistematica sobre prevaléncia de infec¢do de colo
uterino por HPV no Brasil, detectaram prevaléncia que variou entre 10,4 e 24,5% em
mulheres com citologia normal. No Qtar, em um estudo com 3008 mulheres, nas citologias
normais, HPV 16 foi o genétipo de alto risco mais frequentemente identificado (4,6%), e

HPV 81 foi o de baixo risco mais identificado (74%) (BANSAL et al., 2014).

HPV de alto risco oncogénico esteve presente em 10,1% do grupo controle
(citologia normal) no estudo de Natphopsuk et al. (2013), na Tailandia, e em 27%, na
Dinamarca, detectados por rastreio cervical com PCR em tempo real Cobas (PREISLER et
al., 2013). Mateos Lindemann et al., num estudo publicado em 2011, avaliaram, por meio de
analise por PCR, a prevaléncia de HPV de alto risco num total de 1001 mulheres, em Madrid,

Espanha: 298 com citologia normal, 498 com LSIL e 205 com HSIL. O gendtipo mais
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encontrado foi o HPV 16, estando presente em 17,8% das pacientes com citologia normal. Em
pesquisa que envolveu 2000 mulheres, na Tailandia, todas sem historia prévia de citologia
anormal ou cancer, usando citologia em meio liquido e teste de HPV baseado em
hibridizacdo, mais genotipagem por PCR observou-se 5,4% de infeccdo por HPV de alto
risco, sendo os mais prevalentes: HPV 52 (17,6%), HPV 16 (14,8%), HPV 58 (13,89%), HPV
33 (11,11%), HPV 51 (11,11%), HPV 56 (9,26%) (PAENGCHIT; KIETPEERAKOOL,;
LALITWONGSA, 2014).

Com base em metanalise publicada por Bruni et al.(2010), apesar da alta
prevaléncia e variabilidade de HPV em mulheres com achados citologicos sem alteragao em
todas as regides do mundo, tém destaque os HPVs 16, 18, 31, 52 e 58, entre os 10 mais
comumente encontrados nessa referida populagdo, na era pré-vacinacao. Dinc et al. (2010),
num estudo que avaliou a prevaléncia de HPV por PCR em tempo real, em pacientes com
colposcopia normal e alterada encontrou 18 % de positividade para HPV 16 no grupo com

colposcopia alterada e 3,8% no grupo com colposcopia normal.

Segundo Pitta et al. (2009), a prevaléncia global de tipos altamente oncogénicos
do HPV na populagdo feminina urbana (com média de idade 33 anos) sem NIC de alto grau
tem sido estimada em 6,2%. De acordo com Bruni ef al., em metanalise de 2010, realizada
com estudos publicados entre 1995 e 2009 que usaram PCR ou Captura hibrida de 2* geracao
para deteccio de HPV em mulheres com citologia normal, incluiu 194 estudos,
compreendendo 1.016.719 mulheres, a prevaléncia global estimada de infeccao por HPV foi
11,7%. As maiores prevaléncias foram encontradas na Africa Sub-Sahara (24,0%), Europa

oriental (21,4%) e América Latina (16,1%).

No grupo das citologias sem atipias, do presente estudo, houve predominio de
detecgdes por uma unica sonda, com 84%, sendo 16% da amostra reativas para mais de uma
sonda. Dentre estas ultimas, a combinacdo mais frequente foi HPV AR e 18 (68%) e houve
um caso unico positivo para os trés canais. Hamzi Abdul Raub et al. (2014) conseguiram
demonstrar presenga de até cinco genotipos de HPV de alto risco, através de genotipagem por
PCR, mas em amostras de cancer cervical (carcinoma escamoso € adenocarcinoma) na
Malésia. No presente estudo nao se pdde identificar infecgdo por mais de dois genotipos. Os
genoétipos de 67% das citologias sem atipias escamosas ¢ 70% das amostras com atipias
permaneceram indetectados, embora essas amostras tenham sido positivas para HPV AR,

