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RESUMO

ELEUTERIO, Renata Mirian Nunes. Prevaléncia de HPV em adolescentes
virgens e com atividade sexual. 2010. 39f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Médicas). Faculdadde de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus DNA bastante prevalente em
estimativas mundiais, sendo a DST isolada mais freqiente no mundo. Existem
poucos dados sobre prevaléncia em adolescentes sem vida sexual ativa, havendo
ainda muitos tabus nesta faixa etaria. O presente estudo tem por objetivo identificar
a prevaléncia de Papilomavirus humano através de biologia molecular em pacientes
sem coitarca, comparando com um grupo de pacientes da mesma faixa etaria com
atividade sexual. Foram avaliadas 100 adolescentes com idade variando de 11 a 20
anos, com pelo menos dois anos pds-menarca, atendidas no periodo de janeiro de
2007 a janeiro de 2009 no ambulatério de ginecologia infantopuberal do Hospital
Universitario Pedro Ernesto. Das 100 adolescentes, 50 apresentavam himen integro
e 50 relatavam atividade sexual regular. Para as pacientes sem coitarca (grupo 1) foi
realizada uma coleta apenas de vestibulo e para as pacientes com atividade sexual
(grupo 2) foi realizada coleta de vagina e endocérvice. A pesquisa de DNA-HPV foi
realizada por captura hibrida de 22 geracdo. Os resultados foram descritos em
unidade relativa de luz. Para os dados categéricos foram aplicados os testes exato
de Fisher. A positividade geral de DNA de HPV de alto e de baixo risco foi de 72%.
No grupo 1 houve positividade do teste em 3 casos (6%). J& no grupo 2, 33 casos
(66%) foram positivos para pelo menos um sitio. Material de vagina foi positivo em
30 casos (60%) e de colo em 27 casos (54%). Pode-se concluir que a positividade
nas meninas com vida sexual ativa é alta. A infeccdo pelo HPV, ainda que pouco
frequente, pode estar presente em meninas sem coitarca.

Palavras-chave: Adolescente, Virgem, Biologia Molecular, Sondas DNA, HPV



ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) is a DNA virus with high prevalence worldwide. It
is the single most common STD in the world. There are few data on prevalence
among adolescents not sexually active and there are many taboos in this age group.
The aim of this study is to identify the prevalence of HPV by molecular biology in
patients without first sexual intercourse compared with a group of patients of similar
age with sexual activity. We evaluated 100 adolescents aged 11-20 years with at
least two years post-menarche, attended from January 2007 to January 2009 at the
gynecology outpatient clinic for children and pubertal at the University Hospital Pedro
Ernesto. Among the 100 adolescents, 50 had intact hymen and 50 reported regular
sexual activity. For patients without first sexual intercourse (group 1) we collected
material from vestibule only and for patients with sexual activity (group 2) we
collected material from vagina and endocervix. The search for HPV DNA was
performed by 2nd generation hybrid capture. The results were reported in relative
light units. For the categorical data we applied Fisher's exact test. The overall
positivity of HPV DNA of high and low risk was 72%. In group 1 test was positive in 3
cases (6%). In the second group, 33 cases (66%) were positive for at least one site.
Material from vagina were positive in 30 cases (60%) and cervix in 27 cases (54%).
We can conclude that the positivity in girls with sexual activity is high. HPV infection,
although rare, may occur in girls without sexual intercourse.

Keywords: Adolescent, Virgin, Molecular Biology, DNA Probes, HPV



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 01. Esquematizacdo do genoma do HPV (Fonte: Mufioz et al.,
2006)

Figura 02. Arvore filogenética (Fonte: de Villiers et al., 2004)

Figura 03. llustracdo do tecido normal e infectado (Fonte: Frazer, 2004)
Figura 04. Metaplasia imatura na citologia (Fonte: Eleutério Jr, 2003)
Figura 05. Metaplasia imatura na histologia (Fonte: Eleutério Jr, 2003)
Figura 06. Hiperplasia de células de reserva na histologia (Fonte:
Eleutério Jr, 2003)

Figura 07. Fases da técnica de captura hibrida (Fonte: Digene, 2006)


chefia
Cuadro de texto


LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. Pesquisa de DNA-HPV conforme o sitio.
Grafico 2. Pesquisa de DNA-HPV concordante conforme o sitio

23
23


chefia
Cuadro de texto


LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados sociodemograficos

Tabela 2. Pesquisa de DNA-HPV no grupo 1

Tabela 3. Dados sociodemograficos das pacientes do grupo 1
Tabela 4. Pesquisa de DNA-HPV de alto e baixo risco na coleta
vaginal nos grupos 1 (sem coitarca e com himen integro) e 2 (com
atividade sexual)

Tabela 5. Presenca de DNA-HPV segundo classifica¢éo e sitio no
grupo 2

Tabela 6. Coinfeccdo de vagina e colo com 0 mesmo grupo de virus
Tabela 7. Correlagéo entre as variaveis sociodemograficas e a
positividade no teste DNA-HPV no grupo 2

20
21
21
22

22

25


chefia
Cuadro de texto


anti-VLP
BPV-1
CEP
DNA
DNA-HPV
DST
E1-E7
hC2v2
HPV
HUPE
IARC

ICTV

L1/L2
OoMS
p53

PCR
pRB
RLU
RNA
STM

URR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Particulas semelhantes ao virus (virus like particles)
Papilomavirus bovino tipo 1

Comité de ética e pesquisa

Acido desoxirribonucléico

Acido desoxirribonucléico do papilomavirus humano

Doenca sexualmente transmissivel

Genes precoces

Captura hibrida de 2% geracdo verséo 2

Papilomavirus humano

Hospital Universitario Pedro Ernesto

Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (Internacional
Agency for Research on Cancer)

Conselho de Taxonomia de Virus (Council on the Taxonomy
of Viruses)

Genes tardios, responsaveis pelas proteinas do capsideo viral
Organizacdo Mundial de Saude

Gene constitutivo do genoma humano protetor a indugéo do
cancer

Reacgéo em cadeia de polimerase

Proteina do retinoblastoma

Unidade relativa da luz

Acido ribonucléico

Solucdo presente nos tubetes para transportar as amostras
coletadas (specimen transportation médium)

Regido regulatéria (upstream regulatory region)


chefia
Cuadro de texto


. 8.1

SUMARIO

INTRODUGAO . ...ttt 01
O PAPILOMAVIRUS HUMANO — HPV.....cocveiieeceeeeceee e 02
Biologia dO HPV ... 02
ClasSSITICAGAD. .....iiiiiiiieiie e 05
(O] £ o] {1 TP PP PP PPPPPPPRPPPPP 07
(@1 Tod Fo TN o110 ] Lo T T oo 1R PPPPPPPRPRRRR 07
Manifestagies ClINICAS. .......oiuuiiiii e 09
EPIdemiolOgia ..ccoeeeeiiiiiiiieee s 09
ATOIBSCENTE ... 10
Meios de transmissao da infeccao por HPV ..., 12
TranSMIiSSA0 NE0O SEXUAI - cucueurneninieiit et ra e e e eas 12
D= Vo Lo 1S3 A 1o o L PPPRRRRPRRRRRR 15
OBUIETIVOS. e e e e e e e e e e e e e enaanns 18
METODOLOGIA. ... e e e e e e e 19
RESULTADOS. ... e e e e e e e eeeanns 20
DISCUSSAD ...ttt 26

CONCLUS A D ... e .29

REFERENCIAS ..ot e e e e e L, 30


chefia
Cuadro de texto
Transmissão não sexual



INTRODUCAO

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus de DNA extremamente prevalente
em todo o mundo. Atualmente existem mais de 200 tipos identificados, dos quais
cerca de 45 s&o anogenitais, classificados como de alto e baixo risco, dependendo
da sua associacédo com cancer genital (CLIFFORD ET AL., 2003).

