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RESUMO

A infec¢do pelo HPV é considerada um dos problemas de saidde publica mais
importante nos paises em desenvolvimento. O principal risco da infec¢do pelo HPV no
transcorrer da gestagdo € a possivel contaminacdo do recém nascido durante a passagem
pelo canal de parto, e um aumento da proliferacdo das lesdes. Este estudo teve como
objetivo realizar uma avaliacdo em urina de gestantes como material bioldgico para
detec¢do de DNA de HPV para utilizagdo em estudos de prevaléncia e diagndstico quando
comparado a deteccdo em lavado cérvico-vaginal. Trata-se de um estudo transversal,
realizado com 139 gestantes que buscaram atendimento no Hospital Divina Providéncia, na
cidade de Frederico Westphalen — RS, fornecendo uma amostra de urina e lavado cérvico
vaginal para diagndstico de DNA — HPV através da técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). A andlise dos resultados demonstrou que as 64 pacientes que tiveram
amostra coletada para urina e lavado cérvico-vaginal, 39,0% (25/64) apresentaram
positividade de DNA de HPV em ambos os materiais bioldgicos. Houve diferenca
significativa entre os dois métodos diagndsticos (urina versus lavado cérvico-vaginal)
(p<0,001), com uma sensibilidade de 72,0% (IC95%: 50,5%-87,9%) e especificidade de
82,0% (IC95%: 66,4%-92,5%) para a urina. A concordincia encontrada entre os dois
métodos foi de 82,0%, neste estudo. E analisando todos os resultados encontrados,
podemos observar que a prevaléncia HPV na urina e secrecio cérvico-vaginal de mulheres
gestantes € alta e os resultados mostraram-se altamente concordantes. Por isso, amostras de
urina podem ser utilizadas como meio de testes para a identificacdo do virus HPV. Para
gestantes, o diagnodstico de DNA de HPV em amostras de urina é um meio simples,

confiavel e ndo-invasivo.



ABSTRACT

The HPV infection is considered one of the most important public health in
developing. The principal main risk of HPV infection during of pregnancy is the possible
contamination of the recently born during the passage through the channel of delivery, and
increased proliferation of injuries. This study aimed to conduct an assessment in urine of
pregnant women as biological material for detection of HPV DNA for use in studies of
prevalence and diagnosis when compared to detection in cervical-vaginal lavage. It is a
cross-sectional study, conducted with 139 pregnant women who sought treatment at the
Divine Providence Hospital in the city of Frederick Westphalen-RS, providing a urine
sample of cervical and vaginal lavage for diagnosis of HPV- DNA by the technique of in
Chain Reaction Polymerase chain reaction (PCR). In analyzing the results show that the 64
patients who had samples collected for urine and cervical-vaginal lavage, 39.0% (25/64)
were positive for HPV-DNA in both biological materials. There were significant
differences between the two diagnostic methods (urine versus cervical-vaginal lavage) (p
<0001), with a sensitivity of 72.0% (95% CI: 50.5% -87.9%) and specificity of 82.0 %
(95% CI: 66.4% -92.5%) for urine. The correlation found between the two methods was
82.0% in this study. And considering all results, we can see that the prevalence HPV in
cervical-vaginal washed urine of pregnant women is high and the results were highly
consistent. Therefore, samples of urine can be used as a means of testing to identify the
HPV virus. For pregnant women, the diagnosis of HPV DNA in urine samples is a simple,

reliable and non-invasive.



1. INTRODUCAO

As doencas sexualmente transmissiveis (DST) sdo processos infecciosos causados
por um grupo heterogéneo de agentes, agrupadas devido a significancia epidemioldgica do
contato sexual, embora este ndo seja necessariamente o Unico meio de transmiti-las

(Leonart et al., 2004).

A infec¢@o causada pelo Papilomavirus Humano (HPV) € a mais comum das viroses
de transmissdo sexual, sendo que a mesma transformou-se em um expressivo problema

pela intima relagdo com lesdes genitais malignas e seus precursores (da Silva et al., 2004).

Aproximadamente 140 tipos de HPV ja foram identificados e cerca de um terco
destes, estdo associados a infec¢des genitais transmitidas sexualmente. A papilomavirose
pode ocorrer em diferentes partes do organismo. Alguns tipos de HPV afetam maios,
joelhos, e pés, outros a face e ainda o trato genital. Nas formas clinicas dos diferentes
papilomas ou condilomas, sdo caracteristicos e vao de verrugas plantares e dolorosas,
papilomas orais e laringeos, condilomas acuminados planos e invertidos (da Silva et al.,

2004).

A correlacdo de certos tipos de HPV com tecidos epiteliais normais e lesdes, ou
tipos associados com carcinomas, tem levado a concep¢do de HPV de baixo e alto risco
oncogénicos, pelo fato de que a cerca de 20 anos, o HPV foi identificado como agente

causador e transmissor do cincer cervical (Madi et al., 2003).

A infeccdo pelo HPV é considerada a causa principal dos casos de cancer cervical e
de uma pequena fracdo dos casos de cancer vaginal, vulvar, peniano e anal. (Hoory et al.,
2008). Além do HPV, diversos estudos estdo considerando a Chlamydia trachomatis como
um possivel co-fator no desenvolvimento de neoplasias intra-epiteliais cervicais (NICs) e
outras alteragdes celulares significativas em mulheres com histérico de infeccdo por HPV.
Epidemiologistas continuardo concentrando seus estudos em céncer cervical, devido a sua
prevaléncia global e a disponibilidade de excelentes modelos epidemioldgicos de

carcinogénese (Tamim et al., 2002).



O cancer cervical € um dos problemas de satde ptiblica mais importante nos paises
em desenvolvimento, com mais de 300.000 casos incidentes por ano em todo o mundo
(Hernandez-Girén et al., 2005; Sinal et al., 2005). E considerado um dos tumores malignos
mais freqiientes na populacio brasileira, superado apenas pelo cincer de mama e de pele
nao-melanoma. Dados absolutos sobre incidéncia e mortalidade por cancer cervical, do
Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimam para 2008, uma expectativa de 18.680 casos

novos, com um risco estimado de 19 casos a cada 100 mil mulheres (INCA 2008).

A Identificacdo precoce de HPV, bem como a sua caracterizagdo é de grande
importancia no diagndstico e acompanhamento dos casos considerados positivos, pois o
HPV apresenta tipos oncogénicos relacionados com o cincer de colo uterino, como 0s
tipos 16, 18 e 31 (Abel et al., 2005). E os que sdo considerados baixo risco tais como, HPV
-6, 11, 26,42, 43, 44, 54, 70, e 73 (Okada et al., 2000; Muiioz etal., 2000).

2

Atualmente, é sabido que diversos fatores t€m influenciado na carcinogénese
relacionado com o HPV. Dentre estes, podemos citar caracteristicas socio-
comportamentais como a idade da mulher, o uso de tabaco, a diversidade de parceiros
sexuais, a freqiiéncia de infeccdes genitais, o uso continuado de anticonceptivo oral e,
principalmente, o nimero de gestagdes ao longo da vida (Morrison et al., 1991; Syrjinen et

al., 2006; Salvatore et al., 2006; Steben et al., 2007; Bosch et al., 2008).

Para Jacyntho et al. (1994) é importante o estudo do efeito da gravidez sobre a
infec¢do pelo HPV. Ha consenso da maioria dos autores de que durante a gravidez ocorra
agravamento da infec¢do pré-existente, com aumento da proliferagdo das lesdes, isto
devido a um aumento da carga viral, de alteracdes hormonais e de metabolismo na gestante
(Armbruster-Moraes et al., 2000; Philip et al., 2005; Bandyopadhyay et al., 2006; Frega et
al., 2007). A gestacdo, neste aspecto, favoreceria o desenvolvimento e a proliferacdo das
lesdes condilomatosas tornando mais dificil seu tratamento pelas constantes recidivas. O
principal risco de infec¢c@o pelo HPV no transcorrer da gestag@o € a possivel contaminagio
do recém nascido durante sua passagem pelo canal de parto (Sinal er al., 2005). Tal
contaminagfo atinge, principalmente, a arvore respiratoria do recém nascido. Uma outra
complicacdo estd no desenvolvimento de lesdes papilomatosas na regido anogenital e

conjuntival apés o nascimento. Embora, um dos mecanismos cldssicos da contaminacio
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dos recém-nascidos sejam pela passagem através do canal de parto, outros modos intra-

uteros t€m sido citados (Syrjinen et al., 2000; Sinal et al., 2005).

Um pequeno nimero de pesquisas tem avaliado a prevaléncia da infec¢cdo por HPV
em mulheres gravidas e ndo-gravidas (Morrison et al., 1996; Moraes et al., 2000;
Hernandéz-Girén et al., 2005; Ruffin ef al., 2006). Apesar de ter sido encontrado uma alta
prevaléncia de infec¢do nas gestantes, este dado ainda necessita de mais estudos para ser
corroborado com outros achados. Poucos estudos foram encontrados evidenciando a
positividade para DNA de HPV em liquido amnidtico (Gopalkrishna et al., 1995; Eppel et
al., 2000; Hernandéz-Gir6n et al., 2005).

Atualmente, com os avangos biotecnoldgicos, € possivel a deteccdo do virus HPV e o
diagnostico precoce da infecgdo através de métodos moleculares que apresentam uma alta
sensibilidade e especificidade, incluindo técnicas de hibridizagdo liquida (Captura Hibrida®
Digene), hibridizacdo com sondas especificas (Southern Blotting) e rea¢do em cadeia da
polimerase (PCR). O exame Papanicolaou, conhecido como o preventivo do cancer de colo
uterino ou citopatoldgico, € considerado um método simples, de baixo custo e eficaz,
porém, é caracterizado por ser um método invasivo para gestantes e que deve ser realizado
com muito cuidado. Desta forma, estudos véem aprimorando técnicas de detec¢do em
fluidos corporais, como a urina e o sangue, de maneira a facilitar a coleta e oferecer

conforto & mulher gestante (Prusty er al., 2005; Daponte et al., 2006; Payan et al., 2007;
Jong et al., 2008).

Assim, novos métodos diagnésticos estdo sendo desenvolvidos, com o intuito maior
de detectar precocemente este patdgeno, com a perspectiva de uma atuagdo mais ampla em

nivel da preveng¢do primdria ou evitar a infec¢@o na gestagao.

1.1. PAPILOMAVIRUS HUMANO

Atualmente, sdo conhecidos mais de 230 tipos virais que atingem a populagdo em
geral e, também outros vertebrados, como por exemplo, cdes, gatos, coelhos, papagaios e

ruminantes (Janicek et al., 2001; Sinal et al., 2005). Os papilomavirus pertencem a familia
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Papillomaviridae e podem ser classificados em tipos cutdneos ou mucosos. Entre os tipos
cutaneos destacam-se os HPV-5 e HPV-8, sendo considerados de alto risco, pois estes
estdo intimamente relacionados com a epidermodisplasia verruciforme (EV), uma rara
situacdo em que a pele sofre alteracdes ulcerosas, oportunizando a infec¢do pelo virus,

podendo ocasionar oncogénese humana (Janicek e Averette, 2001).

O HPV ¢ classificado de acordo com seu potencial oncogénico e pela variabilidade
na seqiiéncia do gene L1 (2,0% a 10,0%) e apresentam diferentes tipos tais como, HPV-6,
11, 26, 42, 43, 44, 54, 70 e 73 que sdo considerados de baixo risco e os tipos HPV-16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e¢ 68 considerados de alto risco (Okada et al.,
2000; Muiioz et al., 2000).

