Genotipagem de Papilomavirus Humano em Mulheres com Papanicolau Alterado

Genotyping of Human Papillomavirus in Women with Abnormal Pap Smears

Ca 1
Sulani Silva de Souza
ORCID: 0000-0001-6776-6906

.. )
Mirian Helena Hoeschl Abreu
ORCID: 0000-0002-1303-0140

Roberta Moreira Paiva Ceribelli®
ORCID: 0009-0006-7508-6090

N . . 4
Paula Cristina Nogueira da Silva
ORCID: 0009-0008-9429-077X

. . . .. 5
Gina Camilo de Oliveira
ORCID: 0009-0008-1585-6238

. 5
Mariana Matos Roll
ORCID: 0000-0002-3405-4168

! Laboratério Central do Distrito Federal (LACEN-DF) e Escola Superior de Ciéncias da Satide (ESCS).

Brasilia. Distrito Federal. Brasil.

? Hospital Regional da Asa Norte (HRAN) e Centro Universitario Euro-americano (UNIEURO). Brasilia.
Distrito Federal. Brasil.

? Hospital Regional de Taguatinga (HRT). Brasilia. Distrito Federal. Brasil.

* Hospital Regional de Sobradinho (HRS) e Escola Superior de Ciéncias da Saude (ESCS). Brasilia.
Distrito Federal. Brasil.

> Laboratorio Central do Distrito Federal (LACEN-DF). Brasilia. Distrito Federal. Brasil.

Autor correspondente: Sulani Silva de Souza - Unidade I - SMHN Quadra 03, conjunto A, Bloco 1 -
Edificio FEPECS. Email: sulani.souza@escs.edu.br. Contato: 61 999930036



RESUMO

Objetivo: avaliar a frequéncia e relagdo
do papilomavirus humano (HPV) com a
citologia vaginal alterada. Método:
foram selecionadas 319 mulheres com
25 anos ou mais com citologia alterada
e submetidas a técnica de reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real.
Resultado: as amostras foram divididas
em dois grupos, sem e com tratamento
cervical prévio. A frequéncia de HPV
positivo foi de 71% e 47%,
respectivamente. Os HPVs de alto risco
predominantes foram: 16, 58, 52 ¢ 53. O
HPV16 e infeccao multipla foram mais
prevalentes entre 25 e 35 anos. A lesao
intraepitelial de alto grau se associou
com o HPV16 nos dois grupos e com o
HPV53 no grupo com tratamento.
Conclusao: a alta prevaléncia de HPV
nas amostras, a persisténcia do HPV16
e a associagdo do HPV53 e infecgdes
multiplas devem ser consideradas para a
realizagdo de genotipagem a fim de

identificar as lesdes precocemente.

Palavras-chave: Papilomavirus
Humanos; Reacdo em Cadeia da

Polimerase em Tempo Real; Citologia.

ABSTRACT

Objective: to evaluate the frequency
and relationship of human
papillomavirus (HPV) with altered
vaginal cytology. Method: 319 women
aged 25 years or older with altered
cytology were selected and submitted to
real-time polymerase chain reaction
technique. Results: the samples were
divided into two groups without and
with previous cervical treatment. The
frequency of HPV positive was 71%
and 47%, respectively. The predominant
high-risk HPV's were: 16, 58, 52 and 53.
HPV16 and multiple infection were
more prevalent between 25 and 35 years
of age. High-grade intraepithelial
lesions were associated with HPV16 in
both groups and HPV53 in the treatment
group. Conclusion: the high prevalence
of HPV in the samples, the persistence
of HPV16, and the association of
HPV53 and multiple infections should
be considered for genotyping to identify

lesions early.

Keywords: Human Papillomavirus
Viruses; Real-Time Polymerase Chain

Reaction; Cytology.



INTRODUCAO

O cancer cervical é o quarto tipo mais comum para a mulher no mundo, sendo o
papilomavirus humano (HPV) o principal agente causal para o seu desenvolvimento'.
Em paises desenvolvidos, a mortalidade e incidéncia tém sido reduzidas entre 80-90%
com o emprego de rastreamento adequado e vacinagdo com cobertura populacional®. No
Brasil, este cancer ocupa a terceira posi¢do de importancia, estimando-se 17.010 casos
novos a cada ano do bi€nio 2023-25, com risco estimado de 15,38 casos por 100 mil
mulheres. Na regido Centro-Oeste ocupa a terceira posi¢do com risco estimado de 16,66
casos por 100 mil mulheres’. Esta doenga tem grande impacto social e econémico, uma
vez que afeta a mulher em idade relativamente jovem e tem grande prevaléncia em
regidoes menos desenvolvidas do mundo. O emprego de técnicas adequadas de
rastreamento ¢ fundamental para o seu controle e a implantagdo de intervengdes na

satde publica de forma efetiva.

Segundo a Organizagao Mundial da Saude (OMS) para acelerar a eliminacao da
doenca como problema de satide publica as seguintes metas devem ser alcancadas até
2030: 1) aos 15 anos 90% das meninas totalmente vacinadas contra HPV; 2) aos 35 e 45
anos 70% das mulheres submetidas a um teste de rastreamento de alta performance; e 3)

tratamento para 90% das mulheres identificadas com lesdes precursoras e cincer”.