Atualmente, a infeccdo por HPV € considerada a doenca sexualmente
transmitida (DST) de origem viral mais freqiente no mundo, havendo em torno de
300 a 400 milhdes de novas infecgbes, onde a maioria dos casos se apresenta na
forma latente, sem indicativos clinicos da infecgdo. Este fato se faz muito importante
pela questédo da transmissibilidade (PARKIN ET AL., 2005).

O HPV tem em sua esséncia enigmas ainda nao totalmente esclarecidos. A
possibilidade de infec¢@o por transmissédo ndo sexual ndo é bem definida ainda. H&
muita discussdo quanto ao papiloma de laringe e a transmissao perinatal, assim
como infeccdo através da placenta e corddo umbilical (TSENG ET AL., 1998;
MEDEIROS ET AL., 2005; SARKOLA ET AL., 2008). Além destas, a transmissao por
auto-inoculacdo, de maos para genitais, bem como por fomites, estaria associada a
possivel via ndo sexual, uma vez que estudos demonstram a possibilidade de
manutencgao de infectividade em temperatura ambiente (FERENCZY ET AL., 1989;
RODEN ET AL., 1994; HERNANDEZ ET AL., 2008).

Embora se saiba da alta prevaléncia de infecgdes pelo HPV entre
adolescentes com atividade sexual, onde a ectopia expde células jovens (células
parabasais e de reserva) mais receptivas a infeccdo pelo virus, a maioria destas
infeccOes tende a desaparecer espontaneamente, sendo transitérias (MOSCICKI,
2007). No entanto, poucos estudos tém conseguido demonstrar a presenca do virus
entre meninas antes da coitarca (SHIN ET AL., 2003; BEZNOS ET AL., 2006;
FREGA ET AL., 2003).



1 O PAPILOMAVIRUS HUMANO - HPV

O HPV pertence ao grupo Papovaviridae, familia Papillomaviridae, género
alfa, beta, gama...-papillomavirus e é capaz de infectar animais e homens. Sao virus
epiteliotropicos, podendo induzir varios tipos de lesdes. (BERNARD, 2005)

Existem mais de 200 tipos de HPV descritos na literatura, dos quais em torno
de 45 tém tropismo genital, que por sua vez podem ser divididos em tipos de alto
risco e de baixo risco, conforme sua associagdo com carcinoma cervical:

v Baixo risco (Grupo A), que compreende principalmente os tipos 6, 11,
42,43 e 44.

v Alto risco (Grupo B), que engloba os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59 e 68.

Os tipos mais encontrados séo os de alto risco, principalmente o tipo 16
(MUNOZ ET AL., 2003).

A infeccéo do HPV de alto risco representa o fator de risco mais importante na
génese do carcinoma de colo uterino. Estudos caso-controle indicam a presenca do
HPV associado ao cancer cervical com um risco relativo que varia ao redor de 50 a
150 para os chamados gendtipos virais de alto risco, principalmente os mais
prevalentes, 16 e 18. O tipo de HPV 16, de alto risco oncogénico, foi considerado
pela IARC (Internacional Agency for Research on Cancer) como definitivamente
carcinogénico para a raga humana (BURD, 2003; IARC, 1995).

1. 1 Biologia do HPV

O HPV possui um genoma de DNA de dupla fita, circular, ndo envelopado,
possuindo uma simetria icosaédrica, constituido por cerca de 8000 pares de bases.
O material genético é envolto por um capsideo de 50nm de diametro, que possui 72
subunidades denominadas capsémeros. Os capsdmeros sdo formados por duas
proteinas estruturais, L1 e L2. A proteina L1 é a principal, formadora do capsideo
viral, representando 80% da proteina do HPV e é género-especifica, enquanto a L2
é tipo-especifica (BROWN ET AL., 1993; MODIS ET AL., 2002).

O genoma do HPV esta dividido em trés regides conhecidas como Open

reading frames ou unidades de traducdo (ORFS) e como genes que codificam as
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proteinas virais que se localizam em uma mesma fita de DNA. A regido L (de late) é
composta por loci L1 e L2, responsaveis pela fase final do ciclo celular. A regido E
(de early) é composta por loci E1, E2, E4-E7, necessarios para a replicacdo do DNA
viral e eventuais acdes transformadoras nas células hospedeiras. E a URR
(upstream regulatory region) € responsavel pela regulagdo da expressao dos genes,
replicacdo gendmica e envelopamento das particulas virais (DE VILLIERS ET AL.,
2004: MUNOZ ET AL., 2006) (Figura 1).

E2

p——

e

ES

L2

L1

g

Figura 1. Esquematizacdo do genoma do HPV (Fonte: MUNOZ ET AL, 2006).

As proteinas virais codificadas pelos genes E1 e E2 sdo essenciais para a
replicagdo de DNA. Possivelmente durante a persisténcia viral o sistema imune
permite a manutencdo da infeccdo neste estagio. Depois, uma vez que as células
basais passam para a camada parabasal, elas perdem a habilidade de se dividir e
iniciam processo de diferenciagdo. O HPV se replica neste compartimento e evolui
para desintegracdo das células epiteliais infectadas mais maduras, na camada
superficial, para liberacdo no ambiente. A proteina codificada por E2, além de
controlar a transcricdo de E6 e E7, parece possuir atividade estimuladora da fungéo
da proteina supressora de p53 (DOORBAR, 2006). Em estudo mais recente é
possivel observar a sua fungéo direta nas etapas iniciais de transformacdo mediada
por HPV (BELLANGER ET AL., 2010).



Ja a proteina E4 pode ser detectada nas camadas mais diferenciadas do
epitélio infectado, durante o ciclo produtivo viral. Alguns pesquisadores acreditam
que sua funcdo esteja ligada & desestabilizacdo de citoqueratinas e
concomitantemente das redes destas proteinas, sendo responsavel pela
modificacdo na arquitetura celular, de forma que o rompimento da célula levaria a
uma liberagéo de particulas virais. (PALEFSKY, 1991; ROBERTS 1997; NAKAHARA
ET AL., 2002).

O gene E5 do HPV 16 contribui para a carcinogénese cervical por inibir a
apoptose de células epiteliais cervicais infectadas e € necessario e suficiente para
a formacéo de células binucleadas, uma caracteristica comum de lesbes pre-
cancerosas do colo do utero, que surgem por fusdo celular. Com a
coexpressao de HPV16 E6/E7 ha o aumento da proliferacdo destas células.
(OH ET AL., 2010; HU ET AL., 2009).

Os genes E6 e E7 induzem proteinas homénimas, que sdo as principais
transformadoras do HPV e estao diretamente envolvidas na inducao de proliferagéo
benigna e transformacdo maligna nas células do hospedeiro. Geralmente o cancer
se desenvolve como consequéncia de alteracdes genéticas com ativacdo de
oncogenes ou inativacdo de genes supressores de tumor. Os mais assiduamente
estudados nas relacbes do HPV com seu potencial oncogénico tém sido o p53
(inativado por E6) e o Rb (destruido por E7). O papel dos produtos destes genes é
regular o ciclo celular por controle da transcricdo de genes celulares envolvidos na
progressdo do ciclo e na proliferacdo celular (ELEUTERIO ET AL., 2007;
MCLAUGHLIN-DRUBIN E MUNGER, 2009; GANGULY E PARIHAR, 2009;
GHITTONI ET AL., 2010).