O HPV de baixo risco estd relacionado, na maioria dos casos, com tumores benignos,
lesdes cutineas leves e lesdes escamosas intraepiteliais de baixo grau (SIL), também
chamadas de lesdes do tipo Neoplasias Intraepiteliais Cervicais de Grau I (NIC I) e
condiloma acuminatum. O virus de alto risco estd relacionado com Neoplasia Intraepitelial
Cervical de Grau II e III (NICs II e III) que podem progredir para carcinomas anogenitais e

de colo uterino (Campion et al., 1996; Sinal., 2005).

Os tipos HPV-16 e 18 s@o os mais prevalentes e ocorrem em 70,0% dos casos de
cancer cervical (Hoory et al., 2008). O HPV-16 € descrito como o de maior prevaléncia,
seguido pelo HPV-18 e HPV-31, sendo que em algumas regides, esta ordem de prevaléncia
pode se modificar devido a caracteristicas sdcio-comportamentais e demogrificas da
populacdo. Os tipos HPV-18, -16 e -31 estdo relacionados ao cancer vulvar, peniano,
carcinoma anal e carcinoma invasivo cervical, sendo que os tipos -16 e -18 progridem mais
rapidamente para o NIC III do que qualquer outro tipo viral (Hoory et al., 2008). Nos casos
de cancer orais, mais de 20,0% dos pacientes apresentavam pelo menos um tipo de HPV de

alto risco (Gillison et al., 2000).
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1.2. EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR HPV

As infeccoes por HPV vém aumentando de maneira significativa no mundo
ocidental, sendo a infeccdo condilomatosa do colo uterino, as causas mais freqiientes de
alteracdes citoldgicas encontradas no exame preventivo. Estima-se que lesdes por HPV
representem 50,0% das atipias cervicais encontradas nos esfregacos sistemdaticos (Campos

et al., 2004).

Aproximadamente, 20 milhdes de pessoas estdo atualmente infectadas pelo HPV no
mundo. Alguns autores estimam que, entre 50 a 80,0% dos homens e mulheres
sexualmente ativos adquirem a infeccio genital por algum tipo de HPV e que, entre estes,
5,0% a 10,0% tornam-se infec¢des persistentes com tipos ocnogénicos de HPV que podem
progredir para o cancer cervical (Koutsky, 1997; Perez, 2001; Herndndez-Girén et al.,

2005; Schiffman et al, 2007; Bosch et al., 2008).

As infecgdes pelo HPV sdo muito comuns na maioria das populacdes estudadas em
todo o mundo, incluindo o Brasil. Elas podem afetar de 10 a 40,0% das mulheres
sexualmente ativas, principalmente, as mais jovens. A maioria destas infeccoes ¢é
transitdria, podendo ser eliminadas espontaneamente. Entretanto, uma pequena propor¢ao
de mulheres infectadas apresenta infeccdo persistente, em geral com HPV de alto risco. H4
evidéncias recentes associando a persisténcia da infeccdo por HPV com o elevado nimero
de copias virais, ao risco maior para o desenvolvimento das neoplasias cervicais. No
entanto, apenas uma minoria de mulheres infectadas por HPV, eventualmente desenvolvera

o cancer do colo do ttero (Trottier et al., 2006).

A cada ano, 500.000 novos casos de cancer cervical sdo diagnosticados em todo o
mundo e, 50,0% das mulheres com o diagndstico da doenca eventualmente morrem devido

a mesma (Gross & Barrasco, 1999; INCA, 2008; Hoory et al., 2008).

Estima-se que 10 a 20,0% das mulheres estejam infectadas de forma latente pelo
HPV. Em mulheres gravidas, pesquisadas por PCR, o virus de HPV foi detectado em mais
de 50,0% destas (da Silva et al., 2004). Pelo método de Captura Hibrida II (Digene),
Hernandez-Girén et al (2005), encontraram uma prevaléncia de 37,1% de HPV em

mulheres gestantes.
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Segundo Fonseca et al. (1998) e da Silva et al. (2004), a incidéncia de HPV na
populacdo em geral € de 1,0 a 8,0%. Acredita-se que num periodo de 10 anos, mais da
metade das mulheres com vida sexual ativa adquire, ao menos, uma infeccdo por HPV. A
infec¢do por HPV € mais freqiiente em jovens, estando o pico na faixa etdria de 20 a 24
anos. Entretanto, outros estudos realizados com mulheres acima de 50 anos, com alteracdes

citopéticas de infec¢do por HPV, mostraram padrdes similares aos de outras idades.

As infec¢des por HPV costumam acometer a populagdo em geral, num percentual de
20,0% a 46,0% em mulheres jovens em varios paises. Estudos indicam que 50,0% das
mulheres contraem HPV antes de completar 2 anos do inicio de sua vida sexual. (Tdbora et
al., 2005).

O desenvolvimento de cancer cervical invasivo em mulheres infectadas por HPV ocorre
em pequenas propor¢des, porém, hd outros cofatores que podem agravar o quadro, como
associacdes com outras DSTs, hormonios, defici€éncias nutricionais ou respostas genéticas e

imunolégicas diferenciadas (Smith et al., 2002).

Na Alemanha, a prevaléncia de infec¢des por HPV-16 em gestantes teve um acréscimo
de 16,0% para 21,0% entre 1969 e 1980 (af Geijersstam et al., 1998).
Hagensee et al .(1999), em seu trabalho em Nova Orleans, entre 1984 a 1989, com 2597
amostras de soro de gestantes atendidas pelo estudo sobre prematuridade e infec¢do genital,

encontraram uma prevaléncia de 28,0% de infec¢do por HPV-16.

Nos Estados Unidos, na década de 30, o cancer cervical foi a maior causa de morte por
cancer. O teste de Papanicolaou (CP) e outros testes de rastreamento para HPV colaboraram
para o diagndstico precoce da infec¢do. Assim, a taxa de mortalidade por céncer cervical

diminuiu muito no século XX (Janicek e Averette, 2001).

A prevaléncia de infecgdes por HPV de alto risco em uma populacdo dos Estados
Unidos, com idade de 25 anos foi de 27,4%. Entretanto, um outro estudo na Escécia com
mulheres de idade de 36 anos demonstrou uma prevaléncia de aproximadamente 20,5% para

todos os tipos de HPV e, de 15,7% para HPV de alto de risco (Kulasingam et al., 2002).
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Laukkanen et al. (2003) demonstraram que a infec¢do por HPV-16, entre o periodo de
1983 a 1985, em mulheres com menos de 23 anos de idade, decresceu de 25 pessoas para 13 a
cada 1000 pessoas por ano. Entretanto, entre os anos de 1995 e 1997, a taxa de infeccio

aumentou de 13 pessoas para 31 entre 1000 pessoas por ano.

Nowak et al. (2007), entre 2005 e 2006, em uma clinica de gravidez de alto risco,
desenvolveu um estudo com 400 gestantes, sendo 180 no segundo trimestre de gestacdo e 220
no terceiro trimestre. Foi encontrada uma prevaléncia por HPV de 4,5%, 2,5% de HPV-16 e
1,7% de HPV-18 respectivamente. A co-infeccio por 16 e 18 foi de 0,2%. Nas 180 gestantes
do segundo trimestre de gestag@o, a prevaléncia foi de 4,4%, sendo de 2,8% para HPV-16 e
1,7% para HPV-18. No terceiro trimestre, 2,3% foi de HPV-16, 1,8% de HPV-18 e co-
infeccdo de 0,4%. Infeccdo por HPV de baixo risco (HPV-6) foi de 1,0%, sendo 1,1% no

segundo trimestre e 0,9% no terceiro trimestre.

No mundo inteiro, apenas o cincer de mama supera a incidéncia e a mortalidade do
cancer cervical, sendo que este € a sétima causa de mortalidade na populagdo mundial. J4 nos
paises subdesenvolvidos, o cancer cervical € a maior causa de morte entre mulheres em idade

reprodutiva (Genest et al., 1993; Janicek e Averette, 2001).

1.2.1. Organizagdo, Expressdo Génica e Ciclo Fisiopatologico Viral

O virus do HPV apresenta um capsideo icosaédrico com 72 capsdmeros e 55 nm de
diametro, onde se encontra o DNA de dupla fita, em disposi¢do circular com
aproximadamente 8 kb e que codifica um total de 10 proteinas (Sinal et al., 2005; Dunne et
al., 2006). O genoma viral consiste de varios genes e sua organizagdo pode ser dividida em

trés regides principais.

1) Regido Reguladora Nao-Codificadora: regido que contém seqiiéncias que
controlam a transcricdo através da RNA polimerase e estd localizada ao lado da regido

codificadora inicial (Scheurer et al., 2005);
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2) Regido Codificadora Inicial (Early Region): regido que contém vérios dos genes
envolvidos na replicagéo viral que sdo expressos imediatamente apds a infeccdo da célula

hospedeira pelo virus;

3) Regido Codificadora Tardia (Late Region): regido que contém os genes que serdo
expressos tardiamente apds a infeccdo viral e estd dividida em duas estruturas de leitura
aberta (open reading frame - ORF): L1 - por¢do maior da regido codificadora tardia,
responsavel pela formacdo da cdpside viral e; L2 - por¢do menor da regido codificadora
tardia, responsavel pelo empacotamento do DNA viral com os outros produtos dos genes.
A expressdo dos genes da regido codificadora inicial controla a replicagdo, transcricio e
transformacao celular do DNA viral e adicionalmente apresenta um papel na proliferacio

celular ndo controlada (Howley, 1996; Miinger et al., 2004; Scheurer et al., 2005) (Figura
1.

Figura 1. Representagcdo do capsideo viral de HPV. O virus do HPV apresenta um capsideo
icosaédrico com 72 caps6meros, onde se encontra o DNA de dupla fita, em disposigao circular, e 55 nm
de diametro (Mlnger et al., 2004)

(http:/jornalmourinho.files.wordpress.com/2008/04/hpv1 .jpg) (http://www.korona.ro/ginecologie-
obstetrica/poze/articole/38a95e590bae9593866a6d5a85¢d0c68.jpg)

O genoma viral apresenta complexos de proteinas funcionais (proteinas precoces)
codificados pelos genes El, E2, E4, E5, E6 e E7 associados com o controle da replicacdo e

transcricdo virais (ndo integrado ao genoma hospedeiro) e duas proteinas tardias, que
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fazem parte do capsideo, codificadas pelos genes LI e L2 (Howley, 1996; Scheurer et al.,
2005) (Figura 2).

LCR E6 Transformacéo

3

L2
, . Proteina E1
Protellnas do citoplasmatica Replicacao do epissoma
capsideo tardia
W
.
e

E4

ES

Transformacao

E2 Regulador de transcricao

Figura 2. Representagdo esquematica do genoma do HPV: genes precoces (E), tardios (L)
e regido controladora (LCR) (Howley et al.,1996).

Os genes E6 e E7 codificam, além dos produtos para a replicagdo viral, onco-
proteinas que tém um papel fundamental na imortalizacdo e transformacdo da célula
hospedeira. As proteinas virais E6 e E7, produzidas pelo HPV de tipos de risco elevado,
sdo criticas para a transformacdo maligna devido a sua capacidade de se ligar e inativar as
proteinas celulares codificadas pelos genes supressores tumorais como o p53. A
capacidade de ligacdo destas proteinas produzidas pelo HPV dos tipos de risco elevado é
muito maior do que a observada para aqueles de tipos de risco baixo (Miinger et al., 1994;

Scheurer et al., 2005).

