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RESUMO

Introducio: Apesar de todos os esforgos, a epidemia de papilomavirus humano (HPV) continua crescendo. Por esta razio, a busca de novas ferramentas
de diagndstico para as infecgdes causadas por estes virus se faz necessiria. Objetivo: Estudar as infecgdes genitais causadas pelo HPV, determinando a
prevaléncia dos tipos de HPV em pacientes do sexo feminino, atendidas pelo Laboratério Sérgio Franco do Estado do Rio de Janeiro, no ano de 2001.
Meétodo: 1.616 amostras de pacientes femininos foram submetidas a exames para detecgiio de HPV pela Técnica de Captura do Hibrido, utilizando o kir
Digene (USA) Hybrid Capture® I1 HPV Test. Resultados: Do total das amostras analisadas, 745 pacientes estavam infectadas pelo HPV (46,1%), contra
871 resultados negativos (53,9 %). Dos exames positivos, 436 eram do grupo de alto risco (sonda B), 64 do grupo de baixo risco (sonda A) e 245 eram
positivos para ambos os grupos. A faixa etdria de maior prevaléncia de infecgiio pelo HPV foi dos 20-30 anos de idade. Conclusdo: Os resultados mostraram
aproximadamente 50% das mulheres infectadas, sendo a maioria de mulheres jovens. Destas, mais de 90% estavam infectadas com tipos de HPV
oncogénicos (sozinhos ou em infecgdes mistas). Caracterizando, desta forma, uma populagio com alto risco de desenvolver ciincer e que, portanto, precisa
ser acompanhada a fim de prevenir o processo de transformagio maligna.
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ABSTRACT
Introduction: Although all the employed efforts the epidemics of Human Papillomavirus (HPV) still growing worldwide. Hence, the search for

improvements in diagnosis of HPV infection is still necessary. Objective: To study the genital infections caused by the HPV, determining the prevalence
of HPV types in female sex patients, attended at Laboratério Sergio Franco of the State of Rio de Janeiro, in 2001. Methodology: 1.616 samples of female
patients had been submitted the examinations for detection of HPV for the Technique of Hybrid Capture. Using the kit Digene (USA) Hybrid Capture®
Il HPV Test. Results: Among all the samples analyzed, 745 patients were infected by HPV (46.1%), against 871 negative results (53,9 %). In positive
examinations, 436 were of high-risk group (Probe B), 64 of low-risk group (Probe A) and 245 were positive for both groups. The band of major prevalence
of HPV infection was the 20-30 years of age. Conclusion: The results showed approximately 50% of the infected women, being the majority young
women. Of these, more than 90% were infected with oncogenic HPV types (alone or in mixed infections), characterizing, a population with high risk to

develop cancer and therefore, needs to be followed in order to prevent malignant transformation.
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INTRODUCAO

Aluna do Curso de Mestrado em Patologia Experimental, Universidade

Federal Fluminense/Bolsista CAPES Nos iltimos anos, o interesse pelo papilomavirus humano
Supervisora do Setor de Biologia Molecular do Laboratério Sérgio Franco (HPV) tem crescido em fun¢io do acimulo de evidéncias dO
E”“‘""f]"l[“'bl"’;“i”"ds’::g'r“ F”ft“,““d Laboratério Séreio F seu potencial oncogénico, principalmente no trato anogenital.
esponsave O setor de Informatica do Laboratorio Sergio rranco
po pe : Segiiéncias de DNA de certos tipos de HPV tém sido encontradas

Prof. Adjunto do Departamento de Estatistica, Universidade Federal Fluminense

Consultora Cientifica do Laboratério Sérgio Franco em até¢ 90% dos carcinomas CBTVlCﬂIS Mass segundo alguns
Profa. Adjunta do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, estudos este valor chega a 99,7%. * Aliado a este fato, existem
Universidade Federal Fluminense evidéncias de que a epidemia de HPV tem crescido nas dltimas
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décadas e, atualmente, as lesdes relacionadas com eles sdo
consideradas como a docnqa}scxua]memc transmissivel mais
prevalente em todo o mundo.