indicando infec¢do por outro ou outros tipos de HPV, que nao HPV 16 nem HPV 18.
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No grupo de citologias com atipias escamosas, foram encontrados 112 casos
positivos para HPV (68%) e 53 (32%) negativos. Kondo ef al. (2012), em um estudo em que
foram examinadas a prevaléncia e a distribuicao de genotipos de HPV entre 326 mulheres
japonesas com citologias alteradas, usando PCR, encontraram resultado com maior
percentual: 94% das amostras positivas para HPV, sendo 86,2% de alto risco; e 30% destas
continham multiplos genotipos, ao passo que no presente estudo predominaram detecgdes por
uma Unica sonda, com 88% dos casos com atipias, sendo 12% das infec¢des por HPV 16

somente ¢ 6% por HPV 18 somente.

Siddiqa et al. (2014), pesquisando HPV por PCR em 77 amostras de material de
biopsias com diagnostico de cancer e citologia com achados atipicos, no Paquistdo,
encontraram prevaléncia de 94,81% de infec¢do por HPV, sendo 24,68% de infeccdes por
HPV 16 somente, 25,97% por HPV 18 somente e 40,26% de co-infec¢cao por ambos os tipos-
16 e 18- percentuais mais altos do que os observados nesta pesquisa. E Meloni et al. (2014),
em pesquisa, na Italia, com 650 mulheres com citologia cervical alterada, identificaram HPV
em 52,6% das pacientes, e destas, 68,9% apresentaram gendtipo de alto risco, e houve

infec¢do por mais de um genétipo em 36,1% das infecgoes.

Quando avaliou-se, estratificadamente, o grupo com atipias escamosas, observou-
se aumento proporcional da presenga de HPV de alto risco de acordo com o grau de
acometimento citologico. A prevaléncia de DNA de HPV de alto risco foi de 49% em ASC-
US, 75% em ASC-H, 82% em LSIL, 83% em HSIL e, embora o “N” tenha sido pequeno,
todos os casos de carcinoma apresentaram HPV de alto risco oncogénico e foi demonstrada
significativa associacdo com presenga de HPV16 como tUnico genétipo detectado (p <
0,0001). Tachezy et al. (2011), demonstrou, através de PCR que HPV 16 foi o tipo mais
prevalente tanto em casos de lesdo pré-neoplasicas (45%), quanto nos carcinomas de células
escamosas (59%). Stoler ef al. (2013), encontrou prevaléncia de 42% para HPV de alto risco

em ASC-US, percentual semelhante ao deste estudo.

Ja no estudo descrito por Kondo et al. (2012), a prevaléncia encontrada foi de
83% em ASC-US, 91% em ASC-H, 97% em LSIL, 99% em HSIL e os trés tipos de HPV
mais frequentes em HSIL foram HPV 16 (36%), HPV52 (24%) e HPV 58 (14%). Kondo et
al., realizaram um estudo com metodologia semelhante, com pesquisa de HPV por PCR em
citologia em meio liquido (Thinprep®), em uma populagdo com citologias de resultado

anormal. Provavelmente as altas taxas de positividade para HPV de alto risco, principalmente
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em lesdes ASC-US, deve-se as caracteristicas da populagdo por eles avaliada, a qual se

presume ser relativamente mais HPV positiva do que a populagdo normal.

Nao houve associacdo de sondas nos casos com H-SIL e carcinoma. Somente uma
unica sonda foi detectada nesses casos. Em HSIL houve predominio da sonda HPV AR, e nos
carcinomas predominou HPV 16, mostrando-se persistente com o aumento da gravidade da
lesdo. Nos casos de HSIL em amostras deste estudo observou-se HPV 16 em 10%, HPV 18
em 10%, e AR (outros doze gendtipos de alto risco) em 80%. Em uma metandlise que
comparou a distribuicdo de tipos de HPV em HSIL e carcinoma escamoso cervical, HPV 16,
18 e 45 foram os mais prevalentes, o que sugeriu que HSIL infectadas por tais tipos
oncogénicos preferencialmente progridem para carcinoma escamoso (CLIFFORD et al,
2003). Siddiqa et al. (2014) detectaram co-infec¢do por HPV 16 e HPV 18 em 75% dos casos
de LSIL e 54,5% dos HSIL, enquanto no presente estudo ndo houve infec¢ao simultdnea por

HPV 16 e HPV 18 em casos de LSIL e HSIL.