A proteina expressa por E6 é uma proteina nuclear formada por 150
aminoacidos e se liga ao produto do gene p53, levando a sua degradacgéo pela via
de protedlise dependente de ubiquitina. O gene p53 € um supressor tumoral ja que a
proteina p53 tem como funcdo a regulacdo do ciclo celular. Entdo E6 promove a
degradacdo da proteina p53 e desregula este controle (ZUR HAUSEN, 2000;
BUITRAGO-PEREZ ET AL., 2009; YUGAWA E KIYONO, 2009).

O produto do gene E7 € uma fosfoproteina com cerca de 100 aminoacidos
gue se liga a forma hipofosforilada da proteina celular pRB. A pRB é produto do
gene do retinoblastoma, que é um supressor de tumor. A proteina E7 se liga as



proteinas que controlam o ciclo celular como a pRB, p107, p130 e ciclina A,
promovendo, desta forma, a proliferacdo e imortalizagdo das células. A ligacdo de
E7 a pRB inativa a funcado de pRB, que € regular negativamente o ciclo celular. As
proteinas E7 de HPV de alto risco oncogénico se ligam com maior afinidade em pRB
do que os HPV de baixo risco oncogénico (ZUR HAUSEN, 2000; BUITRAGO-
PEREZ ET AL., 2009).

Os genes L1 e L2 codificam proteinas que sdo conservadas em todos 0s
papilomavirus e sdo expressadas nas camadas superficiais do epitélio. O L2
codifica proteina do capsideo do HPV que desempenha papel importante na
entrada do virus nas células, na localizacdo de componentes virais no nucleo,
na ligacdo do DNA, na formacdo do capsideo e estabilidade viral e celular.
(ZUR HAUSEN, 2000; MUNOZ ET AL., 2006).

1. 2 Classificacéo

O Internacional Council on the Taxonomy of Viruses (ICTV) reconheceu o
HPV como sendo um virus pertencente a familia Papillomaviridae, género
papillomavirus Alfa, Beta, Gama e outros, sendo o Alfa o mais importante
clinicamente, pois contém os tipos associados as lesfes da mucosa genital (Figura
2) (DE VILLIERS ET AL., 2004).

A classificagdo em tipos de HPV é feita com base na homologia das
sequéncias de DNA, onde as variagbes no genoma dos genes L1, E6 e E7 menores
gue 2% sado consideradas variantes, variacbes entre 2 e 10% sao subtipos, e
maiores que 10% sé&o considerados novos tipos de HPV. As numeracdes foram
dadas de acordo com a ordem em que foram identificados, sendo o HPV1 o
primeiro, e assim por diante (BERNARD ET AL., 1994).
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Genus
Alpha-papillomavirus

Beta-
papillomavirus

Delta-
papillomavirus

Gamma-

Epsilon- illom v'rus" . .
psilon-papillomavi papillomavirus

G::FV1

Zeta-papillomavirus ¥ /
copy
MmP\.l" CRP\I’ FdP \,rlu "' BPU3

BPW ‘K\ ) ’ .
Psw Pi-papillomavirus
Eta-papillomavirus \F‘iw .
Omikron-papillomavirus
pEW Mu-| papll!omavlrus Kl papillomavirus

Theta-papillomav irus Lambda-papillomavirus

Kappa-papillomavirus Nu-papillnmawrus
lota-papillomavirus

Figura 2. Arvore filogenética (Fonte: DE VILLIERS ET AL., 2004)

Dos mais de 200 tipos descritos na literatura, cerca de 100 foram
identificados, com seus genomas isolados e sequenciados. Destes, mais de 40
infectam regibes anogenitais, onde alguns tipos estdo associados com o cancer de
colo, de acordo com seu potencial oncogénico (BERNARD, 2005).

Os tipos de HPV que infectam o trato genital podem ser divididos em dois
grupos. O primeiro é o grupo de baixo risco oncogénico, onde 0s seus tipos ocorrem
mais freqientemente em lesbes benignas, lesbes intraepiteliais de baixo grau e
raramente sdo encontradas em lesdes cancerosas. Sao os tipos 6, 11, 40, 42, 43,
44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108, além de outros ainda nao publicados. O segundo
grupo é o de alto risco oncogénico, que ocorre geralmente em lesdes intraepiteliais
de alto grau e carcinomas. Sao os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
68, 73, 82 e outros ainda n&o identificados (MUNOZ ET AL., 2003).



1. 3 Cofatores

A maioria das infec¢des por HPV, mesmo causadas pelos tipos de alto risco
oncogénico, ndo necessariamente leva ao desenvolvimento de cancer cervical. A
infeccdo por HPV de alto risco é necesséria, porém ndo é determinante. Neste
momento os fatores deflagradores serdo aqueles que atuam juntamente com o HPV
influenciando no risco de transicdo entre a infeccdo para uma neoplasia cervical
propriamente dita. Existem fatores ambientais e/ou préprios do hospedeiro, como 0s
hormdénios, em que podemos citar a progesterona e sua agéo in vitro sobre a LCR
viral estimulando a transcricdo de HPV 16 (MAGNUSSON ET AL., 2000).

O cigarro também é considerado cofator por ser agente mutagénico e causar
imunodeficiéncia local. Alguns estudos conseguem mostrar um maior risco para as
pacientes positivas para HPV e que sao fumantes, assim como o aumento de
fumantes desde a adolescéncia também é um fator importante (KJELLBERG ET AL.,
2000; HILDESHEIM ET AL., 2001; CASTELLSAGUE ET AL., 2002; PLUMMER ET
AL., 2003).

O polimorfismo genético tem sido bastante debatido e poderia justificar a
susceptibilidade ao desenvolvimento de neoplasias (BHATTACHARYA E
SENGUPTA, 2007). Outros fatores que também podem influenciar na progressao da
infeccdo do HPV séo a alta paridade, uso prolongado de anticoncepcionais orais e
outros agentes sexualmente transmissiveis (HILDESHEIM ET AL., 2001,
CASTELLSAGUE ET AL., 2002).

1. 4 Ciclo bioldgico

O HPV é um organismo exclusivamente intracelular que infecta as células
mitoticamente ativas para se estabelecer no epitélio. Por isso, os carcinomas se
originam na juncdo escamocolunar e na zona de transformacao, pois neste local ha
acesso imediato as células de reserva e células basais e parabasais do epitélio
metaplasico (RONCO, 1999).

O ciclo de vida € dependente da diferenciacdo do epitélio infectado. O virus
infecta inicialmente as células basais, que estdo ativamente em divisdo celular. O
DNA viral € mantido em um pequeno numero de copias dentro dos nucleos das

células infectadas até que sofram diferenciagdo e sejam movidas a superficie do

7


chefia
Cuadro de texto
1. 3


chefia
Cuadro de texto
1. 4



epitélio. Ao final desta diferenciacdo h4 um numero elevado de cépias virais e 0s
genes tardios ou da regiao L (late) sdo expressos (FERENCZY E FRANCO, 2002).
Os virions do HPV infectam as células epidérmicas germinais na camada
basal, e estas ndo permitem a replicacdo do virus. Entdo, a medida que as células
germinais se dividem e vao para a superficie, irdo disseminar o virus para as células
irmds, que se transformam e proliferam de maneira displdsica. A camada celular fica
mais espessa e cada célula fica vacuolizada. A aparéncia da verruga, que se
observa em les@es clinicas, deve-se a proliferacdo celular. As células infectadas
passam por uma diferenciagdo, queratinizacdo e ha replicacdo viral. Os virions
infectantes serdo liberados podendo infectar as células proximas, explicando o fato

de as verrugas serem contagiosas (PEREZ, 2001; FRAZER, 2004).
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Figura 3. llustracéo do tecido normal e infectado (Fonte: FRAZER, 2004).