Em muitos paises em desenvolvimento o céincer cervical é
o cincer feminino mais freqgiiente, bem como representa a
principal causa de mortes relacionadas com cancer entre as
mulheres. No Brasil, a taxa de mortalidade por cincer do colo
uterino continua bastante elevada. Segundo o Instituto Nacional
do Cancer (INCA) esta taxa era de 3,44 por 100 mil mulheres em
1979, enquanto em 1999 este valor subiu para 4,67. O que
corresponde a uma variacdo percentual relativa de 36%. Para o
ano de 2002, as estimativas de 6bitos e de novos casos em todo
o pais eram respectivamente, 4.005 e 17.600; com laxas brutas
correspondentes de 4,49/100.000 e 19,82/100.000. O aumento
destas taxas ocorreu apesar de o Brasil ter sido um dos primeiros
paises a introduzir o Papanicolaou para detec¢do de lesoes
precursoras e do proprio cancer de colo de dtero. Visto que
somente 20% das mulheres faz o teste (80% das brasileiras nio
fazem Papanicolaou regularmente e apenas 10% repetem os
exames todos os anos), descobre-se a doenga em fase avancada
em 70% dos casos.

O papilomavirus humano apresenta uma excepcional
variedade de gendtipos. Até agora, 85 tipos de HPV tinham sido
identificados e completamente sequenciados, porém mais de
120 novos tipos possiveis foram parcialmente caracterizados.
Todos os tipolsn identificados parecem ser estritamente
epiteliotropicos. Um levantamento feito em conjunto entre o
Instituto Ludwig (Sdo Paulo) e a Universidade McGill (Canadi)
realizado no Brasil propoe que cerca de 40 tipos de HPV
diferentes, incluindo tipos que ainda estio aguardando
classificacdo taxonomica definitiva, possam infectar o trato
anogenital. Sdo eles HPV 6, 11, 16, 18,26, 31, 32, 33, 34, 35, 39, 40,
42.44,45.51.52,53,54,55,56,57,58,59, 62, 64, 66, 67.69,70,72,
MM4, MM7, MMS, CP108, CP8061, CP8304, 1539.

Diversos estudos mostram que a etiologia do cincer
cervical tem sido ligada a virios tipos de HPV, com uma maior
prevaléncia de HPV16. = Entretanto, geograficamente,
segundo Cavalcanti er al (2000) a distribui¢ao de tipos de HPV
na Europa é diferente no Brasil: em nosso pais, infecgdes por
HPV 18 oncogénicos foram detectadas em aproximadamente 30%
das lesdes cervicais, em contraste com 0s niveis europeus que
ndo excedem 10%. Este fato pode explicar tdo pobre progndstico
das lesdes de baixo grau (LSILs) no Brasil, visto que o HPV 18
¢ considerado o tipo mais agressivo dentre os HPV
oncogénicos.

A identificacdo de tipos de HPV € importante no sentido de
estabelecer qual tipo mais adequado de tratamento deve ser
adotado pelo médico a fim de prevenir efetivamente o cancer
cervical; principalmente, nas pacientes infectadas pelos HPV de
maior potencial oncogénico.

Logo, o nosso trabalho tem como objetivo determinar a
prevaléncia de HPV em pacientes atendidas pelo Laboratério Sérgio
Franco, que cobre diferentes regides do estado do Rio de Janeiro,
com lesdes suspeitas de infec¢do por HPV, levando em
consideracdao a maior probabilidade de evolugio maligna nas
pacientes acometidas pelos HPV de alto-risco.

#

Specimens
Nosso estudo foi composto por 1616 amostras de
pacientes do sexo feminino, com idades variando de 16 a 82
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anos, atendidas no Laboratdrio Sérgio Franco (Rio de Janeiro).
Estas pacientes foram submetidas a exames clinicos e tiveram
esfregacos ou bidpsias colhidas para diagnéstico citolégico
e teste de detec¢do de HPV por captura hibrida.

Captura Hibrida para HPV

Foi utilizado o kit Digene (USA): Hybrid Capture® 11
HPV Test (sistema em microplaca. Os esfregagos foram
coletados em frascos contendo tampdo de transporte
(Specimen Transport Medium - STM). Em seguida, foram
desnaturados em solugdo de NaOH (500mL), misturados em
vortex por 5 segundos e, entdo, incubados a 65° por 45
minutos em banho-maria. A etapa seguinte € de hibridizagio