O presente estudo, em geral, nos casos com atipias apresentou com mais
frequéncia positividade para a sonda de 12 gendtipos de alto risco (HPV AR) que ndo 16 e 18
(72%), seguido do gendtipo HPV 16 (18%), e por ultimo o HPVI18 (10%). Enquanto na
maioria das atipias, nos casos de ASC-US, ASC-H, LSIL e HSIL, observou-se maior
percentual de deteccao pela sonda HPV AR, apenas nas amostras com carcinoma houve
diferenca, com maior percentual de deteccdo de HPV 16. Em pesquisa recente realizada na
Italia, em mulheres com citologia alterada, nos casos de ASCUS o genotipo HPV 53 foi o
mais comum (21,4%), em LSIL o mais comum foi HPV 52 (22,5%) e em HSIL, foi o HPV 16
(27,3%) (MELONI et al., 2014).

No estudo de Siddiga et al (2014), 3,9% das amostras HPV positivas
permaneceram sem genotipagem, pois no referido estudo utilizaram-se primers especificos
para HPV 16 e para HPV 18 isoladamente e primers (GP5+/GP6+) para detectar outros 44
tipos de HPV porém nao permitindo especifica-los (genotipagem). Semelhanga metodolédgica
pode ser notada com este presente estudo, em que a sonda HPV AR permite deteccdo de 12

genoétipos, contudo ndo sendo possivel especificar o(s) genotipo(s) encontrado(s).

Mendonga et al. (2010), num estudo caso-controle com 248 mulheres, em Recife,
no Nordeste do Brasil, identificou HPV de alto risco oncogénico em 67,1% das mulheres com
citologia normal ou alteracdes benignas, e em 83,4% das portadoras de lesdo intraepitelial de

alto grau e carcinoma cervical. Em tal estudo, predominaram HPV 16 e 31 em ambos os
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grupos e foi encontrado HPV 16 em 72,2% dos casos com citologia alterada por HSIL ou
carcinoma de células escamosas (grupo com 72 mulheres) e nenhum com HPV 18. O segundo
virus de alto risco mais frequente relatado por Mendonga et al, no estudo publicado em 2010,
foi o HPV 31 (23,6%) e o terceiro, o HPV 33 (13,9%). No grupo com citologia alterada,
encontrou-se 38,9% de infecdo multipla, 48,6% de infecdo tnica e 12,5 de indeterminada, e

também foram identificados HPVs de baixo risco (HPV6: 18,1% e HPV 11: 16,7%).

Em um estudo multicéntrico realizado em nove paises, com 1918 mulheres com
cancer cervical e 1928 mulheres no grupo controle, 1739 (90,7%) foram positivas para DNA
HPV no grupo com cancer. Destas, 91,9% apresentaram infec¢do simples e 8,1% infecgao
multipla. No grupo controle, sem cancer, 259 (13,4%) foram positivas para HPV; destas,

86,1% foram infec¢des simples e 13,9% foram infeccdes multiplas (MUNOZ et al., 2003).

A combinacdo de gendtipos mais presente neste estudo, no grupo com atipias foi
HPV AR e 16 com 57% das combinag¢des. Somente nos casos de ASC-US a frequéncia de
HPV positivo foi semelhante a de HPV negativo (1:1). Nas demais, o nimero de casos HPV
positivo ultrapassou a de negativos. Num estudo que utilizou Captura hibrida 2* geragdo, com
109 casos estudados, foram encontrados 57,8% positivos para HPV alto risco: 29,8% dos
casos com tecido cervical normal, 80,8% dos casos de LSIL e 96,1% dos casos com HSIL
(ELEUTERIO JR et al., 2007), nimeros que se assemelham aos deste estudo, em que HPV de
alto risco esteve presente em 26% das citologias sem alteragdo, 82% das com LSIL e em 83%
das amostras com HSIL.