A fungdo da proteina p53 € preservar a integridade do genoma celular, através do
controle da transi¢do da fase G1 para a fase S do ciclo celular durante a qual ocorre a
replicacdo do DNA e da apoptose celular (Ullrich e al.,1992). A onco-proteina E6 inativa

a proteina p53. Assim, as células que expressam esta onco-proteina demonstram uma
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instabilidade cromossdmica, progressdo aberrante do ciclo celular e resisténcia a apoptose,
além de alteracdes que aumentam de maneira dramatica a probabilidade de transformacéo
maligna das células infectadas pelo HPV. Adicionalmente, a interacdo da onco-proteina E6
com outras proteinas da célula hospedeira, que estdo envolvidas na expressdo génica
transcricional, na adesividade celular, transducdo, supressdo tumoral e regulacdo da

telomerase, contribui para a imortalizacdo celular e progressao tumoral (Altiok 2003).

O HPV € um organismo intracelular obrigatério, infectando células em fase mitdtica
ativa, que se estabelece no epitélio. Apds a infecgdo, inicia o ciclo viral, coordenado por

fatores que regulam a resposta imunolédgica do hospedeiro (Miinger et al., 2004).

Ha estudos que demonstram relagdes importantes entre as proteinas virais E1 e E2 e a

formacdo de tumores (Janicek e Averette et al., 2001; Miinger et al., 2004).

O virus penetra inicialmente nas células da camada basal do epitélio e sofre a
maturacdo a medida que progride através das camadas para-basal, espinhosa e granular.
Uma vez presente na camada granular do epitélio, observa-se a replicacdo do DNA viral, a
sintese das proteinas tardias e, finalmente, a formacdo das particulas virais (Perez, 2001;

Carvalho e Oyakawa, 2000) (Figura 3).

Ap6s a exposicido ao HPV, a infec¢do aguda com replicagdo viral pode apresentar-se

sob a forma de quatro diferentes tipos de manifestacao:

1) Infeccao Transitdria - na qual ha a eliminacdo do genoma do HPV, através dos

processos de apoptose, € a maioria das mulheres fica livre do virus;

2) Infec¢do Clinica - na quais particulas virais intactas sdo formadas através de
replicagcdo vegetativa do genoma do HPV e se manifesta através da proliferacdo das células
do epitélio escamoso, o que determina a formacao de tumores benignos (verrugas genitais
e condiloma). As células basais préximas as infectadas também sdo infectadas e formam-se
coldnias em sobreposicdo, com aparéncia de uma verruga em forma de couve-flor. As
verrugas nas maos e nos pés apresentam um periodo de incubacio de 6 a 8 meses, e as
verrugas genitais apresentam um periodo de incubag@o de 2 a 6 meses (Carvalho e

Oyakawa, 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Verrugas genitais na regido vulvar ocasionadas pela infecg¢do viral.

(http://www .colegiosaofrancisco.com.br/alfa/condiloma-acuminado/imagens/condiloma-16.jpg)

3) Infeccdo Latente - na qual o genoma do HPV ¢ estabilizado como um epissoma
(DNA ndo integrado) e permanece na célula hospedeira sem causar qualquer alteracdo
clinica ou morfolégica do epitélio escamoso, sendo evidenciada apenas através das

técnicas de deteccdo do DNA viral.

4) Infeccao Persistente - na qual o genoma do HPV sofre replicacdo e expressao e
pode ser integrado ao genoma do hospedeiro. A integracdo viral resulta na perda do
controle que as onco-proteinas ou 0s supressores tumorais criticos exercem sobre a
proliferacdo celular determinando o desenvolvimento de lesdes cancerosas (Dunne et al.,

2006; Hoory et al., 2008).

1.2.2. Manifestagoes Clinicas do HPV

O HPV é encontrado em 95,0% dos casos de cancer cervical (Ziir Hausen, 1994). A
infeccdo no colo uterino e nos genitais masculinos € a mais freqiiente na forma subclinica,
podendo estar associada a neoplasia intra-epitelial e diagnosticada pelo uso de colposcopia

ap6s aplicacdo de dcido acético a 5,0%.

O periodo de incubagdo da doenca varia de um més a 2 anos e as manifestagdes
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clinicas (por exemplo, verrugas genitais) ocorrem em média cerca de dois a quatro meses

apods a exposigdo ao virus (Sweet et al., 2002).

Pouco é conhecido sobre o periodo de laténcia ou persisténcia desses virus no
organismo. Algumas lesdes associadas ao HPV, entretanto, progridem para neoplasias de
diferentes graus (Warford et al., 2003). No colo do ttero, é reconhecido que neoplasias
cervicais associadas a certos tipos de HPV podem evoluir para carcinomas, podendo o
curso de a doenca demorar um niimero varidvel de anos. Na mulher, as lesdes mais comuns
ocorrem na vulva, perineo, regido perianal, vagina e colo; e no homem, na glande, sulco

balano-prepucial e regido perianal (Warford et al., 2003).

Na infec¢do clinicamente evidente, as verrugas genitais encontram-se localizadas
com freqiiéncia na genitdlia externa e na regido perineal e podem ser agrupadas em quatro

tipos morfoldgicos distintos:

a) Condiloma acuminado, com forma semelhante a "couve-flor";

b) Verruga papular lisa, com forma arredondada, geralmente da cor da pele e com

cerca de 1 a 4 mm de didmetro;

c) Verruga genital queratdtica, com uma camada cornificada e espessa (semelhante a

verruga vulgar ou a queratose seborréica);

d) Verruga plana, representada por uma papula com superficie achatada, com bordas

planas ou levemente elevada (Gross e Barrasco, 1999).

As verrugas genitais exofiticas (condiloma acuminado) surgem como tumores sésseis
rosados, esbranquicados ou pigmentados com proje¢des lobuladas ou digitiformes em sua
superficie e se manifestam inicialmente na regido da fircula, vestibulo e ldbios vaginais,
podendo espalhar-se para as regides adjacentes da vulva, regides crurais e terco superior
das coxas. Em cerca de 20,0% dos casos, o condiloma acuminado aparece também no
perineo e na regido peri-anal. As lesdes vaginais podem ser observadas em cerca de um

terco das pacientes com lesdes vulvares, mas raramente sdo extensas (Sweet et al., 2002).

20



No colo uterino, as lesdes que ocorrem sio em geral condilomas planos e endofiticos
sendo usualmente detectados apenas através da colposcopia. As pacientes procuram o
atendimento médico devido ao aparecimento de lesdes em sua regido genital e raramente
tém outras queixas, tais como prurido, ardéncia local, dor ou mesmo sangramento. A
queixa de corrimento vaginal € freqiiente nestas pacientes, provavelmente devido a uma
infec¢do vaginal coexistente e ndo decorrente da infec¢do pelo HPV. Queixas urindrias tais
como hematuria terminal ou jato urindrio anormal podem ocorrer, devendo-se desta forma

realizar a inspecao visual da uretra distal e meato uretral (Sweet et al., 2002).

A maioria das infec¢des genitais pelo HPV € assintomatica, porém, na gestagdo, as
lesdes condilomatosas aumentam rapidamente em nimero e tamanho, irradiando-se para as
regides adjacentes da vulva e para o terco superior das coxas, e se tornam fridveis e
hemorrdgicas de maneira tipica. Estas lesdes podem causar desconforto e dificuldade
importantes na mic¢ao e evacuagdo, obstru¢do do canal de parto (raramente) e hemorragia
associada ao parto vaginal (Schwartz et al. 1988) O crescimento rdpido destas lesdes,
associado ao aumento pronunciado da vascularizacdo local, observado na gestagdo, resulta

provavelmente da interagéo de trés fatores importantes:

1) Alteracdes locais, como a mucorréia observada ao longo do ciclo gravidico, a qual

oferece condi¢cdes de umidade ideais para o crescimento viral na regido genital;

2) Alteracao do ambiente hormonal, no qual o aumento importante das concentragdes
séricas de estrégeno e de progesterona pode promover o crescimento das lesdes induzidas

pelo HPV;

3) Estado imunossupressivo gestacional, o qual por um lado determina uma reduco

da capacidade de eliminagéo e por outro favorece a replicacdo viral (Eppel et al, 2000).

O resultante aumento da replicagdo viral associado a evolucdo da gestacdo explicaria
o crescimento das lesdes vulvares e perineais, a maior taxa de deteccdo do DNA viral no
colo uterino e, em certos casos, a progressdo de lesdes intra-epiteliais para a neoplasia
cervical. Contudo, nem todos os pesquisadores encontraram tais associa¢cdes com a

gestacao (Fife et al., 1996; Armbruster-Moraes et al., 2000).
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Por outro lado, as lesdes genitais regridem rapidamente ou desaparecem
completamente no periodo puerperal, provavelmente devido a reducdo da vascularizacdo e
da umidade local ou mesmo devido ao retorno do sistema imunoldgico ao seu estado pré-

gestacional (Chan et al., 2002; Lu et al., 2003).

Com relagdo a papilomatose respiratoria recorrente (PRR), na infancia, a doenga
caracteriza-se por causar rouquiddo, alteracdes da voz, tosse cronica, infecgdes
respiratérias recorrentes e crescimento inadequado. Os maiores desafios para a abordagem
terapéutica da PRR sdo representados pelo rdpido crescimento e elevado indice de
recorréncia das lesdes e, embora a doenga seja usualmente resistente & maioria das terapias
atualmente disponiveis, a remogdo cirdrgica consiste em seu tratamento primdrio (Derkay,

1995).

Em casos de grau moderado e grave, a excis@o endoscdpica pode ser necessaria com
uma freqiiéncia de até 20 vezes ao ano apenas para manter as vias aéreas patentes. A
traqueostomia ¢ realizada em cerca de 14,0% dos casos na infancia, para evitar o risco de
vida que uma obstrucdo completa das vias aéreas determina (Derkay, 1995). Os casos de

Obito associados a PRR sao raros (Balazic et al., 1997).

1.2.3. Transmissdo do HPV

A transmissdo do HPV pode ocorrer por contato sexual, ndo-sexual e materno-fetal.
Geralmente, a transmiss@o sexual apresenta maior risco. O sexo oral também pode levar a
transmissdo do virus e a lesdes e, a auto-inoculagdo e transmissdo através de objetos de uso
didrio também podem ocorrer (Gross e Barrasco; 1999; Perez, 2001). Também € possivel a
transmissdo ndo-sexual através de fomites, como cocaduras, toalhas e roupas intimas,
ocasionando lesdes verrucosas comuns na pele. Neste caso, por se tratar de uma infeccéo
de curta duracdo, mulheres e criangas sem atividade sexual sdo as mais susceptiveis a este

tipo de contaminagdo (Gross e Barrasso, 1999).

A transmissdo materno-fetal pode ocorrer através do canal do parto. Durante a
gestacdo, a mulher infectada pode estar com o sistema imunoldgico deprimido,

desenvolvendo assim, lesdes acentuadas, de dificil tratamento. A presenca de HPV pode
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prejudicar o recém-nascido pelo aparecimento de papilomatose juvenil da laringe. A
manipulagdo das criancas pela mde com lesdes verrucosas também pode levar ao

aparecimento destas lesdes (heterocontaminag@o) (Gross e Barrasso, 1999).