O teste de Captura Hibrida® Il de HPV usa dois
coquetéis que distinguem tipos virais de baixo-risco (sonda
A=HPV 6, 11,42,43 e 44) e alto-risco (sonda B =HPV 16, 18§,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68). Sio adicionados
25mL de cada coquetel de sonda e 75mL da amostra. O material
¢ ¢é adicionado mantido em shaker rotatério por 2 a 3 minutos
a 1.000 rpm. Depois de 1 hora de incubagdo a 65°C em banho-
maria, € iniciada a captura do hibrido, transferindo-se 100mL
do frasco de hibridizagdo para uma microplaca recoberta com
anticorpo anti-hibrido DNA-RNA (amostra-sonda). Mantém-
se a placa por | hora no shaker a 1.000 rpm. Lava-se em
tampdo 3X. Acrescentam-se 75mL do reagente de detecgdo |
(conjugado anti-anticorpo e fosfatase alcalina) e incuba-se
por 30 minutos a 25°C. Lava-se em tampdo 6X. Finalmente
sao acondicionados 75mL do substrato quimioluminescente
(reagente de detecgao 2) para detec¢do dos hibridos, que é
feita apos 15 minutos de incubagio a 25°C.

A leitura é feita em luminémetro DML 2.000
imediatamente apos o término da amplificacao do sinal, onde
os valores superiores ao valor de corte (cut off >1.0) sido
considerados positivos para sonda A, B ou ambos. A luz
emitida ¢ medida em unidade relativa de luz (URL) neste
aparelho. Em cada reacdo sdo incluidos controles negativo e
positivo A e B em triplicata.

RESULTADOS

O nosso estudo avaliou 1616 amostras de pacientes do
sexo feminino com idades variando de 16 a 82 anos. Deste
total, 745 pacientes tiveram resultado positivo para o leste
de captura hibrida, contra 871 resultados negativos o que
representa 46,1% das pacientes infectadas por algum tipo de
HPV e 53,9% pacientes ndo-infectadas.

Dos casos positivos, 436 pacientes estavam infectadas
com HPV do grupo de alto-risco (sonda B), 64 eram do grupo
de baixo-risco (sonda A) e 245 pacientes foram positivos
para ambos grupos (sondas A e B). A prevaléncia respectiva
destes valores foi de 58,5%; 8,6% e 32,9%. Dados
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Divisido dos resultados positivos para HPV por grupos de risco

Classificacdo Pacientes (N) Prevaléncia (%)

Alto risco (B) 436 | 58.5

Baixo risco (A) 64 8.6

Infecgdo mista
(A+B)




Infecgdes por HPV: Levantamento dos casos
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O Grifico 1 apresenta a quantidade de exames positivos
encontrados para cada faixa etdria. (Observacdo: As idades
superiores a 65 anos foram agrupadas na mesma faixa etdria
devido a escassez de resultados positivos até os 82 anos.) A
faixa etdria que apresentou o maior nimero de exames
positivos foi a dos 21 aos 25 anos, contando com 220
resultados. Neste grifico, observamos ainda um decréscimo
gradual do nimero de pacientes infectados conforme o
aumento das idades. A prevaléncia relativa dos valores em
questdo estd representada no Grafico 2. Neste grifico, ficou
evidenciado que as faixas etdrias dos 21-25 anos e dos 26-30
anos de idade concentraram o maior nimero de pacientes
infectadas pelo HPV. Juntas, representam 53,3% de todas as
infec¢des por HPV.

Grifico | - Exames positivos x distribuicio por faixa etdria
800 .

Numero de pacientes

Total 16-20 21-25 26-30 31-35 3640 41-45 46-50 51-55 56-60 61-85 mais
anos anos anos anos anos anos anos anos anos anos de 65
anos

Idade

Griifico 2 - Prevaléncia de exames positivos x distribuiciio por faixa etiria

56-60 anos 61-65 anos

51-55 anos mais de 65 anos
46-50 anos gy % 1% 2%
3% 16-20 anos
41-45 anos %
7%
36-40 anos

10%

21-25 anos
31-35 anos 30%
14% 26-30 anos

24%

A Tabela 2 e o Grifico 3 apresentam a relatividade entre
0s exames positivos e os negativos distribuidos pelas faixas
etdrias. Os dados apontaram que a prevaléncia relativa dos
resultados positivos sobre os negativos das mulheres mais
jovens, com menos de 30 anos, foi muito maior do que a das
mulheres com mais de 30 anos. O inico resultado que foge
deste contexto € o da faixa etdria de 61 aos 65 anos, que
poderia ser atribuido ao fato de ter sido testado um nimero
de amostras muito pequeno (17 exames), requerendo estudos
futuros.