Bruno et al. (2014), descreveram um estudo retrospectivo de corte transversal,
realizado entre 2010 e 2013, em Salvador, Bahia, Brasil, em que foram revisados 351
prontuarios de mulheres com genotipagem positiva para HPV pelo teste PapilloCheck®, capaz
de detectar 24 tipos de papilomavirus humano, baseado na detecgao de um fragmento E1 do
HPYV utilizando a tecnologia de DNA-Arrays. Foram analisados tanto casos com achados cito-
histopatologicos negativos, quanto com lesdo intra-epitelial de baixo grau e de alto grau,
cervical e vaginal. O genoétipo de alto risco mais encontrado foi o HPV 16, com 18,5%,

seguido pelo HPV 56(14%) e HPV 39 (13,4%).

Fazendo um comparativo entre resultados regionais: em concordancia com
revisdo sistematica de Ayres e Silva (2010) sobre a prevaléncia de infec¢do cervical no Brasil
por HPV, em que o gendtipo HPV 16 foi o mais frequente entre as mulheres, na Bahia, os

genotipos de alto risco mais prevalentes foram HPV 16, HPV 56 e HPV 39 (BRUNO et al.,
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2014), e em Recife-Pernambuco, foram HPV 16, HPV 31 ¢ HPV 33 (MENDONCA et al.,
2010). No presente estudo, houve maior indice de detec¢do pela sonda HPV AR, a qual
engloba os gendtipos HPV 56, HPV39, HPV31 e HPV33, identificados como os mais
prevalentes de alto risco, também na regido Nordeste, depois do HPV 16, pelos estudos acima

citados.

E crescente o numero de pesquisas sobre imuniza¢do contra HPV. Trata-se de
uma questdo de substancial importancia, tendo em vista a relevancia epidemiologica da
morbimortalidade de lesdes associadas ao HPV na satde publica. Em um recente estudo, no
qual foi estimado o potencial impacto de uma vacina nonavalente em doenca cervical
associada a HPV em quatro paises emergentes (Brasil, México, India e China), concluiu-se
que a adi¢ao dos genotipos de HPV 31,33,45,52 e 58, as vacinas atuais, além dos HPVs 6, 11,
16, 18, poderia aumentar a fracdo evitavel de cancer invasor cervical na faixa de 12 a 19%
nesses quatro paises, representando os nove tipos juntos 90% dos canceres. Esta medida
poderia reduzir substancialmente os indices mundiais de cancer cervical (SERRANO et al.,
2014). Este mesmo estudo encontrou que HPV 45 foi o mais frequentemente detectado depois
do HPV 16 e do HPV 18 no Brasil (6,9%) e no México (6,4%), seguido de 31 e 33 nos casos

de cancer cervical invasivo.

Wang et al. (2014), analisando 578 amostras cervicais coletadas de mulheres na
China, através de genotipagem por PCR que identificava cinco subtipos de HPV de baixo
risco e dezesseis subtipos de alto risco, encontraram 44,5% de HPV positivo sendo 35,1%
destes, de gendtipos de alto risco, e os mais prevalentes: HPV 16 (9,2%), HPV 52 (7,8%),
HPV 6 (6,9%) HPV 11 (5,9%), HPV 42 (5,0%). Também, na China, JING et al/, 2014,
detectaram mais frequentemente: HPV 16 (20,2 %), HPV 52 (17,1%), HPV 58 (13,2%), HPV
18 (9,5%) e HPV 6 (7,6%), em citologias normais e alteradas.

Em estudo transversal (2001 a 2006) realizado na Italia, sobre distribuicao tipo-
especifica de HPV em casos de cancer cervical invasivo, por PCR, encontrou-se prevaléncia
de HPV de 90,3%, sendo 91,7% dessas infec¢des por tnico gendtipo e 5% por mais de um.
Os gendtipos mais identificados nas amostras foram: HPV 16 (58,7%), HPV 18(9,9%), HPV
31, HPV 45 e HPV 58 (4,1% cada um) (MARIANI et al., 2010).