1.2.3.1. Transmissdo Perinatal

A Papilomatose respiratéria recorrente (PRR) apresenta uma distribui¢do etéria bi-
modal que inclui a forma juvenil (PRR-J), cujos sintomas iniciam-se logo apds o parto,
durante a infincia ou em idade pré-escolar, e a forma adulta (PRR-A), com pico de
incidéncia durante a terceira e quarta décadas de vida. Na forma juvenil, a instalagdo da
doenca clinica € altamente varidvel, com cerca de 25,0% dos casos manifestando-se no
primeiro ano de vida e, até os trés anos de idade, apenas 50,0% dos casos irdo se
manifestar clinicamente (Sweet et al., 2002). O risco de transformacdo maligna da PRR ¢é
inferior a 5,0% e de disseminagdo extra-laringea de cerca de 30,0% (Derkay 1995;

Silverberg et al., 2003).

A via de transmissdo da PRR ainda ndo é completamente compreendida. As vias
potenciais incluem a trans-placentdria, intra-parto no canal vaginal ou pds-natal (Watts et

al, 1998; Tenti et al., 1999).

Apesar da infec¢do genital materna pelo HPV ser comum, a forma juvenil da PRR ¢
relativamente rara, de modo que apenas uma pequena proporcdo das criangas nascidas de
maes infectadas desenvolverd o papiloma respiratério (Shah et al., 1986; Sweet et al.,
2002). O risco estimado de transmissdo neonatal do HPV wvaria de 1/100 a 1/1000

exposicoes (Sweet et al., 2002).

Virios estudos sugerem que a infec¢do pelo HPV possa ser transmitida ao feto no
utero. Shah et al. (1986) relataram um caso de papilomatose laringea que se desenvolveu
no primeiro ano de vida de uma crianca nascida apés uma cesdrea eletiva. Segundo
Sedlacek et al. (1989), Armbruster-Moraes et al. (1994) e Eppel et al. (2000), o HPV pode
ser detectado no liquido amniético de gestantes com lesdes cervicais. Ja Tseng et al. (1992)

relataram a infeccdo pelo HPV em células mononucleares maternas e no sangue do cordao
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umbilical de seus recém-nascidos, indicando que o virus pode cruzar a barreira placentaria

e infectar o feto dentro do tutero.

Contudo, a via pela qual o HPV poderia infectar os fluidos fetais, tais como liquido
amnidtico ou sangue do corddo umbilical, ainda € desconhecida. Um processo de
disseminagdo local entre vulva, colo uterino e liquido amnidtico poderia ser outra
possibilidade (Armbruster-Moraes et al., 1994). Na gestacdo, a cavidade uterina sofre
vdrias alteracdes fisiologicas que podem permitir que as particulas virais atinjam o liquido
amniodtico de maneira mais fécil (Eppel et al., 2000). A infec¢do de odcitos secunddrios ou
embrides pelo HPV antes ou imediatamente apds a sua implantagéo e a infecgdo através de
espermatozodides contaminados por este virus também ja foram descritas (Chan et al.,

1996; Chan et al., 2002).

Segundo Sedlacek et al (1989), Pakarian et al (1994) e Smith et al (2004), a taxa de
detec¢do de HPV nas primeiras 24 a 48 horas de vida entre os recém-nascidos cujas maes
tiveram resultado positivo ou negativo durante a gestacdo variou de 4,0% a 72,0% e de
0,6% a 20,0%, respectivamente. Estudos similares, realizados em criancas com seis
semanas de vida demonstraram ndo somente que as taxas de detec¢do do virus eram
varidveis, mas também que estas taxas nem sempre foram significativamente diferentes
quando criangas nascidas de gestantes com resultado positivo ou negativo para o virus

eram comparadas (Cason et al., 1995; Pakarian et al., 1994).

Cason et al. (1995) encontraram uma taxa de transmissao vertical de cerca de 70,0%
em um grupo de gestantes selecionadas com base na elevada prevaléncia da infec¢do pelo
HPV (presenca de verrugas genitais e antecedentes de alteragdes da colpocitologia

oncotica).

Puranen et al. (1997) reportaram uma taxa maior de detec¢do do virus (cerca de
80,0%), utilizando a técnica de PCR seguida pela hibridizacdo por Southern blot. Neste
estudo, a taxa de deteccio do DNA de HPV no material aspirado da nasofaringe de
criangas nascidas de gestantes, sem sinais clinicos de infec¢do pelo HPV, foi de 37,0% e o
grau de concordancia entre 0 mesmo tipo de HPV encontrado na mée e no recém-nascido

foi de 69,0%.
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Tseng et al. (1998) avaliaram 301 gestantes e seus recém-nascidos para a presenca do
HPV dos tipos 16 e 18, considerando separadamente a via de parto (vaginal: 160 casos;
cesarea: 141 casos). A freqiiéncia do HPV dos tipos 16 ou 18 foi de 22,6% e sua taxa de
transmissdo no nascimento foi de cerca de 40,0%. Uma taxa significativamente maior
(p=0,04) de deteccdo da infeccdo pelo HPV dos tipos 16 ou 18 foi verificada entre os
recém-nascidos de parto normal (51,4%) quando comparados aqueles nascidos de cesarea

(27,3%).

Por outro lado, Watts et al. (1998) acompanharam 151 gestantes que tiveram recém-
nascidos vivos e que foram avaliadas para a presenca do HPV através de exame clinico,
colposcopico e teste de PCR, antes da 20® semana e entre a 34" e 36* semana da gestag@o.
Os exames para a detec¢do de DNA de HPV foram realizados em amostras da boca,
genitdlia externa e anus das criancas no nascimento, seis semanas apds e em intervalos
semestrais a partir de seis até 36 meses de vida. Durante a gestagdo, 112 (74,0%) das 151
gestantes apresentavam evidéncias clinicas e/ou laboratoriais da presenca de HPV. Entre as
criancas, o HPV foi detectado em apenas trés (4,0%) de 80 criancas e em 5 (8,0%) de 63
criangas nascidas de gestantes com resultado positivo ou negativo para o DNA de HPV
entre a 34* e 36" semana de gestagdo, respectivamente. Neste estudo, a taxa de transmissio
perinatal de mulheres com evidéncias clinicas e/ou laboratoriais de infec¢do genital pelo

HPV foi de 2,8%.

De maneira similar, Tenti et al. (1999) observaram que gestantes assintomaticas e
sem alteracdes da colpocitologia oncdtica ou antecedentes de verrugas genitais, portadoras
da forma latente da infeccio pelo HPV, apresentavam um baixo potencial de transmissao
de virus a mucosa da orofaringe dos recém-nascidos. Este estudo incluiu 711 pares de
gestantes e recém-nascidos, dos quais 37 (5,2%) gestantes apresentaram um resultado
positivo para o HPV e, destas nove (1,3%) foram positivas para o DNA dos tipos
oncogénicos 16 e 18. O DNA de HPV foi detectado em 11 criangas nascidas por parto

vaginal, indicando uma taxa de transmissao vertical de 30,0%.

Estes autores observaram que o intervalo entre as contragdes e 0 nascimento parece
ser um fator critico para a previsao da transmissdo do virus. Nos casos nos quais a ruptura

ocorreu em um intervalo inferior a duas horas, todos os recém-nascidos testados foram
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negativos para o HPV, enquanto aqueles que nasceram em um intervalo de 2 a 4 horas ou
superior, apresentaram uma taxa de positividade para o virus de 33,0% e 80,0%,

respectivamente (p=0.001).

Em um estudo recente, Silverberg et al (2003), avaliaram de maneira longitudinal
casos de papilomatose laringea recorrente juvenil. Foram analisados cerca de 11.000
nascimentos com (3.033) e sem (7.902) PRR. Como resultado do estudo, os pesquisadores
observaram que um contato aumentado entre a gestante e o feto (maior do que 10 horas,
medido pela duracdo do trabalho de parto), dobra o risco de papilomatose respiratdria,
reforcando a hipédtese de transmissdo intra-parto do HPV. Os autores observaram que o
antecedente materno de verruga genital durante a gestagdo confere um risco 231 vezes
maior para o desenvolvimento de papilomatose respiratéria quando comparado ao de

gestantes sem este antecedente.

Contudo, a falta de evidéncias de um efeito protetor da cesarea, bem como a falta de
associacdo com complicagdes como o parto operatdrio, indicam que a transmissao no dtero
e pos-natal podem ser mais comuns do que previamente suspeitado. Adicionalmente a
duracdo do intervalo entre o trabalho de parto e 0 momento do nascimento, demonstrou-se
que a carga viral nas células cervicais ou vaginais representa um fator determinante

importante para a transmissao peri-natal do HPV (Kaye et al., 1994).

Pakarian et al. (1994) analisaram 32 criancas nascidas de 31 gestantes, das quais 16
apresentavam historia prévia de NIC e/ou verrugas genitais. As amostras cervicais obtidas
de gestantes com idade gestacional entre a 20* e 38" semana e amostras da boca e da regido
genital obtidas das criangcas em 24 horas e em seis semanas apds o nascimento, foram
examinadas para o HPV 16, 18, 31 e 33. Vinte das 31 gestantes (65,0%) apresentaram
resultado positivo para o DNA de HPV antes do parto. Doze das 32 criangas (38,0%)
apresentaram resultado positivo para 0 DNA de HPV na avaliacdo de 24 horas e 8 (25,0%)

na avaliacdo de seis semanas.

Este estudo demonstrou um risco de transmissdo peri-natal do HPV-16 e 18 de
55,0%, com persisténcia da presenca do virus por um periodo de seis semanas. Contudo,

ndo se sabe se a transmissao peri-natal destes tipos de HPV desempenharia um papel na
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etiologia da displasia cervical e no desenvolvimento de doencas malignas em uma fase

posterior da vida (Cason, 1996).

1.3 Epidemiologia das Infeccoes por HPV em Gestantes

Segundo alguns pesquisadores, com dados de estudos populacionais, hd evidéncias
de que a incidéncia da infec¢do genital pelo HPV, incluindo aquela por tipos de baixo
potencial oncogénico, diminui com a idade a partir dos 25 anos (Ho et al., 1998; Franco et
al., 1999). A idade, neste caso, representaria um fator importante na determinagdo da
persisténcia da infeccdo pelo HPV e a detecgdo desta infeccdo em mulheres mais velhas,
principalmente aquela por tipos virais de elevado potencial oncogénico, reflete a propensao

deste grupo etdrio a uma infeccao persistente (Ho et al., 1998; Franco et al., 1999).

As taxas de infec¢do pelo HPV na gestacdo apresentado na literatura médica é
inconsistente, variando de 5,0% a 50,0% (Kemp et al., 1992; Tenti et al., 1997). Esta
diferenca observada pode estar relacionada a diferentes fatores, que incluem desde a
escolha do método utilizado para a deteccdo do virus, diferencas nos fatores de risco da
populacdo analisada (tabagismo, promiscuidade, baixo nivel sécio-econdmico, associaciao
a outras DSTs, antecedentes de displasia cervical ou de verrugas genitais) e diferencas
metodoldgicas entre os estudos (grupos de comparacdo mal caracterizados, idade
gestacional ndo especifica para a coleta das amostras, idade materna ndo comparada)

(Kemp et al., 1992; Tenti et al., 1997).

Alguns estudos t€m observado um declinio significativo da infec¢dao por HPV na
gestacdo a medida que a idade materna aumenta (de Roda Husman et al., 1995; Fife et al.,
1996; Eppel et al., 2000; Tenti et al., 1997; Murta et al., 2001). Estudos que analisaram o
desfecho infeccdo por HPV com a varidvel idade estratificada observaram taxas de
detecgdo do virus variando de 19,0% a 40,0% no grupo de gestantes jovens (idade inferior
a 25 anos) em oposicdo a taxa de 10,0% a 20,0% no grupo de gestantes com idade superior
a 25 anos. Este mesmo padrio foi observado no grupo controle (pacientes nao-gravidas)
destes estudos (Hording et al.,1990; Soares et al., 1990; de Roda Husman et al., 1995;
Eppel et al., 2000).
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Entre os obstetras, existe uma impressao geral de que ha um aumento significativo da
prevaléncia da infeccio pelo HPV durante a gestacdo. Contudo, poucos estudos

controlados suportam ou refutam este conceito.