Durante o periodo de incubacdo ha uma interagdo epissémica em que ha a
também interacdo da célula com o virus, que é regulada pelos cofatores A infecgcéo
epissdmica pode ocorrer em locais de microtraumas, onde 0s virions penetram,

modificando a conformacdo das proteinas do capsideo. A infeccdo viral pode



permanecer sem manifestagcéo ativa da doencga, como acontece com a maioria dos
infectados. Quando ha a doenca ativa ha uma proliferacéo ativa que pode durar de 3
a 6 meses, onde se observa o crescimento da camada basal, replicagédo viral nas
camadas médias e os efeitos citopéaticos nas células superficiais. Estas alteracdes
podem levar as lesGes de verrugas classicas ou lesdes subclinicas, como lesdes
acetobrancas na colposcopia. Mas, a forma de interacdo mais importante em termos
de carcinogénese é de integracdo do virus no genoma celular que pode interferir na
sintese protéica levando a alteracbes pré-neoplasicas e neoplasicas. Na grande
maioria das vezes os quadros sdo latentes, mas alguns levam a lesdes subclinicas
diagnosticadas apenas por métodos de magnificacdo (microscopia e genitoscopia)
(ZUR HAUSEN, 2000).

1. 5 Manifestagdes clinicas

A infeccao por HPV pode ser classificada como latente, clinica, subclinica. Na
forma latente é possivel detectar o virus apenas por técnicas de biologia molecular
através da identificacdo do DNA do HPV, ndo sendo possivel alteragcbes nem
citolégicas, nem histologicas, nem colposcopicas. Na forma subclinica somente é
possivel visibilizar as lesées induzidas com o auxilio do colposcépio, enquanto que a
manifestacdo clinica é mais facilmente observada, no caso os condilomas
acuminados que sao lesdes papilares que podem ser encontradas na regido
anogenital (JACYNTHO, 2001; BURD, 2003).

1. 6 Epidemiologia

A infeccdo cervical por HPV, atualmente, representa a doenca sexualmente
transmissivel (DST) isolada mais freqiente no mundo. Apesar da alta prevaléncia,
muitas infec¢des serdo transitorias (60%), 0 que é extremamente comum em jovens,
apresentando duragdo média de 8 a 10 meses. Entretanto, as infec¢des persistentes
séo encontradas em 5% a 10% das mulheres com 35 anos ou mais, associando-se
com aumento do risco de progressdo para neoplasia a partir das lesdbes HPV
induzidas. (RAMA ET AL., 2006).

A infeccdo frequentemente leva a microlesdes, que sdo pouco ou nada

visiveis sem auxilio éptico. Papilomavirus podem ficar latentes por longos periodos
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de tempo em seu hospedeiro (ANTONSSON ET AL., 2000, 2003), podendo ser
ativado em situacdes de imunodeficiéncia (JABLONSKA E MAJEWSKI, 1994; DE
VILLIERS, 1998; FORSLUND ET AL., 2003).

A cada ano surgem em torno de 500.000 casos novos de cancer do colo do
Gtero, dos quais em torno de 70% ocorrem em paises em desenvolvimento.
Também se estima que haja entre 10 a 20 vezes mais lesbes precursoras desses
tumores, o que implica em um contingente muito grande de individuos afetados
(LINHARES E VILLA, 2006; CDC, 2010; INCA, 2010). O numero de casos novos de
cancer do colo do utero esperado para o Brasil no ano de 2010 sera de 18.430, com
um risco estimado de 18 casos a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores
de pele ndo-melanoma, o cancer do colo do Utero € o mais incidente na Regido
Norte (23/100.000). Nas regides Centro-Oeste (20/100.000) e Nordeste
(18/100.000), ocupa a segunda posicdo mais frequente e nas regides Sul
(21/100.000) e Sudeste (16/100.000), a terceira posicao (INCA, 2010).

1.7 Adolescente

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a adolescéncia
compreende a faixa etéria que vai dos 10 aos 19 anos. J& para a Organizacdo das
NacBes Unidas (ONU), a faixa etaria da adolescéncia é entre 15 e 24 anos. E uma
fase caracterizada por mudancas fisicas aceleradas e caracteristicas da puberdade,
diferentes do crescimento e desenvolvimento que ocorrem em ritmo constante na
infancia. Essas alteragc6es surgem influenciadas por fatores hereditarios, hormonais,
ambientais, nutricionais e psicolégicos (OMS, 2010).

Na adolescéncia ha uma grande exposi¢do da juncdo escamocolunar e, em
especial do epitélio cilindrico endocervical (ectopia), com defesas limitadas a
agressores. Pelo crescente aumento de niveis de esterdides sexuais, ha um
estimulo do trato genital inferior, levando a ectopia, ao que se segue uma hiperplasia
das células de reserva subcolunares totipotenciais, que evolui para metaplasia
imatura, que consiste de células jovens expostas na superficie epitelial e que seria
uma porta de entrada para o HPV (Figuras 4-6). Infeccbes latentes e subclinicas sdo
mais comuns na adolescéncia do que em adultas. A maioria destas infec¢des tende
a desaparecer espontaneamente, sendo transitérias. H& uma grande importancia a

persisténcia do HPV de alto risco, que ao ocorrer por mais que um ano levaria a um
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risco 14 vezes maior de uma leséo intraepitelial escamosa de alto grau em sua

evolucao (MOSCICKI, 2007).

Figura 4. Metaplasia imatura na citologia (Fonte: ELEUTERIO JR, 2003).

Figura 5. Metaplasia imatura na histologia (Fonte: ELEUTERIO JR, 2003).
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Figura 6. Hiperplasia de células de reserva na hlstologla (Fonte: ELEUTERIO JR, 2003).

1. 8 Meios de transmissao

A transmissdo de HPV é considerada como predominantemente sexual,
porém alguns estudos sugerem que pode haver transmissdo pelo contato da pele
com fomites, por auto-inoculacdo, assim como perinatal (FERENCZY ET AL., 1989;
OBALEK ET AL., 1993; FREGA ET AL., 2003; SINAL E WOODS, 2005; FERIZZI ET
AL., 2009).

1. 8. 1 Transmissdo ndo sexual

A possibilidade de infecgdo por transmissdo ndo sexual ndo estad bem
definida. A transmissdo vertical da mae para o filho durante o parto é bastante
discutida. Embora o abuso sexual deva ser investigado nos casos de condilomas
anogenitais em criangas, existem casos em que sao adquiridos via perinatal (SINAL
E WOODS, 2005). Ja existem relatos de condiloma acuminado em criangas, cuja
transmissao foi ndo-sexual, da mée infectada para o bebé (FERIZI ET AL., 2009).

A taxa de positividade para DNA do HPV em amostras de recém-nascidos
ndo indica infeccdo, podendo apontar apenas contaminagao por material materno
infectado. (TSENG ET AL., 1998; MEDEIROS ET AL., 2005).

Outra via bastante discutida é a transmissdo intra-utero, através de uma
infeccdo ascendente ou transplacentaria. No estudo realizado por Sarkola et al.
(2008), DNA de HPV foi detectado em 4.2 e 3.5% das amostras de placenta e
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corddo umbilical respectivamente, incluindo os tipos de HPV 16, 6, 83 e 39. No
Brasil, um estudo de casos de papilomas e papilomatoses vulvares congénitas em
neo e natimortos demonstrou o envolvimento do HPV nestas lesGes através de
histopatologia e microscopia eletronica (DIAS ET AL., 1995).

Nos casos de cancer de cabeca e pescoco, alguns autores consideram a via
perinatal uma via de transmissao do HPV (CAMPISI E GIOVANNELLI, 2009).