Em estudo na Arabia Saudita, com 31,6% de HPV positivo, por PCR em amostras

de citologia cervical de 519 pacientes, houve associagdo significante entre positividade para
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HPV e citologia anormal (p< 0,00001), e, independente de infec¢des isoladas ou combinadas,
HPV 16 foi encontrado em 87,8%, HPV 18 em 86% ¢ HPV 11 em 78,3% (AL-AHDAL et al.,
2014). No presente estudo, associagdo significativa entre HPV positivo e presenga de
citologia alterada com atipia escamosa também foi identificada (p < 0,0001). Guettiti et al.
(2014), avaliando mulheres em atendimento ginecologico para rastreio de cancer de rotina,
com citologia e teste de HPV, na Tunisia, identificaram como gendtipos mais frequentes:
HPV 16 (3,27%), HPV 11(1,96%), HPV 58 (0,82%), HPV 18 (0,33%), HPV 31 (0,33%) e
HPV 33(0,33%).

De acordo com Hamzi Abdul Raub et al. (2014), em estudo na Malésia, HPV foi
detectado em 92,5% dos casos. Os cinco gendtipos de HPV de alto risco mais prevalentes
foram: HPV 16 (68,2%), HPV 18 (40%); HPV 58 (10,7%), HPV 33 (10,4%), HPV 52
(10,4%). E na Coréia, Kim et al. (2013), identificaram como os mais prevalentes: HPV 58
(23,9%), HPV 16 (21,8%), HPV 52 (16,6%), HPV 18 (11,7%) ¢ HPV 33 e HPV 35 (9,0%
ambos), dentre os genotipos de alto risco, num estudo transversal retrospectivo com 7014

mulheres submetidas a rastreio de cancer cervical com citologia em meio liquido e teste de

HPV.

Por sua vez, Bansal et al. (2014), em 3008 amostras cervicais colhidas de
mulheres de origem érabe, residentes no Qtar, usando PCR em tempo real e sequenciamento
para genotipagem, obtiveram como genotipos mais frequentes: HPV 81 (71,9%), HPV
11(7,14%) e HPV 16(5,49%), e nas citologias alteradas, HPV 16, HPV 18 e HPV 56 foram os

genodtipos de alto risco mais identificados (22,2% cada).

Algumas limitacdes existiram neste estudo. Embora de inicio, a quantidade
restrita de casos estudados, em si, pareca ser um fator limitante, a pesquisa foi realizada em
uma populagdo representada por mulheres usuarias do servigo privado de satde, podendo-se
esperar prevaléncia de infec¢do pelo HPV menor, em relagdo a populacao em geral, visto que
essas mulheres, teoricamente, teriam melhor nivel s6cio-economico-cultural e melhor € mais
facil acesso a conhecimento e a cuidados de satide e prevencdo. Em contrapartida, demonstra

uma realidade do dia a dia do médico ginecologista, por ser em situagdo real e ndo, ideal.

As detecgdes por duas ou trés sondas foram menos frequentes, porém, foram
identificadas em 12% dos casos nas citologias alteradas e 16% também nas citologias sem

atipias. Isto nos leva crer que a presenca de multiplos tipos virais pode ndo estar associada
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com a atipia citologica. E ndo se pode afirmar isso, visto que a sonda HPV AR traduz
positividade para outros doze tipos de genotipos. Somente com o teste utilizado, ndo foi
possivel distinguir se em uma amostra analisada reativa para sonda HPV AR havia um
genotipo ou mais de um, dos doze por ela detectados. Nao ficou claro se a presenca de

multiplos gendtipos de HPV pode servir como preditor de doenga cervical.

O fato de o resultado ser agrupado para os outros doze genotipos deixa a duvida
sobre a real prevaléncia dos tipos virais. Supostamente, o HPV 16 seja o mais frequente, em
concordancia com dados mundiais ja estabelecidos. No entanto, o somatorio das frequéncias
dos doze tipos de HPV de alto risco detectados pelo canal HPV AR do sistema Cobas
ultrapassou a frequéncia de HPV 16 e de HPV 18, nesse estudo. Seriam necessarios novos
testes de biologia molecular que permitissem genotipagem isolada de cada tipo viral para
assim ter dados mais precisos. Além disso, ndo houve confirmagdo de exame histopatologico

para fazer correlagdo com os dados encontrados.