A presenca de diferentes fatores de risco independentes para a positividade do HPV
(idade, freqiiéncia de contato sexual, nimero de parceiros, tabagismo, antecedente de
outras doengas sexualmente transmissiveis, etc.) limita de maneira importante a
comparagdo da prevaléncia desta infec¢do entre mulheres gravidas ou ndo. Os estudos
epidemioldgicos realizados até o momento, com o objetivo de avaliar o provdvel efeito da
gestacdo na detec¢do da infeccdo pelo HPV, foram incapazes de mostrar alteracdes
significativas em relagdo ao grupo controle de mulheres ndo-gravidas (Hording et al.,
1990; Soares et al., 1990; Smith et al., 1991; de Roda Husman et al., 1995; Chan-Claude et
al., 1996).

1.4. TRATAMENTO DE HPV

Para as lesdes condilomatosas visiveis e subclinicas deve haver a remocdo, que é
feita atualmente com procedimentos citodestrutivos, como excisdo cirdrgica co bisturi,
LASER, 4cido salicilico, eletrocirurgia, crioterapia, 4cido bicloro e tricloroacético,
cantaridina e 4cido nitrico fumegante. Também sdo utilizados métodos antivirais e/ou
imunomoduladores, como interferon-f e -y, imiquimod, cidofovir, quimioterapia com
bleomicina, 5-fluorouracil, podofilina, podofilotoxina (Fusté et al., 2008; Huh & Roden,
2008). Para evitar a infeccdo por HPV, recomendam-se métodos contraceptivos de
barreira, como preservativos masculinos e femininos, sendo importante manter abstinéncia

sexual durante o tratamento (Jacyntho et al., 1994).

1.4.1. Tratamento na Gestagdo

Algumas consideragdes especiais durante a gravidez devem ser analisadas,
direcionando o tratamento conforme o periodo gestacional, a localizagdo da infeccdo

(genitdlia externa, vagina, colo uterino, uretra, regido perianal), da sua apresentagdo clinica
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(forma clinica ou sub-clinica) e da sua extensdo e tem como objetivo principal a melhora
dos sintomas (dor, irritagdo, sangramento, imagem corporal prejudicada, obstrugdo do

canal de parto).

O tratamento da infec¢@o durante a gestagcdo ndo deve ser distinto daquele empregado
para outras doencas virais, ou seja, o cuidado médico deve ser focado nas manifestacdes da

infec¢do (Zoundi-Ouango et al., 2006; Frega et al., 2007).

Portanto, a partir do momento que a paciente encontra-se infectada, as opgdes de
abordagem terapéutica restringem-se a identificag@o e o tratamento das verrugas genitais e

das neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC II e III).

Com relacdo ao tratamento de verrugas genital durante a gestacfo, estas tendem a
crescer rapidamente e se tornar fridveis. Isto é explicado pelo fato de que os niveis séricos

dos hormonios esterdides estido elevados.

Lesdes grandes ou extensas podem causar distocia de partes moles, obstruindo o
canal de parto, laceracdo tecidual e/ou hemorragia profusa durante o parto vaginal,
considerando ainda, o risco de transmissdo neonatal do HPV, com o subseqiiente
desenvolvimento da papilomatose laringea em criancas nascidas de maes com antecedente
ou presenca de verrugas genitais na gestac@o (Silverberg et al., 2003; Zoundi-Ouango et

al., 2006).

A infeccdo por HPV de alto risco, em especial os tipos HPV-16, 18, 31, podem
progredir para lesdes intraepiteliais cervicais graves, como a NIC II, NIC III e carcinoma
invasor cervical. Porém, durante a gestagdo esta progressdo apresenta uma menor
probabilidade de ocorrer (Economos et al., 1993; Siddiqui et al., 2001; Paraskevaidis et al.,
2003).

Segundo Nguyen et al. (2000) e Douvier et al. (2003), os procedimentos excisionais,
incluindo a eletro-cirurgia e a conizagdo do colo uterino, realizados durante a gestacdo
estdo associados a complicagdes que incluem hemorragia significativa, abortamento, parto

prematuro e infecgao.
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Segundo Ferenczy (2004), o terceiro trimestre da gestacdo deve ser considerado
como o periodo ideal para o tratamento desta infec¢do devido ao menor risco de sua

recorréncia neste periodo.

1.5. DIAGNOSTICO DAS INFECCOES POR HPV

O HPV nio pode ser cultivado em sistemas celulares e, por essa razdo, o diagnéstico
¢ usualmente obtido pela identificacdo de seus efeitos morfoldgicos sobre as células ou,
pela detecc@o de seu DNA ou RNA. O exame clinico é o primeiro e mais importante passo
para diagnosticar lesdes associadas ao HPV. A citologia depende da esfoliagdo das células
patolégicas que representam a lesdo subjacente sendo, portanto, ttil na investigacdo da
cérvice uterina e da vagina. O diagnéstico final € freqiientemente obtido por uma bidpsia
que permite a identificag@o de lesdes associadas ao HPV na maioria dos casos. Os métodos
histolégicos ndo permitem a identificacdo do tipo de HPV associado ao efeito citopatico.
Também ndo € possivel identificar alteracdes minimas associadas ao virus ou infeccio

latente.

Os métodos para detectar a infecgdo por HPV podem ser classificados em indiretos
(Colposcopia, Citologia e Histologia) e diretos (microscopia eletronica, deteccio do DNA

por PCR, Hibridizacdo e Sorologia) (Gross & Barrasco, 1999).

1.5.1. Métodos Indiretos

O primeiro passo para detectar lesdes associadas ao HPV € o exame clinico. Esse
exame € conveniente, porém € inespecifico (Murray et al., 1999). A citologia (exame
citopatologico ou Papanicolaou) apresenta limitacdes, pois depende da esfoliacdo das
células patolégicas, mas se mostra muito util na investigacao da cérvice uterina e da vagina
(Gross & Barrasco, 1999). As células infectadas pelo HPV exibem alteracdes variadas,
vistas em esfregacos e bidpsias e, sdo denominadas de coildcitos (células com regido

perinuclear limpida e citoplasma denso). Além dessas alteracdes, as mudancas podem ser
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observadas na forma e no tamanho celular e distribuicdo da cromatina nuclear (Murray et

al., 1999).

O diagnéstico final de HPV € freqiientemente obtido a partir de uma bidpsia, que
permite a identificacdo de lesdes associadas ao virus, incluindo neoplasias intra-epiteliais
(NIC). As NIC sido lesdes associadas a viroses oncogénicas e apresentam risco para a
progressdo de cancer. A interpretacdo histoldgica, entretanto, ndo permite a tipagem do
HPV nem a identificacdo de infeccdo latente, além de ser dificil quando as alteracdes

virus-associados sdo minimas (Murray et al., 1999).

z

O exame colpocitolégico € um teste de screening utilizado primariamente na

detecgdo de lesdes epiteliais escamosas.

1.5.2. Métodos Diretos

A deteccio de HPV por microscopia eletronica identifica particulas virais em
esfregacos ou amostras de tecidos. Este método, entretanto, é trabalhoso, de custo elevado
e deve ser conduzido por técnicos especializados, ndo sendo assim apropriado para
utilizacdo em rotina. Além disso, o exame microscopico ndao permite tipificar o HPV

(Gross & Barrasco, 1999).

Durante a dltima década, muitos métodos para detec¢do do DNA de HPV foram
descritos cada um deles permite identificar um grande espectro de tipos de HPV.
Entretanto, ainda nenhum deles preenche todos os requisitos necessarios a um método de

diagnéstico ideal (Coutlée et al., 1997; Gross et al., 1999; Poljak et al., 1999).

A captura de hibridos de segunda geracdo (Hybrid Capture ou HC2) e uma variedade
de protocolos baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR ou polymerase chain
reaction) utilizando iniciadores consenso e/ou degenerados s@o os métodos mais utilizados
para a deteccdo de DNA de HPV em ensaios clinicos e estudos epidemioldgicos (Peyton et

al., 1998).
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1.5.2.1. Southern Blotting

Os métodos utilizados para a deteccdo do material genético de HPV sdo
essencialmente de dois tipos: baseados em hibridizagdo direta do DNA ou RNA viral
presente nos espécimes, ou baseados na amplificacdo in vitro destes genomas, seguida de
sua identificagdo tipo-especifica, freqiientemente por hibridizacdo ou mapeamento por
digestdo do DNA viral por enzimas de restricio (Sambrook & Russel, 2003; Ifner & Villa,
2003).

A técnica de Southern blot consiste na transferéncia para um suporte sélido de DNA
submetido a eletroforese em géis de agarose (membranas de nitrocelulose ou de ndilon). O
Southern blot pode ser um método mais sensivel e especifico na deteccio do DNA de HPV

(Gross & Barrasco, 1999).

A membrana contendo o DNA ¢ submetida a hibridizagdo com uma ou mais sondas
de HPV tipo-especificas, geralmente sob condi¢des controladas de estringéncia para que se
possam detectar tantos tipos virais quantos forem possiveis (Murray et al., 1999). As
sondas marcadas radioativamente sdo mais sensiveis que as sondas marcadas
enzimaticamente (sondas frias), podendo detectar de 0,1 a 0,01 cépias de HPV por célula

(Murray et al., 1999).

1.5.2.2. Dot blot

O dot blot ¢ um método rapido e pouco dispendioso para analisar amostras de DNA
ou RNA de HPV. E utilizado, principalmente, para rastreamento de grande niimero de
amostras clinicas. Os dacidos nucléicos sdo colocados diretamente na membrana e,
controles positivos e negativos também sdo aplicados na mesma membrana. A hibridizacao
e lavagem sio conduzidas da mesma maneira que no Southern blot. Uma vez que o DNA
celular pode ser concentrado em uma pequena area de filtro, somente pequenas amostras

de DNA sao necessdrias (0,1 a 1 ng) (Murray et al., 1999).
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1.5.2.3. Captura Hibrida (Digene)

Ha alguns anos, tornou-se disponivel uma metodologia que emprega a hibridizacao
em solucdo, conhecida por captura de hibridos (Hybrid Capture, Digene Corporation). A
sensibilidade analitica desta técnica € alta, sendo capaz de detectar 18 tipos diferentes de
HPV presentes no espécime. Este ensaio estd comercialmente disponivel e vem sendo

empregado em diversos estudos epidemioldgicos (Lorincz et al., 1996).

O sistema de Captura Hibrida, atualmente muito utilizado na detec¢do do HPV, € um
ensaio de hibridizacdo que utiliza anticorpos monoclonais na captura dos “hibridos”
DNA:RNA-(HPYV), detectando quantitativamente os varios tipos de HPV através de leitura

por quimioluminescéncia.