No trabalho de Obalek et al. (1993), no qual se avaliaram criangas com idade
entre 7 meses e 12 anos portadoras de verrugas anogenitais, foi constatada uma
prevaléncia de 17,4% de HPV 2 (causadores da verruga comum) e 74% de HPV 6.
Este trabalho enfatiza que a autoinoculacdo por parte de criangas portadoras de
verrugas em maos, ou heteroinoculacdo pode ser um modo de transmissao néo-
sexual.

A aquisicdo do HPV durante a infancia e a adolescéncia ndo é uma causa
imediata de morbidade grave, porém, h& fortes evidéncias de que a exposicao
precoce aumente o risco para o cancer (MOSCICKI, 1996). A persisténcia de
infeccdo com gendtipos oncogénicos em uma minoria de infectados pode ser um
forte fator de risco para posterior desenvolvimento de leséo intraepitelial escamosa
de alto grau, o precursor de neoplasia cervical, 0 que geralmente ocorre apés um
longo periodo latente. Desconhece-se se had a doenca em criangas cronicamente
infectadas com HPV oncogénico. A presenca de DNA-HPV em criangas
assintomaticas, sua capacidade de infeccdo e doenca ainda ndo sdo claras. E
recomendado seguimento para criangas com verrugas anogenitais (associadas a
HPV 6 e 11), embora ndo existam estudos longitudinais disponiveis para esclarecer
se elas estdo em risco de desenvolvimento de carcinoma ainda jovens (JAYASINGH
E GARLAND, 2006). Estudo realizado com criangcas com infec¢des de laringe e
anogenital, observou positividade de HPV resultante de transmissdo nao-sexual
(SINCLAIR ET AL., 2008). Também foi possivel observar que ha a transmissdo dos
parentes para criangcas em estudo realizado por Rintala et al. (2005), onde a
infeccéo persistente pelo HPV nas maes foi um fator de risco para o HPV oral nos
filhos de 6 meses, e o HPV oral nas mées foi um fator de risco para o HPV genital
dos filhos de alto risco. Assim, tanto o HPV cervical persistente como o HPV oral
subclinico nas mées afetaram o risco do HPV nas criancas. A idade de 6 meses é
um ponto critico para os filhos adquirirem ou estarem livres do DNA-HPV de alto

risco.
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Estudos que abordaram adolescentes virgens mostram resultados
discordantes. Shimada et al. (2007) realizaram um estudo em que 251 adolescentes
foram negativas, enquanto Frega et al. (2003) encontraram lesGes induzidas por
HPV em 88 virgens, onde ele conclui que poderia justificar uma transmissao vertical,
por fomites ou contato pele-pele. Shin et al. (2003) encontraram anticorpos contra
virus like particles (anti-VLP) em pacientes virgens.

Ainda nao € determinado se a infec¢do por HPV também pode ser transmitida
indiretamente, através de fémites. Para avaliar esta possibilidade, a infecciosidade in
vitro para HPV-16 (um modelo HPV de alto risco) apds dessecacédo foi comparada
papilomavirus bovino tipo 1 (BPV-1), conhecido por ser transmitido através de
fomites. O virus tinha resisténcia semelhante & dessecacdo em extratos celulares,
mantendo cerca de 100%, 50%, e de 30% da infecciosidade quando desidratados
por 1, 3, e 7 dias, respectivamente, a temperatura ambiente. Os virus tipo HPV-16 e
BPV em extratos celulares foram completamente inativados por tratamento em
autoclave e susceptiveis a etanol a 70%, mas eram resistentes ao EDTA ou a
incubagéo a 56°C durante uma hora. Estes dados sugerem que a propagagao nao-
sexual HPV genital de alto risco por fémites € possivel, mas estudos mais bem
desenhados serdo necesséarios para confirmar esta afirmativa. (RODEN ET AL.,
1997).

Segundo Ferenczy et al. (1989) ha a possibilidade de o DNA de HPV estar
presente em objetos que s&o utilizados para o tratamento de infec¢gdes genitais pelo
virus, sendo identificado por hibridizacdo em esfregagos colhidos em oito de 16
(50%) luvas cirargicas. Do mesmo modo, DNA-HPV foi encontrado em 23 de 62
(37%) e um de 62 (1,6%) pingas de bidpsia, antes e apos a esterilizacdo em 30% da
tintura Savlon por 30 minutos, respectivamente. O cryoprobe test de DNA-HPV foi
positivo em cinco de 22 (23%) e um de 22 (4,5%) antes e depois da limpeza do
material de etanol a 90% em 1 minuto, respectivamente. A taxa de positividade HPV
DNA ap0s a esterilizacao é baixa.
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1. 9 Diagndstico

Os métodos diagnésticos das lesdes induzidas por HPV sdo morfoldgicos e
incluem o exame clinico, a colposcopia, a citologia oncética e a histologia. Ja4 a
identificacdo da infeccdo por HPV propriamente dita inclui os métodos bioldgicos,
como as hibridizagdes moleculares de acidos nucléicos, tipo Southern Blot, captura
de hibridos, hibridizacdo in situ e reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
(JACYNTHO ET AL., 2001, MUNOZ ET AL., 2003; RAMA ET AL., 2006).

A PCR é considerada o padrdo ouro e se baseia na repeticdo de ciclos de 3
etapas:

1) desnaturacdo do DNA: obtida mediante a brusca elevacdo da temperatura
da amostra analisada para 95°C, por um minuto. Neste momento ocorre a separagao
da "cadeia dupla" de DNA;

2) anelamento ou hibridizacdo: ocorre entre a cadeia original de DNA (agora ja
desnaturada em "cadeia simples") e a sequéncia de oligonucleotideos que se liga a
regido inicial do DNA a ser amplificado, aumentando o numero de copias. Estes
oligonucleotideos sdo denominados “iniciadores" ou primers. A temperatura Otima
para esta hibridizag&o inicial varia de 37 a 70°C, dependendo primariamente do
comprimento dos primers e de sua sequéncia de oligonucleotideos;

3) extensdo: a extensao da sequiéncia de nucleotideos em continuidade com a
cadeia "iniciadora" mediada pela DNA-polimerase termoestavel ocorre a 72°C, por 1 a
2 minutos. Esta reacdo da origem a copias de nucleotideos da matriz do DNA da
amostra inicial, sendo ampliada a regiao limitada pelos dois extremos de ligacdo dos
primers com a "matriz de DNA". Este ciclo é repetido 30 a 40 vezes, dando origem a
um aumento do produto de amplificacdo conhecido como amplicon. Assim, ao final de
n ciclos, a reacéo teve um niimero teérico maximo de 2" moléculas de DNA dupla fita,
gue sao coépias exatas da regido especifica do DNA molde, que foi codificado pelos
iniciadores (FEDRIZZI ET AL., 2004).

Em comparagdo com o PCR, que tem sensibilidade de 99% e especificidade
de 98%, a captura hibrida demonstra sensibilidade de 91,7% e especificidade de
95,4% (CASTLE ET AL., 2002). O teste molecular de captura hibrida para HPV é
capaz de detectar o DNA de 18 tipos virais que mais comumente infectam o trato
anogenital (masculino e feminino), sendo esses divididos em grupos de baixo risco e

alto risco. O teste de captura hibrida tem mostrado ter sensibilidade e especificidade
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satisfatdria para uso rotineiro na analise da quantidade de DNA do grupo viral do
HPV de baixo e alto risco. Como o risco de céncer cervical invasivo na mulher esti
diretamente relacionado a presenca de HPV persistente de alto risco, a pesquisa
desses tipos virais por meio de métodos moleculares tem sido extremamente Uutil
para o acompanhamento de mulheres com alteracdes citoldgicas indeterminadas. A
maioria das infeccdes por HPV é transitéria e, aproximadamente, 70% delas
desaparecem no periodo de um ano (HO ET AL., 1998).