Os dados obtidos estdo em concordancia com a literatura quanto a existéncia de
uma heterogeneidade da distribui¢do dos diversos gendtipos e sua associagdo mais frequente
conforme o nivel de atipia (ARBYN et al., 2004; BRUNI et al., 2010; JING et al., 2014; KIM
et al., 2013; PITTA et al., 2009; SERRANO et al., 2014). A proposta da pesquisa de avaliar a
prevaléncia dos principais gendtipos de HPV de alto risco em material de citologia em meio
liquido através de PCR e tempo real Cobas System, disponivel comercialmente na pratica
clinica, foi alcangada. Entretanto, deve-se ponderar as comparagdes com outros estudos
descritos na literatura, que utilizam métodos de biologia molecular para deteccao de HPV, e

que tem sensibilidade e especificidade diferentes.

Sendo o HPV reconhecido como agente causal de cancer cervical, a deteccao de
HPV tipo especifica pode ser util para o rastreio e prevengdo de cancer cervical,
principalmente, no momento em que o governo brasileiro incorpora a vacina contra HPV 6,
11, 16 e 18 no calendario vacinal. A identificacdo de gendtipos associados a atipias entre
mulheres brasileiras, em especial cearenses, permite aumentar conhecimento sobre
epidemiologia do HPV, regionalmente, e elaborar estratégias para uma nova abordagem sobre
vacinacao ¢ manejo das pacientes. Dados mais completos deverao resultar de estudos de base

populacional com maior nimero de casos.
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CONCLUSOES

Em material de citologia em meio liquido com atipias escamosas, proveniente de
coleta cervical de mulheres em Fortaleza - Ceard, as prevaléncias de HPV 16, HPV 18
e de outros doze genotipos de alto risco detectados pela sonda HPV AR foram,
respectivamente, 18%, 10% e 72%.

As prevaléncias de HPV 16 em ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL e carcinoma foram
23,2%, 14,3%, 8,6%, 10% e 62,5%, respectivamente. As de HPV 18 foram 9,3%,
28,6%, 10,3%, 10% e 0%, respectivamente. E para detec¢ao agrupada de outros doze
genoétipos de alto risco as prevaléncias foram, respectivamente: 67,5%, 57,1%, 81,1%,
80% e 37,5%.

Em material de citologia em meio liquido sem atipias, as prevaléncias de HPV 16,
HPV 18 e de outros doze gendtipos de alto risco detectados pela sonda HPV AR
foram, respectivamente, 15%, 17% e 68%.

De uma forma geral, houve uma positividade significativamente maior da PCR para
HPV de alto risco entre os casos com alteragao citoldgica.

Foi observada significancia estatistica entre a presenga de atipia escamosa €
positividade para HPV 16, bem como para a sonda HPV AR. A combinagdo dessas
duas sondas esteve mais significativamente associada a ASC-H e a LSIL. HPV 18
isoladamente, e HPV AR isolada ¢ em associacdo com outra sonda, estiveram mais
significativamente associados a lesdes ASC-H e HSIL, quando em comparagao com
lesdes ASC-US, LSIL e citologias sem atipias.

As prevaléncias aqui observadas tiveram pouca diferenca em relagdo a dados da

literatura mundial.
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APENDICE A — INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Formulario:

IDENTIFICACAO DE HPV 16, 18 E DE OUTROS 12 TIPOS DE ALTO RISCO EM
MATERIAL DE CITOLOGIA EM MEIO LIQUIDO COM DIAGNOSTICO DE

ATIPIAS ESCAMOSAS (ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL E CARCINOMA

ESCAMOSO).
IDENTIFICACAO:
IDADE: PEDIDO:
DATA DA COLETA: DATA DA PCR: CML:
CITOLOGIA :

1( )ASCUS  2( )ASCH  3( )AGH 4( )LSIL 5( )HSIL 6( )CIS

DNA — HPV: POSITIVO ( ) NEGATIVO( )

GENOTIPAGEM: 1( )16  2( )I8 3( ) AR (Outros 12 tipos de Alto Risco)
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