Apés a extragdo do DNA das amostras, sdo utilizadas sondas de RNA especificas
para 18 dos 30 tipos de HPV que mais freqiientemente acometem o trato genital, com
formacdo de "hibridos" DNA:RNA. A captura dos hibridos é feita numa placa com
micropocos revestidos por anticorpos anti-hibridos DNA:RNA. Adiciona-se um segundo
anticorpo ligado a fosfatase alcalina (conjugado), que se liga ao hibrido e um substrato
quimioluminescente, gerando luz, cuja intensidade é proporcional a quantidade de hibridos
inicialmente formados. A luz emitida é medida como unidade de luz relativa (RLU) em um
lumindmetro e sua intensidade em relacdo ao valor do cut off denota a presenca ou
auséncia da seqiiéncia especifica de DNA de HPV nos espécimes. Valores de leitura de
RLU inferiores ao cut off podem também indicar que a quantidade de particulas de HPV
estd abaixo do limite de detec¢do do ensaios tipos detectados s@o divididos em 2 grupos: a)

baixo risco e b) risco intermediario/alto.

1.5.2.4. Reacd@o em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA de HPV pode ser amplificado seletivamente por PCR seguida da anédlise dos
produtos por diferentes técnicas incluindo a eletroforese em gel, a hibridizag¢do tipo-
especifica, ou ainda pode ser acoplado ao seqiienciamento direto de DNA. A sensibilidade
e a especificidade dos métodos baseados em PCR pode variar dependendo do conjunto de

iniciadores utilizados, do tamanho do produto de PCR, das condi¢des da reacdo, da
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eficiéncia da polimerase de DNA empregada, e da habilidade para a deteccdo de varios

tipos virais (Kleter et al., 1998).

A PCR foi desenvolvida na metade dos anos 80 por Kary Miillis. E uma técnica que
amplifica segmentos especificos de DNA dos agentes investigados, através da
desnaturagdo por calor, pareamento com primers especificos e polimerizagdo com enzimas
termoestaveis (Tag DNA-polimerase) gerando-se milhdes de fragmentos idénticos ao do
DNA investigado, sendo justamente esta caracteristica a que determina a grande
sensibilidade do método. O diagndstico € feito através da visualizagdo e andlise dos
amplicons por exame sob luz ultravioleta. Posteriormente, pode ser realizada a tipagem por
digestdo com enzimas de restricdo ou através de hibridizacdo com sondas especificas para
cada tipo de virus. Obtendo-se assim, informagdo sobre os tipos de HPV presentes nas

amostras (de Roda Husman et al., 1995; Gravitt et al., 2000).

Em teoria, uma rea¢do de PCR pode produzir um milhdo de cdpias a partir de uma
unica molécula de DNA dupla fita apdés 30 ciclos de amplificacdo. Devido a sua
versatilidade e altissima sensibilidade, vérios sistemas baseados em PCR encontram-se

disponiveis.

Diferentes primers e procedimentos de PCR para a deteccdo de HPV tém sido
descritos. Cada protocolo varia em sensibilidade e especificidade (Murray et al., 1999). Os
primers especificos também podem ser aplicados em sistemas de PCR multiplex, que
possibilitam a amplificacdo de diferentes tipos de HPV em uma tnica reagao, utilizando a

mistura de um conjunto de primers (Xi et al., 1997 Yoshinushi et al., 1999).

A amplificagdo com primers consenso permite detectar um amplo espectro de
gendtipos de HPV, bem como identificar novos tipos virais (Gross & Barrasco, 1999).
Diferentes conjuntos desses primers foram desenhados e construidos para este proposito.
Os denominados de MY09/MY11, OBI/II, CPI/CPII e GP5+/6+ (Kleter et al., 1998). Os
primers MY09/MY11 e GP5+/6+ amplificam fragmentos de DNA correspondentes a
seqiiéncia da ORF de L1 do genoma do HPV, conservada entre os diferentes gendtipos (de
Roda Husman AM et al., 1995; Murray et al., 1999). Apesar de ser amplamente utilizados
no diagnéstico de rotina de infec¢des por HPV, nenhum dos primers até agora desenhados,

permite uma detec¢io adequada do espectro, ainda em expansdo, de genétipos de HPV
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anogenitais. Além disso, devido a limitada sensibilidade dos conjuntos de primers

consensus, seu uso pode subestimar a real prevaléncia do HPV (Kleter et al., 1998).

2. JUSTIFICATIVA

O virus HPV € considerado um dos principais patégenos transmitidos sexualmente e
a alta prevaléncia em pessoas assintomdticas ndo € somente um risco para O
desenvolvimento de doengas associadas, mas também de favorecer a transmissdo do agente

infeccioso (Pinto et al, 2005).

A transmissdo sexual pelo HPV estd bem estabelecida. No entanto, estudos
epidemioldgicos sugerem também, a possibilidade de transmissdo ndo-sexual. Existem
crescentes evidéncias de transmissdo vertical, podendo a gravidez ser um fator de risco
para essas infecgdes, uma vez que combina niveis hormonais elevados e imunossupressao
(Bandyopadhyay & Chatterjee, 2006). Uma infeccdo assintomadtica por esses agentes em

mulheres gravidas poderia trazer riscos adicionais tanto para a mae como para a crianga.

A gravidez apresenta peculiaridades que levam a determinagdo de conduta clinica
ativa no pré-natal e durante o parto, portanto € de extrema importincia evitar estas
complica¢des materno-fetais inerentes a doenga. A infec¢do por contdgio no recém nascido
€ devido a passagem pelo canal de parto podendo desenvolver conjuntivite neonatal e mais

tardiamente pneumonia.

A gestacdo é considerada um de muitos fatores de risco conhecidos que pode
potencializar a patogenicidade e oncogénese, sugestionando uma possivel influéncia

hormonal na proliferacdo viral.

A utilizacdo de métodos moleculares para deteccdo de DNA desses agentes tem
contribuido muito para os estudos de prevaléncia, uma vez que aumentam a eficcia da
deteccdo desses agentes na populagdo. Entretanto, estudos epidemioldgicos envolvendo
gestantes ainda sao escassos, apesar do importante beneficio, tanto para a mae quanto para

a crianca (Gencay et al., 2001; Deng et al.; 2005).
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O material bioldgico de escolha para deteccdo de HPV na populagdo em geral tem
sido o cérvico-vaginal. A utilizacdo de amostras bioldgicas obtidas de forma mais simples
€ menos invasiva, que seria interessante, principalmente em casos de gestantes, permanece
um desafio. Varios estudos tém demonstrado que a urina pode ser uma boa alternativa para
deteccao desses agentes tanto em homens quanto em mulheres. No entanto, a sensibilidade
e especificidade de deteccdo sdo altamente influenciadas pelo método molecular
empregado (Smits et al., 2005; Prusty et al. 2005; Daponte et al., 2006; Payan et al., 2007;
Jong et al., 2008).

Dessa forma, considerando o exposto acima, este trabalho tem como proposta
verificar a presenca de DNA de HPV em urina e lavado cérvico-vaginal de mulheres
gravidas utilizando a PCR como método molecular, uma vez que ndo foram encontrados

relatos na literatura sobre o assunto.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Avaliacdo da urina de gestantes como material bioldgico para deteccdo de DNA de
HPV para utilizacio em estudos de prevaléncia e diagndstico quando comparado a
detec¢do em secrecdo cérvico-vaginal.

3.2. Objetivos Especificos

- Determinar a prevaléncia de HPV em gestantes considerando detec¢do de DNA em

urina e em secre¢do cérvico-vaginal.

- Avaliar o desempenho do método para detec¢do de HPV na urina de gestantes

quando em comparacdo com a deteccdo em secrecdo cérvico-vaginal.

- Correlacionar o desfecho (infeccio por HPV) das gestantes com as varidveis

preditoras do estudo (caracteristicas s6cio-comportamentais e demograficas da populacio).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Populagdo e Local do Estudo

O estudo foi realizado com 139 gestantes que buscaram atendimento no Hospital
Divina Providéncia, na cidade de Frederico Westphalen, pertencente a Regido do Médio
Alto Uruguai. As amostras foram colhidas consecutivamente, no periodo de outubro de

2006 a margo de 2008.

4.2. Delineamento do Estudo

Estudo transversal, onde todas as gestantes atendidas foram convidadas a participar
da pesquisa. Ap0s terem aceitado participar do estudo, as mulheres assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido e dados epidemioldgicos foram coletados, através do

preenchimento de um questiondrio.

4.3. Critérios de Inclusao e Exclusdo

Todas as gestantes internadas no hospital, e que aceitaram participar do estudo
mediante consentimento informado. Foram excluidas do estudo todas as gestantes que

estiveram em trabalho de parto durante o periodo do estudo.

4.4. Tamanho Amostral e Coleta de Amostras

O tamanho da amostra foi definido considerando o nimero de atendimento de cada
sistema de satide. Foram coletadas, para este estudo, 139 amostras de urina e 64 de
secrecOes de gestantes, totalizando 203 amostras. Utilizou-se para a autocoleta um tubete
com lml de solugdo conservadora e uma escova com haste longa (DIGENE). Para a

realizacdo a autocoleta as gestantes foram instruidas a:

- Introduzir a escova no canal vaginal e rodid-la 5 vezes no sentido hordrio,

imediatamente apds a coleta inserir a escova no tubete dentro da solug@o tampao e quebar a
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haste da escova. Fechar o tubete e agitar durante 30 segundos para homogeneizar a amostra

(Cremonesi et al., 2004).

4.5. Varidveis do Estudo

O desfecho foi a deteccio de DNA de HPV por PCR na amostras de urina e de
secrecdo cérvico-vaginal. Apés terem sido arroladas, as participantes responderam a um
questiondrio epidemiolégico padronizado onde foram coletadas informagdes sobre
caracteristicas demograficas, morbidades pregressas, histéria de vida reprodutiva e de

comportamento sexual (varidveis preditoras).

4.6. Processamento das amostras clinicas

A urina e a secrecdo cérvico-vaginal das gestantes foram coletadas, armazenadas em

Jfreezer -20°C e encaminhados ao Laboratdrio de Biologia Molecular da ULBRA.

Uma ficha técnica foi preenchida com dados referentes a amostra a ser analisada.

4.7. Andlises Laboratoriais

4.7.1. Tratamento da amostra clinica

As amostras de wurina e secre¢do cérvico-vaginal foram processadas e

posteriormente, submetidas a PCR para detecgao de DNA de HPV.

As amostras clinicas foram preparadas conforme protocolo descrito em Sperhacke et
al. (2004). A purificacio de DNA foi realizada utilizando uma resina de silica apds a

liberag@o por fervura. O DNA uma vez purificado era adicionado a reacio de PCR.
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O DNA total extraido das amostras foi submetido a uma amplificagdo por PCR,
utilizando-se primers complementares a regido L1 do genoma viral do HPV (de Roda

Husman et al., 1995):
GP5+ 5 .TTTGTTACTGTGGTAGATTACTAC.. 3

GP 6+ 5 .GAATATGATTTACAGTTTATTTTTC..3’

As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume de 50 pL, contendo 2,5
U da enzima Tag DNA polimerase, primers na concentracdo de 50 ng/uUL cada; 5 pL de
tampao de reagdo 10X contendo 100 mM de Tris-HCI pH 8,3, 500 mM de KCl, 3 mM de
MgCl,, 4 uL. de dNTPs com 0,2 mM de cada nucleotideo, DNA e H,O q.s.p.

As reagOes foram submetidas as seguintes condi¢Ges para amplificagdo em aparelho
termociclador; 95°C por 5 min, para desnaturagdo; 40 ciclos subsegiientes de 95°C por 1
min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, para amplificagdo; 72°C por 10 min para extensao

final.

Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose 1,5%, contendo 0,5 pg/ml

de brometo de etidio, sob luz ultravioleta e comparados a um controle positivo de reacio

da PCR.