A técnica da captura hibrida utiliza anticorpos na captura dos hibridos que séo
detectados por quimioluminescéncia através da amplificacdo de sinal. Os espécimes
contendo DNA hibridizam-se com o coquetel de sonda especifico de RNA-HPV. Os
hibridos RNA/DNA sédo capturados sobre a superficie da microplaca sensibilizada
com anticorpos especificos para os hibridos RNA/DNA. Hibridos imobilizados
reagem com a fosfatase alcalina conjugada com anticorpos especificos para hibridos
RNA/DNA e séo detectados por substrato quimioluminescente.

Esta técnica apresenta 5 fases distintas:

1. Desnaturacdo: Desnaturacdo das proteinas, com separacao das fitas de DNA.

2. Hibridizag@o: Espécimes contendo DNA hibridizam-se com o coquetel de
sonda especifico de RNA-HPV.

3. Captura dos hibridos: Os hibridos RNA/DNA sdo capturados sobre a
superficie da microplaca sensibilizada com anticorpos especificos para o0s
hibridos RNA/DNA.

4. Reacado dos hibridos com o conjugado: Hibridos imobilizados reagem com a
fosfatase alcalina conjugada com anticorpos especificos para hibridos
RNA/DNA e sao detectados por substrato quimioluminescente. Véarias
moléculas de fosfatase alcalina sdo conjugadas para cada anticorpo.

5. Deteccdo dos hibridos por quimioluminescéncia: Mudltiplos anticorpos
conjugados se ligam a cada hibrido capturado resultando na amplificacdo de
sinal. A luz é emitida e medida em Unidade de Luz Relativa (RLU) no
quimioluminbmetro. A intensidade da luz emitida denota a presenca ou
auséncia do DNA nos espécimes. A medida RLU igual ou acima do valor do
cut-off indica a presenca da sequéncia especifica de DNA-HPV no espécime.
RLU menor que o valor do cut-off indica a auséncia da sequéncia de DNA-
HPV ou que os niveis estao abaixo do limite de detecc¢do do ensaio.
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Hybrid Capture®
System

Figura 7. Fases da Técnica de Captura Hibrida. (Fonte: QIAGEN, 2010).

O ensaio conta com controles negativos e positivos, que sao testados em
triplicata. As leituras dos controles séo utilizadas para a validagéo e o calculo do cut-
off. Para validacdo, sempre se deve observar os critérios abaixo:

« O coeficiente de variacdo das leituras entre os micropocos dos controles

negativos e positivos ndo deve ultrapassar 25%.

« A divisdo da média das leituras de RLU dos controles positivos pelos

negativos deve ser superior a 2,0

« Os controles negativos devem respeitar o limite maximo de background de

250 RLU.

Ha ainda dois outros controles intra-teste. O primeiro é quando se faz a
adicdo do reagente de desnaturacdo. Todas as amostras devem tornar-se de cor
roxa, isso da a certeza de que todo material serd desnaturado. O segundo, quando
da adicao das sondas, a coloragdo deve mudar de roxo para amarelo, assegurando

gue todas as amostras receberam a quantidade ideal de sonda (NONNENMACHER
ET AL., 2002; QIAGEN, 2010).
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2 OBJETIVOS

* Objetivo geral
Estudar a prevaléncia de infeccao por HPV em grupo de adolescentes sem
vida sexual e um grupo com vida sexual ativa.
* Objetivos especificos
Identificar a prevaléncia de infec¢ao por HPV independente de né&o ter leséo
morfoldgica
Fazer uma avaliacdo comparativa da prevaléncia com um grupo de
adolescentes sexualmente ativas
Avaliar os dados s6cio-demogréficos para identificar possiveis fatores de risco

gue teriam associagdo com a infecgéo do HPV.
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3 METODOLOGIA

Foi realizado um estudo transversal com dados coletados prospectivamente
entre janeiro de 2007 a janeiro de 2009, em 100 pacientes com idade variando de 11
a 20 anos, com pelo menos 2 anos pés-menarca, atendidas no ambulatério de
ginecologia infanto-puberal do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, que é um hospital que atende grande
parte da populacdo da cidade.

Foram criados dois grupos de estudo. O primeiro grupo (grupo 1) constituido
por 50 pacientes que relatavam nao ter tido relagées sexuais e que apresentavam
himen integro ao exame fisico, verificado por uma ginecologista com larga
experiéncia em atendimento infantopuberal. Dados sociodemograficos foram
anotados e para essas pacientes foi oferecida uma coleta de vestibulo com “swab”
especifico e colocado em tubete coletor para preservagdo das amostras (specimen
transportation medium [STM]).

Em um segundo grupo (grupo 2) foram avaliadas 50 pacientes sexualmente
ativas, para as quais, também os dados sociodemograficos foram arrolados e foram
oferecidas uma coleta vaginal e outra endocervical, com swabs e tubetes especificos
com STM para cada sitio, realizados pela mesma ginecologista.

Foram excluidas do estudo pacientes com diagndstico morfolégico ou histéria
de NIC e/ou HPV e céancer anogenital e adolescentes que tenham sofrido abuso
sexual.

Os tubetes devidamente identificados foram enviados ao laboratério de
biologia molecular para pesquisa de DNA-HPV (de alto risco e de baixo risco) por
Captura Hibrida de 2% geracdo versdo 2 (hC2v2), conforme especificacdes do
fabricante (Qiagen ®). Os resultados dos exames foram descritos em unidade
relativa de Iluz (RLU), resultado da leitura da amplificacdo do sinal por
guimioluminescéncia. Este RLU possui um ponto de corte, onde foram considerados
positivos casos em que o RLU/PC foi maior que a unidade.

Para os dados sociodemograficos e resultados dos testes foram aplicados a
ambos 0s grupos os testes exato de Fisher e do qui-quadrado para significancia
estatistica (intervalo de confianca de 95%).

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa sob o nimero 2309-
CEP/HUPE.
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4 RESULTADOS

No Grupo 1, (sem coitarca) a idade variou de 11 a 20 anos completos
(média:15,8+ 2,0). Ja as pacientes do Grupo 2, (com atividade sexual) a idade variou
de 13 a 20 anos (média:16,5+ 1,5) . Em ambos 0s grupos a maioria das pacientes
eram estudantes. A menarca no Grupo 1 variou de 8 a 15 (média:11,5 + 1,5),
enquanto que entre as pacientes do Grupo 2 foi de 9 a 15 (média: 11,8+1,3) , tendo
o inicio de vida sexual ocorrido de 12 a 18 anos (média:14,9+ 1,5). A idade dos
parceiros das pacientes do Grupo 2 variou de 15 a 37 anos (média: 23,4+4,3) e a
diferenca etaria variou de -2 a 20 anos (média=6,4+4,6). A média do numero de

parceiros variou de 1 a 5, (média=2,1+1,2) (Tabelas 1).

Tabela 1. Dados sociodemograficos.