Tabela 2 - Prevaléncia relativa dos resultados positivos e negativos distribuidos por faixa etiria

Casos Femininos Positivos % Negativos % Total %

16-20 anos
21-25 anos

mais de 65 anos
Total

Grifico 3: Relatividade entre os exames femininos positivos ¢ os negativos por faixa etdria

Percentual do total de casos

16-20 21-25 26-30 31-35 3640 4145 46-50 51-55 56-60 61-65 mais Total
anos anos anos anos anos anos anos anos anos anos de 65
anos

Idades
B Casos Positivos [Casos Negativos
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados mostraram que
aproximadamente 50% das mulheres estdo infectadas por
algum tipo de HPV. Destas, mais de 90% com tipos de HPV
oncogénicos (sozinhos ou em infec¢des mistas),
caracterizando, desta forma, uma populagio com alto risco
de desenvolver cincer. E, portanto, precisa ser acompanhada
clinicamente para pesquisa de possiveis lesdes ou, ainda, se
surgirdo lesdes futuras.

A faixa etdria de maior prevaléncia de infecgdo pelo HPV
estd compreendida entre os 20 aos 30 anos de idade. Este
perfil estd de acordo com os resultados de diversos estudos,
dentre eles os dirigidos por Morrison et al. (1991), Schiffman
et al. (1993), Dores (1994) Jacyntho & Barcelos (1999) e
Sedlacek (1999) que foram citados por Bringhenti, Gongalves
e Bedin (2001) num trabalho realizado por eles, e que também
encontrou uma maior incidéncia de HPV nas pacientes
jovens. E importante lembrar que a faixa etdria dos 20 aos 30
anos coincide com o pico de atividade sexual das mulheres e
que a lesdo provocada por estes virus é uma doenga
sexualmente transmissivel (DST).

Considerando a faixa etdria dos 16 aos 20 anos, os
resultados mostraram a maior relagio de exames positivos pelo
niimero de exames realizados. A explicagdo para estes valores,
segundo o CDC. deve-se dentre outros fatores, a cérvix do
adolescente ser ativamente transformada de epitélio colunar
para epitélio escamoso, fazendo com que seja mais vulnerdvel
as DST como o HPV. Outra questdo que deve ser levantada ¢
que o inicio precoce da atividade sexual das adolescentes
constitui um fator de risco importante para o desenvolvimento
do céncer. Visto que, quanto mais cedo for o contato com 0
virus, mais cedo poderd ocorrer a persisténcia dele no
organismo, aumentando assim as chances de ocorrerem
transformacdes malignas em pacientes mais jovens.

Ainda podemos observar neste levantamento
um declinio na prevaléncia de infecgdes pelo HPV conforme o
aumento da idade das pacientes. Esta andlise estd em
conformidade com os dados apresentados no Barcelona HPV
2000 (Conferéncia Internacional sobre Papilomavirus). Uma
explicagiio possivel para este fendmeno pode ser dada pelo fato
de que a infecgio pelo HPV apresenta uma alta taxa de eliminagdo
espontinea, cerca d% 70% em 12 meses e ap6s 18 meses esta
taxa sobe para 80%. Ou ainda que, nas idades mais avangadas
ocorre uma diminui¢do da atividade sexual; e que isto resulta
numa menor exposicdo a novas infecgdes virais. Logo, a
probabilidade de estarmos frente a uma infec¢do nio recente é
maior nas faixas etdrias mais avancadas do que nas faixas de
idade que englobam as mulheres mais jovens.

CONCLUSAO

O uso dos testes de HPV em programas de triagem tem
sido investigada por diversos trabalhos, tendo sido
constatado que houve um aumento da eficiéncia dos
programas de triagem de quase 100% usando a combinagio
de um teste dcﬁdelccqﬁo de HPV conjuntamente ao exame de
Papanicolaou. No entanto, em paises em desenvolvimento
como o Brasil, o custo da implantagio destes tlestes
juntamente ao exame de Papanicolaou encareceria muito o
custo dos programas de prevengio do Ministério da Saide.
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Mas, devido ao risco relativo de cancer associado a
certos tipos de HPV (oncogénicos), tem sido sugerido uma
detec¢dio da infecgdo viral direcionada somente para os tipos
de HPV de alto-risco para complementar o exame de
Papanicolaou na evidenciagio dasnmulheres cOm maior risco
de desenvolver o cincer cervical. Portanto, o uso da sonda
B (grupo de alto-risco) da captura hibrida junto com o
Papanicolaou aumentaria a eficiéncia da triagem, e desta
forma nio encareceria tanto os programas de prevencao de
cancer. Por esta razio, podemos dizer que a melhor rotina de
identificagdo e acompanhamento das lesdes pelo HPV € a
combinagdo das técnicas de Papanicolaou com a Captura
Hibrida, de forma a prevenir o cincer cervical.
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