4.8. Consideracies Eticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Luterana do Brasil (ULBRA) em 10 de agosto de 2007, sob o nimero de protocolo 287H.

4.9. Andlise dos Dados

Todas as andlises foram realizadas utilizando o programa estatistico SPSS (versdo
16.0). Foi descrita a freqiiéncia de DNA de HPV em toda a amostra estudada e por faixa

etaria, bem como as caracteristicas socio-comportamentais da populagdo em estudo.
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O Teste do Qui-Quadrado (Xz) e/ou Exato de Fisher foram utilizados para comparar
as varidveis categdricas com a presencga ou auséncia do desfecho e o teste ¢ de student (ou
ndo paramétrico correspondente) para comparar as varidveis continuas com a presenca ou

ndo do desfecho. Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

A Razdo de Chances (RC) foi calculada para as andlises uni/bivariadas e
multivariadas, através do método de Regressio Logistica, com seu correspondente

Intervalo de Confianca (IC) de 95%.

O Teste Kappa (k value) foi utilizado para comparar a detec¢do do virus HPV na
urina e no lavado cérvico-vaginal. Os testes de especificidade, sensibilidade e valores

preditivos positivo (vpp) e negativos (vpn) também foram calculados.

5. Resultados e Discussdo

As 203 amostras foram analisadas pelo teste de PCR para a deteccio de DNA de
HPV. Foram consideradas positivas para a PCR as amostras, que ap6s amplificacdo, foi
possivel visualizar um fragmento de 150 pb. A prevaléncia de HPV nas gestantes
considerando a urina como material biolégico foi de 25,2% (35/139) e na secrecdo cérvico-

vaginal, foi de 39,0% (25/64).

Nossos resultados sdo corroborados por outros estudos na literatura cientifica. As
prevaléncias observadas neste estudo estdo dentro do amplo intervalo relatado na literatura,
onde a prevaléncia e a incidéncia da infec¢do cervical pelo HPV mostram grande variacéo,
de acordo com o método diagndstico utilizado, mas também por refletir as variagdes

quanto ao comportamento sexual entre as populagdes (Dillner et al., 2000; Muifioz, 2000).

Virios estudos realizados no Brasil t&€m mostrado diferentes indices de prevaléncia de
infec¢do por HPV. Em uma cidade do interior do Rio Grande do Sul, considerada de baixo
risco, foi encontrada uma freqiiéncia de DNA de HPV de 13,0% (Nonnenmacher et al.,
2003). Outro estudo realizado em Sdo Paulo, entre mulheres de baixa renda, também

referiu uma freqii€éncia de mulheres HPV positivas de 26,2% (Villa et al., 2000).
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Um estudo transversal, caracterizado por ser uma pesquisa multicéntrica de
rastreamento e triagem “Latin America Screening Study” (LAMS), englobando paises
participantes como Brasil (S0 Paulo, Campinas e Porto Alegre) e Argentina (Buenos
Aires) foi realizado. Neste trabalho, foram arroladas 2300 mulheres de diferentes faixas
etdrias. A prevaléncia de infec¢ao por HPV foi de 17,8%; nos grupos etérios, a prevaléncia
encontrada foi de 27,1% (<25 anos); 21,3% (25-34 anos); 12,1% (35-44 anos); 12,0%
(45-54 anos) e 13,9% (55-65 anos). Em mulheres com citologia normal, a prevaléncia foi
de 14,3% (Rama et al, 2008).

Jong et al. (2008), em mulheres HIV positivas, estudando a prevaléncia de HPV em
urina e lavado cérvico-vaginal, encontrou uma prevaléncia de 81,5% (22/27) para urina e
de 51,9% (14/27), para lavado cérvico-vaginal, respectivamente (p=0,01). A concordancia
para HPV positividade e negatividade entre urina e amostras de esfregagos cervicais foi de
71,0%. Sete mulheres (25,9%) tiveram um esfregago cervical anormal de NIC II ou

superior. Em todos estes casos, nas amostras de urina o DNA de HPV foi detectado.

Em Daponte et al. (2006), a prevaléncia de DNA de HPV encontrada foi de 48,1%

para lavado cérvico-vaginal e de 33,8%, para urina.

Ja Eppel et al. (2000) encontrou uma prevaléncia de 24,6% (55/226) de infeccdo por

HPV em urinas de 226 mulheres, em um estudo de coorte.

Segundo Ambruster-Moraes et al. (1994), a deteccdo do HPV no liquido amnidtico é,
sem duvida, a maior fonte de discussdao. A transmissdo vertical do HPV € fortemente
sugerida considerando a ocorréncia de papiloma juvenil de laringe em criancas com menos
de 2 anos e a partir de alguns casos relatados de nascimentos em que o recém-nato
apresentava condiloma genital jd ao nascer (Chan-Claude et al., 1996). Todavia, a
prevaléncia do papiloma de laringe € até 1.000 vezes menor do que a infecg¢do genital

materna a época do parto, o que questiona a real contribuicio da transmissdo vertical.

Armbruster-Moraes et al. (1994) detectaram a presengca de DNA do HPV-16 ou 18
no liquido amnidtico de 24 de 37 gestantes portadoras de doenca cervical relacionada ao

HPV, resultando numa prevaléncia de 64,9% (IC95%: 49,5 - 80,3).
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Existem evidéncias da presenca de HPV no liquido amnidtico e em células
mononucleares no sangue periférico ou corddo umbilical. Todavia, na urina, ndo
encontramos estas evidéncias. Neste liquido, a presenca do HPV pode estar relacionada
apenas com a contaminacdo do epitélio do trato urinario baixo e ndo propriamente por

filtracdo renal de particulas virais.

Tabela 1. Comparacao da Deteccio de DNA de HPV em amostras de urina e secre¢io cérvico-vaginal

Varidveis PCR Secrecdo Vaginal Total P
PCR Urina HPV (+) HPV (-)

HPV (+) 18 7 25 <0,001

HPV (-) 7 32 39

Total 25 39 64

Teste Kappa (k-value) = 0,541; Fisher’s Exact Test p-value = <0,001. Através do Teste Kappa, é possivel mensurar

a concordancia entre dois testes; neste caso, o nivel de concordéancia foi considerado moderado.

Em nosso estudo, das 64 pacientes que tiveram amostra coletada para urina e
secrecdo cérvico-vaginal, 39,0% (25/64) apresentaram positividade de DNA de HPV em
ambos os materiais bioldgicos (urina e lavado cérvico-vaginal) (Tabela 1). O Teste Kappa
(k value) foi utilizado para mensurar a concordancia entre a detec¢io por urina e lavado
cérvico-vaginal, e apresentou entre esta relacio uma forte concordancia (k =54,1%;

IC95%: 29,6%-78,6%; p<0,001).

Houve diferenga significativa entre os dois métodos diagndsticos (urina versus
secrecao cérvico-vaginal) (p<0,001), com uma sensibilidade de 72,0% (IC95%: 50,5%-
87,9%) e especificidade de 82,1% (IC95%: 66,4%-92,5%) para a urina. Os valores
preditivos positivo e negativo foram 72,0% (IC95%: 50,6%-87,9%) e 82,0% (1C95%:
66,4%-92,5%), respectivamente. A concordancia encontrada entre os dois métodos foi de
82,0%, neste estudo. Estes resultados sdo explicados pela concordincia entre os dois
métodos e pelos resultados discrepantes (n=7), ou seja, pela ndo-concordincia entre os

achados de urina e secre¢do cérvico-vaginal.
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Payan et al. (2007) realizou um estudo com PCR em tempo real
(Mx4000/Stratagene; LightCycler/Roche Diagnostics) com 333 mulheres encaminhadas
para exame ginecoldgico. Foram coletadas amostras de lavado cérvico-vaginal e urina.
Payan e colaboradores encontraram uma sensibilidade de 91,2% na urina e especificidade
de 96,3% nas amostras de lavado cervical. Entre os dois métodos, a concordancia foi de
94,4%. A prevaléncia de DNA de HPV nas amostras de urina foi de 37,3% (66/177); nas

amostras cérvico-vaginais, a prevaléncia foi de 45,0% (150/333).

A presenca do HPV nos fluidos corporais tem sido motivo de muito interesse do
ponto-de-vista clinico e de pesquisa. A presenga do HPV no liquido amnidtico, antes do
parto, aborda uma grande discussdo em torno da contaminacdo do feto antes de seu

nascimento (Tseng et al., 1998).

Outra implicagc@o importante € a comprovacdo da ndo exclusividade da transmissao
sexual.

Ja em relag@o a outros fluidos, como no sangue e urina, a presenca do HPV nio traz
uma implicacdo clinica direta. Na urina esta presenca pode estar associada a existéncia de
lesdes intra-uretrais. No sangue sua presenga apoiaria as hipéteses de que as infec¢des por
HPV podem ser sistémicas. Também poderia ser a base para o desenvolvimento de testes
sangiiineos de rastreio de sua presencga (Pao ef al., 1991; Geddy et al., 1993). Entretanto,
ainda existem na literatura poucos trabalhos a respeito do diagnéstico de HPV em amostras

Ccomo a urina e sangue.

Muitos estudos t€m avaliado a relacdo entre a idade gestacional da mulher com a

infec¢do por HPV.

Murta et al. (2001) em seu estudo sobre a influéncia da idade materna do periodo
gestacional na infec¢@o pelo papilomavirus humano sugestionam que a maior incidéncia de
alteracdes citoldgicas causadas pelo virus ocorre nas pacientes gravidas mais jovens. A
idade, segundo o autor, é um fator importante no desenvolvimento da infeccio, também,

em mulheres jovens ndo gravidas.

Ainda ressalta o pesquisador que na gravidez ha um aumento da infec¢cdo por HPV,

principalmente na segunda metade do periodo gestacional.

43



Um estudo realizado por Meisels (1992) encontrou um aumento da prevaléncia de
HPV na segunda metade da gestacdo em relacdo a primeira metade (p<0,001). Outro
pesquisador também encontrou resultados semelhantes (p=0,02), corroborando com os

dados demais encontrados na literatura (Gopalkrishna et al., 1995).

Murta et al. (2001) analisando dados citolégicos com a infeccio por HPV, ndo

encontrou associagdo significativa com as alteracdes citoldgicas e a idade gestacional.

Ambruster-Moraes et al. (2000) encontraram uma positividade de 48,0% de DNA de

HPV em pacientes gestantes. Destas, 75,0% estavam na 25° semana de gestacao.

Nowak et al.(2007), entre 2005 e 2006, em uma clinica de gravidez de alto risco,
desenvolveu um estudo com 400 gestantes, sendo 180 no segundo trimestre de gestacdo e
220 no terceiro trimestre. Foi encontrada uma prevaléncia por HPV de 4,5%, 2,5% de
HPV-16 e 1,7% de HPV-18 respectivamente. A co-infec¢cdo por HPV-16 e HPV-18 foi de
0,2%. Nas 180 gestantes do segundo trimestre de gestacdo, a prevaléncia foi de 4,4%,
sendo de 2,8% para HPV-16 e 1,7% para HPV-18. No terceiro trimestre, 2,3% foi de HPV-
16, 1,8% de HPV-18 e co-infec¢do de 0,4%. Infeccdo por HPV de baixo risco (HPV-6) foi

de 1,0%, sendo 1,1% no segundo trimestre e 0,9% no terceiro trimestre.