Grupo 1 Grupo 2 p
(média + DP) (média + DP)

Idade 15,8+ 2,0 16,5+1,5 ns
Menarca 11,5+1,5 11,8+1,3 ns
Inicio atividade sexual - 14,9+1,5 *
Idade dos parceiros - 23,4+4,3 *
Diferenca etaria - 6,4+4,6 *
com 0S parceiros
Numero de parceiros - 2,1+1,1 *

ns: nao significativo

* nao se aplica

A positividade geral de DNA de HPV de alto e de baixo risco foi de 72% (72
casos) (Tabela 2). No Grupo 1 houve positividade do teste em 3 casos (6%). Foi
critério de exclusao para este grupo qualquer referéncia ao coito vaginal, no entanto,
observou-se que dentre os casos positivos para HPV, duas pacientes relataram
contato genital. Um caso foi de DNA-HPV de alto risco e o outro de baixo risco
oncogénico. Na Unica paciente que negou qualquer contato genital foi identificado

HPV de baixo risco oncogénico (Tabela 3).
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Tabela 2. Pesquisa de DNA-HPV no grupo 1.

DNA-HPV N %
Negativo 47 94
Baixo risco 2 4
Alto risco
Baixo e alto risco 0 0
Total 50 100

Tabela 3. Dados sociodemograficos das pacientes do grupo 1.

Dados sociodemogréficos N %

Idade (anos)

11-14 14 28
15-17 24 48
18-20 12 24
Profissédo
Estudante 50 100
Menarca (anos)
<10 5 10
10-12 32 64
>12 13 26
Contato genital sem penetragao
Sim 2 4
N&o 1
a7 94

Ja no Grupo 2, 33 casos (66%) foram positivos para pelo menos um sitio.
Material de vagina foi positivo em 30 casos (60%) e de colo em 27 casos (54%).
Houve positividade para DNA-HPV de alto risco em 21 casos, de baixo risco em trés
casos e concomitante alto e baixo risco em 9 casos. Comparando os resultados dos

Grupos 1 e 2 para coleta vaginal temos a tabela 4.
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Tabela 4. Pesquisa de DNA-HPV de alto risco e de baixo risco na coleta vaginal nos

grupos 1 (sem atividade sexual e com himen integro) e 2 (com atividade sexual).

Grupo 1 (N=50) Grupo 2 (N=50)
N(%) N (%)

DNA-HPV

Alto risco 1 21

Baixo risco 2

Dois tipos -
concomitantes
Positivo (total)* 3 (6%) 33 (66%)
Negativo 47 (94%) 17 (34%)

* p<0,05 (teste do quiquadrado), considerando a diferenca de casos positivos entre os grupos 1 e 2

Na coleta endocervical no Grupo 2, o DNA-HPV foi negativo em 23 casos, e
foi positivo 27 pacientes, das quais 20 casos de alto risco somente, 1 caso apenas
de baixo risco, e 6 de alto e baixo risco concomitante. Comparando os dados da

positividade dos diferentes sitios podemos visualizar a tabela 5.

Tabela 5. Presenca de DNA-HPV segundo a classificacdo e sitio no grupo 2 (com
atividade sexual).

Sitios

Vagina Endocérvice
Pesquisa de DNA-HPV N (%) N (%)
Alto e baixo risco positivos 8 (16) 6 (12)
Alto risco positivo / baixo 21 (42) 20 (40)
risco negativo
Baixo risco positivo / alto 1(2) 1(2)
risco negativo
Alto e baixo risco 20 (40) 23 (46)
negativos
Total 50 (100) 50 (100)

22



Pesquisa de DNA - HPV
conforme o sitio
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B AB Negativo
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Gréfico 1. Pesquisa DNA-HPV conforme o sitio. (p=0.4752)
Teste exato de Fisher (IC 95%)

Ao se verificar a positividade dos tipos virais em ambos 0s sitios, podemos
verificar que vagina e colo foram positivos para 0 mesmo tipo de HPV em 22 casos,
dos quais 17 casos foram positivos para HPV de alto risco e em cinco casos ambos
foram positivos na vagina para alto e baixo risco concomitantes. Dois casos positivos
para alto e baixo risco na vagina foram positivos no colo somente para alto risco e o

outro caso somente para baixo risco (Grafico 2).

Pesquisa de DNA-HPV
concordante conforme o sitio

EB EAB Vagina AB e endo A mVagina AB e endo B

4% 4%

21%

Gréfico 2. Pesquisa de DNA-HPV concordante conforme o sitio.
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A positividade apenas em vagina foi quatro para alto risco, um para baixo
risco e um para alto e baixo risco concomitantes, enquanto que no colo

isoladamente ndo houve nenhuma positividade (Tabela 6).

Tabela 6. Coinfecc¢do de vagina e colo com 0 mesmo grupo de virus.

Positivo para mesmo Positivo Positivo
tipo de HPV em apenasem apenas no
vagina e colo vagina colo
DNA-HPV simultaneamente
N (%) N (%) N (%)
Alto risco 17(77) 4 (67) 0
Baixo risco 0 1(16,7) 0
Alto e baixo 5(23) 1(16,7) 0
risco
Total 22 6 0

Ao correlacionar os dados sociodemograficos entre 0s grupos positivo e
negativo no Grupo 2, observamos que a média da idade é maior no grupo negativo,
com diferenga de pouco mais de um ano. A idade da menarca nao variou,
observando-se uma média de 11,8 em ambos os grupos. O inicio de atividade
sexual teve uma média de 14,8 e 15,2, para 0S grupos positivo e negativo
respectivamente.

A idade dos parceiros teve uma maior variagao no grupo positivo, que foi de
15 a 37 anos, enquanto 0 grupo negativo teve uma variagdo de 18 a 25. Apesar
disso, a média foi de 22 e 21,5, para 0S grupos positivo e negativo. Tanto nas
adolescentes com amostras positivas quanto nas com amostras negativas 0s

parceiros eram, em média, mais velhos que as parceiras (5,6 e 4,4 anos,
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respectivamente). No grupo positivo a diferenca etaria em relacdo ao parceiro foi de
2 a 20 anos, enquanto que no grupo negativo foi de 2 a 8 anos.

Em relacdo ao numero de parceiros, foi observada uma variacdo de um a
cinco, com média de dois no caso das pacientes com amostras positivas, e uma
variagdo de um a dois no caso das pacientes com amostras negativas, com uma

média inferior quando comparada as positivas, de 1,4 (Tabela 7).

Tabela 7. Correlacdo entre varidveis sociodemogréficas e a positividade do teste
DNA-HPV no grupo 2.

Positivo Negativo p
Média (desvio Média (desvio

padréo) padréo)
ldade 16,2 (1,40) 17,2 (1,38) 0,02*
Menarca 11,9 (1,44) 11,8 (1,19) 0,94
Inicio atividade sexual 14,8 (1,52) 15,2 (1,47) 0,35
Idade dos parceiros 22,0 (4,86) 21,5 (2,46) 0,66
Diferenca etaria 5,7 (1,44) 4,4 (2,13) 0,05*
com os parceiros
Numero de parceiros 2,0 (1,29) 1,4 (0,5) 0,02*

*p significativo.
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5 DISCUSSAO

A transmissdo ndo sexual do HPV é motivo de controvérsia e ndo se sabe
com certeza qual a sua frequéncia. Avaliacdes especificas em popula¢des pequenas
deverdo abrir possibilidades para estudos populacionais, em que haja uma maior
nocao sobre a transmissibilidade do HPV. Esta discussé@o se faz necessaria para a
definicdo da postura clinica adequada, assim como estudo epidemiolégico de uma
populacéo pouco explorada.

A idade da menarca encontrada no nosso trabalho foi de 11,5 e 11,8 nos
grupos de pacientes sem coitarca e com atividade sexual (grupos 1 e 2),
respectivamente. Estes dados corroboram o estudo realizado por Taquette et al.
(2004) em adolescentes de 12 a 19 anos no Rio de Janeiro, que indicou menarca de
11,8. A idade de primeira relacdo sexual foi em média de 14,9, bastante préxima da
encontrada pelo mesmo estudo citado acima, cuja média foi de 14,7. O estudo de
Roteli-Martins et al. (2007) foi realizado em mulheres de trés regides diferentes do
Brasil, e mostrou uma média de sexarca de 18,5 (DP=4,0), mas com a ressalva de
que as mulheres mais jovens relataram sexarca mais precocemente que as
mulheres mais velhas, demonstrando que os adolescentes estdo comecando a vida
sexual cada vez mais cedo quando comparado a outras geracgoes.

No presente estudo foi possivel encontrar 72% das pacientes com amostras
positivas para DNA-HPV, sendo que em 6% (3 casos) das meninas sem historia de
coito vaginal o teste foi positivo, no entanto uma delas n&o havia historia sequer de
contato genital. A infec¢cdo por HPV apenas pelo contato genital sem penetracao ja
foi sugerida anteriormente pelo trabalho de Winer et al. (2003), sendo uma possivel
via de transmissdo para virgens. Porém, um de nossos casos ndo teria tal
explicacdo para a positividade do teste do HPV, uma vez que a paciente negou
qualquer contato genital. Outros trabalhos, utilizando métodos diferentes,
observaram possivel infeccdo por HPV em pacientes sem atividade sexual. Os
nameros sao variaveis entre 4,9%, utilizando anticorpos IgG anti-L1 (SHIN ET AL.,
2003), e 14,8%, utilizando PCR (PAO ET AL., 1993). Contrariamente, Shimada et al.
(2007) em um estudo realizado com 251 pacientes de instituicdo psiquiatrica, nao
encontrou positividade para DNA-HPV por método de captura hibrida em virgens.
Salienta-se ainda o fato de a coleta ter sido realizada no vestibulo vulvar, tanto neste
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guanto em outros estudos, podendo ser subestimada a prevaléncia de DNA-HPV
guando comparada a vagina e colo.

Dos trés casos positivos para DNA-HPV em virgens de nosso estudo, dois
eram de baixo risco (66%). Achado também referido por Kjaer et al. (2001) através
de ELISA em 100 virgens, que identificou um caso de DNA-HPV fracamente
positivo para o tipo 6 (baixo risco oncogénico). Rintala et al. (2005) estudou a
dindmica da transmissdo do HPV entre membros de familias durante 24 meses,
através de PCR que o perfil mais comum foi o HPV de alto risco em todos os
membros da familia (29%), seguido pelo par mae-filho (26%). A positividade no par
pai-filno foi menos frequente (11%) e em seis familias (8%) somente o filho era
positivo. A prevaléncia de HPV de alto risco nos pais variou de 13 a 25% nos
raspados genitais e de 8 a 34% nos raspados orais. Nos filhos, o DNA de HPV foi
detectado em 15% das amostras genitais e 10% das orais ao nascimento,
alcancando picos de 18 a 21%, respectivamente, aos 6 meses e diminuindo para
10% aos 24 meses. Isto abre a questdo da possibilidade de eventuais infecgbes
neonatais persistirem latentes até a adolescéncia, o que ainda é motivo de
controversias.

As pacientes que relataram coito vaginal (grupo 2) tiveram positividade de
captura hibrida para HPV em 66% das vezes, sendo 58% para HPV de alto risco. No
Brasil, outros pesquisadores observaram resultados variando desde 27% utilizando
PCR, em Alagoas (BARROS E ROCHA, 2003) a 50,1% por captura hibrida, no Rio
de Janeiro (CARVALHO ET AL., 2005). Vale salientar que diferencas metodoldgicas
e de numero de sitios pesquisados justificam a variacdo destes percentuais de
positividade. Embora um estudo baseando-se na sorologia (RAMA ET AL., 2006)
tenha observado que apenas 27,7% dos seus casos foram positivos para HPV, os
tipos pesquisados foram 16 e 18, diferente de nossa pesquisa que utilizou sondas de
captura hibrida que identificam 13 tipos de HPV de alto risco e 5 de baixo risco.

Concordancia dos tipos de HPV em ambos os sitios foi observado em 71%
para alto risco e 21% para baixo e alto risco. Houve maior positividade na vagina
(60%) que na endocérvice (54%), o que néo foi significativo (p= 0.4752), que vai de
encontro a historia natural, de que HPV multiplica-se mais na zona de transformacao
do colo.

Os fatores associados a infec¢cdo por HPV nas pacientes com atividade
sexual neste estudo foram idade, numero de parceiros e diferenca etaria do parceiro.
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A idade é bem relatada na populacéo geral, assim como ja é referenciado em grupo
especifico de adolescentes como um fator de risco para aquisicdo da infecgdo por
HPV (MOSCICKI, 2005; ROUSSEAU ET AL., 2000). Vacarella et al. (2006) e
Rousseau et al. (2000) concluiram em seus estudos que 0 niumero de parceiros esta
associado com a positividade de HPV, e Moscicki et al. (2001) estimam que a cada
novo parceiro por més o risco de infeccdo aumenta em 10 vezes. Apesar da
polémica, estudos como o de Kjaer et al. (2001) demonstraram que 0 risco de
aquisicdo do HPV é cinco vezes maior para adolescentes cujo primeiro parceiro
possui mais de 10 anos de diferenca.

Destaca-se a sexarca como grande marco na transmissao néo so da infeccao
por HPV, como de outros agentes essencialmente transmitidos pela via sexual. Este
fato ja observado h& séculos na histéria da Medicina deve-se a caracteristicas
préoprias, em especial da adolescéncia onde solu¢des de continuidade em grande
namero na vulva, vagina e colo uterino (neste ocasionado pela metaplasia) facilitam
a penetracdo de virus e bactérias, tendo o HPV facilidade de penetrar na camada
basal do epitélio, iniciando seu ciclo infeccioso. Portanto o coito, sobretudo a
coitarca, € grande fator facilitador na transmissdo de HPV, porém nao é obrigatério,
Vale ressaltar que ndo ha significado clinico individual o fato de as mesmas terem
tido resultados positivos, jA que a literatura mundial confirma a grande prevaléncia
de infeccdo por HPV que regridem espontaneamente, em sua grande maioria
(MOSCICKI, 2003).

Entre adolescentes com vida sexual ativa, h4 maior risco de desenvolver a
doenca por HPV (verrugas ou neoplasias intraepiteliais), por apresentarem 0s co-
fatores infecciosos, quimicos e fisicos inerentes a esta faixa etaria, sobretudo com
coito desprotegido. Isto porque as adolescentes apresentam maior susceptibilidade
as agressodes cervicais uterinas, pela ectopia propria da fase da vida, muitas vezes
intensificada pela agdo dos contraceptivos hormonais, com processo metaplasico
jovem e dinamico (TAQUETTE ET AL., 2004; MOSCICKI, 2005).
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6 CONCLUSAO

Podemos concluir que a infeccéo pelo HPV pode ocorrer em meninas sem
coitarca, tanto nos casos em que houve contato genital, quanto em casos que nao
houve nenhum contato. No caso do contato genital, podemos considerar o contato
sendo uma via de transmissao para o HPV em virgens. Enquanto que quando se
exclui contato sexual, observamos que ha a possibilidade de transmissdo sem ser
pela via sexual. Sabemos que o numero de casos estudados ainda € pequeno,
havendo necessidade de trabalhos de estudo populacional para conclusbes mais
robustas, no entando nossos dados se somam a aqueles que tem demonstrado a
possibilidade da transmissao n&o sexual da infeccao pelo HPV entre meninas.

A positividade nas meninas com vida sexual ativa é alta, sendo a idade,
diferenca etaria com o parceiro e numero de parceiros fatores associados a

aquisicao da infeccdo por HPV.
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