Em nosso estudo, a prevaléncia de HPV no periodo gestacional mostrou-se
equivalente. Tanto para a secre¢@o cérvico-vaginal e a urina, a maior prevaléncia de HPV
foi encontrada no terceiro trimestre de gestagdo, com 40,0% (10/25) e 60,0% (21/35),
respectivamente (Figura 5). Ndo foi encontrada associacdo do periodo gestacional (do
primeiro trimestre ao terceiro trimestre) com a infeccdo por HPV, tanto na urina (p=0,30)

quanto no lavado cérvico-vaginal (p=0,94).
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Figura 5. Comparacao da prevaléncia de DNA de HPV e a idade gestacional na urina e secrecao

cérvico-vaginal.

Segundo Sethi et al. (1998), a resposta imunoldgica contra o HPV-16 é maior em
mulheres ndo gestantes do que nas gestantes sugerindo que o periodo gestacional possa

reduzir a resposta imune contra o virus.

z

Mesmo diante destes estudos, ainda € inconsistente os dados de prevaléncia de
infecgdo por HPV em gestantes. Alguns estudos observaram taxas que variam de 5,0% a
50,0% (Kemp et al., 1992; Tenti et al., 1997). Esta vasta variacdo pode ser explicada por
existirem outros cofatores envolvidos na manifestacido viral, como o fumo, o nimero de
parceiros sexuais ao longo da vida, nivel sécio-econdmico desfavorecido, infeccio com

outras DSTs e historia de condilomas, bem como a idade materna.

Eppel et al. (2000) afirmam que ainda ndo ha estudos conclusivos sobre a influéncia
da idade gestacional e a infeccdo por HPV. Alguns estudos encontraram elevada
prevaléncia da infeccdo com o avanco da idade maternal, porém outros estudos reportaram

ndo haver associagdo entre a idade gestacional e as taxas de infec¢do por HPV.
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Neste estudo também se avaliou as caracteristicas sdcio-demograficas e
comportamentais das pacientes (Tabela 2), bem como a distribuicdo das varidveis de

acordo com a presenca de HPV nas amostras de urina e lavado cérvico-vaginal (Tabela 3).

A idade média das mulheres foi de 25,5 anos (14-43), com sexarca de 16,2 anos (12-

40) e idade gestacional de 19 anos (12-43).
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Tabela 2. Distribuicao das Caracteristicas Socio-Demograficas da Populacdo em Estudo

Variaveis
Idade (anos) (n=133)
<34
>35
Nivel de Escolaridade (n=133)

Até Primeiro Grau Completo
Segundo Grau Incompleto a 2° Grau Completo
Terceiro Grau Completo a Superior

Estado Marital (n=133)

Com companheiro fixo
Sem companheiro fixo

Fumo (n=133)
Sim
Nao
Tempo de Fumo (em anos) (n=28)
<10
>10
Menarca (em anos) (n=133)
<12
>13
Idade na Primeira Relagdo Sexual (Sexarca) (n=133)
<20
>20
Parceiros Sexuais na Vida (parceiros) (n=133)
<2
>2
Uso de Anticonceptivo Oral (n=132)
Sim
Nao
Idade Gestacional (n=133)

1-20 semanas
21-40 semanas

Historia de Condiloma Genital (n=98)
Sim
Nao

Historia de Infeccao por Sifilis (n=99)
Sim
Nao

Historia de HIV (n=110)
Sim
Nao

Historia de Infeccao por Gonorréia (n=96)
Sim
Nao

Historia de Infeccao por Clamidia (n=69)
Sim
Nao

Historia de Infeccao por Herpes (n=88)
Sim
Nao

Historia de Infeccao por Candida (n=102)
Sim
Néo

n (%)

116 (87,4%)
17 (12,6%)

98 (74,0%)
31 (23,6%)
03 (2,4%)

99 (74,8%)
34 (25,2%)

29 (22,0%)
104 (78,0%)

16 (57,1%)
12 (42,9%)

60 (45,7%)
73 (54,3%)

122 (92,1%)
11 (7,9%)

72 (54,3%)
61 (45,7%)

117 (88,1%)
16 (11,9%)

54 (40,9%)
79 (59,1%)

06 (6,1%)
92 (93,9%)

05 (5,1%)
94 (94,9%)

01 (0,9%)
109 (99,1%)

04 (4,2%)
92 (95,8%)

05 (7,2%)
64 (92,8%)

04 (4,5%)
84 (95,5%)

44 (43,1%)
58 (56,9%)
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Tabela 3. Distribuicao das Variaveis estudadas de acordo com a presenca de HPV nas
amostras de urina e lavado cérvico-vaginal

Variaveis

Idade
<34
>35
Escolaridade
Até 1°Grau Completo
Segundo Grau Incompleto a 2° Grau
Completo
Terceiro Grau Completo a Superior
Estado Marital
Com companheiro fixo
Sem companheiro fixo
Fumo
Sim
Nao
Uso de Anticonceptivo Oral
Sim
Nao
Idade Gestacional
1-20 semanas
21-40 semanas
Sexarca
<20
>20
Menarca
<12
>13

* Valores de p para o Teste de Qui-Quadrado e Exato de Fischer (valores significativos para um p<0,05).

HPV (+) Secrecao
(n=25)

75,0%
25,0%

66,7%
33,3%
0,0%

62,5%
37,5%

20,8%
79,2%

79,2%
20,8%

62,5%
37,5%

98,5%
4,2%

37,5%
62,5%

p*

0,38

0,21

1,00

0,61

0,61

0,81

0,17

0,81

HPV (+) Urina
(n=35)

78,9%
21,1%

71,1%
28,9%
0,0%

76,3%
23,7%

23,7%
76,3%

84,2%
15,8%

44,7%
55,3%

89,5%
10,5%

36,8%
63,2%

*

0,06

0,37

0,80

0,77

0,37

0,57

0,008

0,2

** Valores de significancia limitrofe de p para o Teste de Qui-Quadrado e Exato de Fischer.
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Virios cofatores presentes na gestacdo podem estar atuando juntos, aumentado a
proliferacdo viral e conseqiientemente contribuindo para a oncogenicidade. J4 estd bem
estabelecido que a infec¢do por HPV de alto risco € mais freqiiente na gestacdo do que em

mulheres ndo gestantes.

Em nosso estudo, encontramos associagdo de histéria de infeccdo por herpes genital
com a idade materna <34 anos (p=0,03); histéria de candida com histéria de infec¢do por
clamidia (p=0,005; OR=3,6; 1C95%:1,9-6,8); idade materna =35 anos com positividade para
HPV no lavado cérvico-vaginal (p=0,04; OR=2,9; 1C95%:1,04-8,2).

Mulheres que tiveram a primeira relacdo sexual com idade <20 anos apresentaram
associacdo positiva com a infeccdo por HPV, detectado através do teste de PCR na urina

(p=0,008).

Além da idade gestacional que pode influenciar o desenvolvimento do cancer cervical,
existem outros co-fatores que t€m sido associados a carcinogénese, tais como: o uso de
anticonceptivos orais, paridade, tabagismo, imunossupressdo, particularmente relatado em
paciente com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), infeccdes com outras doengas
sexualmente transmissiveis e a deficiéncia nutricional. Porém, seus verdadeiros papéis no

desenvolvimento do cincer ainda permanecem obscuros (Hildesheim et al., 2002).

A idade da sexarca, o nimero de parceiros sexuais, histéria de DSTs e outras
caracteristicas de atividade sexual estdo ligadas ao processo de adquirir o virus do HPV e ndo

sao considerados co-fatores para a progressao da infecg@o pelo virus (Rousseau et al., 2003).

A influéncia do comportamento sexual tem sido muito estudada como fator de risco
para o cancer cervical em diversos estudos epidemioldgicos Alguns estudos encontraram
associacdo do uso de ACO (anticoncepcional) e cancer de colo uterino, porém existem

controvérsias (Lacey et al., 1999; Hildesheim et al., 2001; Mufioz et al., 2002).

Conforme relatos da literatura, o uso de ACO tem sido associado como co-fator ator de
cancer cervical. Nos Estados Unidos, um estudo apresentou um OR=17,1 (IC95%=1,5-188,2)
para os casos de adenocarcinomas in situ; entretanto, o risco € maior conforme o aumento do

periodo de uso de ACO (Lacey et al., 1999). Ja na Costa Rica o uso de ACO por cinco anos
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ou mais quando comparado as mulheres que nunca utilizaram ACO foi identificado um
OR=3,1 (IC95%=1,1-9,1), e esta associacdo foi observada entre mulheres que tiverem poucas
gestacdes e no grupo de casos de HSIL e cancer incluindo apenas trinta casos (Hildesheim et

al., 2001).

Em recente metandlise, concluiu-se que o uso por longa duragdo aumenta o risco de

cancer cervical (Smith ez al., 2003).

Em outro estudo prospectivo com 1675 mulheres, ndo foi encontrada associacdo entre
cancer cervical e NIC III com o uso corrente de ACO comparado com mulheres que nunca o

utilizaram (Castle et al., 2002).

Em nosso estudo ndo foi observado associag@o positiva do uso de ACO com a infec¢do
por HPV. Um outro co-fator de caracteristica socio-comportamental de extrema importincia
na carcinogénese cervical e que tem sido muito relatado em diversos estudos € o fumo. O
tabaco aumenta o risco de HSIL e cancer cervical, e em alguns casos especificos de cancer,
foi encontrada quantidade significativa de nicotina na secre¢do cervical das pacientes

(Prokopczyk et al., 1997; Poppe et al., 1995; Castle et al., 2002; Giulian et al., 2002).

A nicotina exerce efeito carcinogénico, agindo diretamente sobre o mecanismo de
mitose celular, causando danos gendmicos e diminuindo a resposta imune local contra
infecgdes virais (Prokopczyk et al., 1997; Poppe et al., 1995). As células de Langerhans sdo
componentes importantes na vigildncia imunoldgica celular, pois sdo apresentadoras de
antigeno e ativam especificamente os linfécitos T-CD4. A elevada concentragdo dos
derivados do tabaco tem sido associada a depressdo das células de Langerhans. Alguns
estudos observaram associacdo entre o fumo e a reducdo da densidade dessas células (Poppe

et al., 1995; Prokopczyk et al., 1997).

Em nosso estudo, ndo foi encontrada associacdo significativa entre o fumo e a infec¢éo

por HPV.

No Estado do Rio Grande do Sul tem sido observado um aumento da mortalidade por
cancer de colo uterino ao longo dos ultimos 20 anos, em relagdo a outros estados da Regido
Sul do Brasil, em todas as faixas etarias, sendo maior o incremento anual na faixa de 50 a 64

anos. (Castellsagué et al., 2002, Kalakun & Bozzetti, 2005). Sendo o Rio Grande do Sul, o
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estado brasileiro onde € observada a prevaléncia de fumo mais elevada, seria possivel
especular que o fumo possa estar atuando como co-fator junto ao HPV e contribuindo assim
para o aumento da morbidade e mortalidade por esta neoplasia em nosso meio. Se esta
especulagdo estiver correta, € essencial que se combine junto as medidas de prevengao para a

infec¢@o genital pelo HPV, medidas para reducio da exposicao das mulheres ao fumo.

6. Conclusdo

E analisando todos os resultados encontrados, podemos observar que a prevaléncia HPV
na urina secrecio cérvico-vaginal de mulheres gestantes € alta e os resultados mostraram-se
altamente concordantes. Por isso, amostras de urina podem ser utilizadas como meio de testes
para a identificagdo do virus HPV. Para gestantes, o diagndstico de DNA de HPV em

amostras de urina € um meio simples, confidvel e ndo-invasivo.
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