Em 2021 foram realizados mais de cinco milhdes de exames citopatologicos
cérvico-vaginais pelo Sistema Unico de Saude (SUS), também conhecido pelo método
Papanicolau. Entretanto, estudos mostram que a sensibilidade desse método ¢ baixa e
passivel de diversos problemas de coleta e processamento. O rastreio primadrio
utilizando testes moleculares para HPV se mostra como uma possivel alternativa para
melhorar a acuracia relacionada ao diagnéstico precoce. Segundo Teixeira et al.(2022)°,
aproximadamente 20% das citologias coletadas em mulheres acima de 25 anos e 60%
dos canceres de colo cervical sdo diagnosticados em estagios avancados mesmo nas

regides mais desenvolvidas do Brasil.

O papilomavirus humano (HPV) ¢ um DNA virus circular ndo envelopado
transmitido por meio de contato fisico direto, podendo infectar também a pele e mucosa.
Esse virus pode estar associado ao aparecimento de verrugas ou cancer. Existem mais
de 200 tipos de HPV, sendo 15 de alto risco oncogénico. Sao mais frequentemente

apresentados na seguinte ordem 16, 18, 45, 31, 33, 52, 58 e 35 segundo Small et al.



(2017)°. O HPV pode aparecer como uma infecgio simples ou multipla, uma vez que a
resposta imune do hospedeiro para a infecg@o ¢ variavel. O HPV16 pode estar associado

. R . . .6
com aproximadamente 70% dos casos de cancer cervical invasivo'.

O método de Papanicolau tem sido utilizado para o rastreamento do cancer
cervical por mais de 50 anos. E um sistema que classifica as alteracdes citologicas de I a
V de acordo com a perda da maturacdo citoplasmatica das células cervicais e atipias
citologicas (figuras mitoticas anormais e alteragcdes no tamanho e forma do nucleo).
Estas categorias podem corresponder, no sistema Bethesda’ a: (I) negativo para lesdes
intraepiteliais e malignidade (NILM); (II) a célula escamosa atipica de significado
indeterminado (ASCUS); (II e III d) a lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau
(LSIL), (IV) a lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) e (V) cancer in situ
(AIS).

A classificagdo entre normal e lesdes boderlines pode apresentar grande variagao
entre os avaliadores. Assim, o calculo da sensibilidade deste método ¢é dificil e
dependente de quem realiza a coleta e da repeticio do exame em intervalos regulares®,
podendo variar de 51% a 76% nas lesdes de alto grau. Esta técnica ¢ muito trabalhosa e
necessita de uma graduacao de leve, moderada e severa na discariose. Histologicamente,
o LSIL corresponde a neoplasia intraepitelial de baixo grau I (NIC I) e o HSIL a
neoplasia intraepitelial tipo II e IIT (NIC II e NIC III). A citologia identifica a lesdao
cervical quando o tratamento é potencialmente curativo’. Os principais problemas estio
relacionados com a coleta e a interpretacdo dos achados. Segundo Bhatha et al.(2020)"°
a citologia possui baixa sensibilidade como método de rastreio, com aproximadamente
53%, enquanto os testes de HPV possuem 96,1%, apesar da sua menor especificidade

(90,7% versus 96,3%).

O teste de genotipagem deHPV ¢ um método mais objetivo e quando bem
estabelecido consegue diferenciar resultado positivo ou negativo. Tem alta sensibilidade
para o teste positivo e alto valor preditivo negativo para o teste negativo, mas baixa
especificidade. Assim, identifica com seguranga a mulher que necessita de ampliar a sua
investigacao em relagdo aquela que podera retornar para a rotina do rastreamento. Tem
sido empregado: 1) na triagem de lesdes anormais de baixo grau encontradas na
citologia, antes do encaminhamento para a colposcopia; 2) na triagem primaria do
cancer de colo uterino; 3) na avaliagdo de cura apds tratamento e 4) no seguimento de

mulheres com citologia e/ou teste de HPV positivo, mas sem lesdo histologica



relevante. Quando utilizado como teste primario necessita de um segundo exame, a
citologia, para os casos positivos. Desta forma, um maior nimero de neoplasia
intraepitelial escamosa de alto grau podera ser detectado comparado a citologia

convencional''!?,

Devido a alta prevaléncia da infec¢do de HPV na populagdo jovem e baixa
naquela com mais de 50 anos, preconiza-se a realizagao do teste HPV em mulheres com
mais de 30 anos'>'. Ele pode identificar a presenca do virus antes do estabelecimento
das lesdes. Segundo revisdo sistematica publicada por Koliopoulos et al.(2017)’, a
triagem de cancer cervical baseada em teste de HPV reduziu a perda de casos de
neoplasia intraepitelial cervical tipo 2 e 3 em casos histologicamente confirmados
comparado a citologia, eo resultado negativo foi tranquilizador considerando o alto

valor preditivo negativo.

Neste contexto, este estudo tem por objetivo avaliar a viabilidade da técnica
molecular de genotipagem e avaliar a associacdo dos achados citologicos anormais ¢ a
distribui¢do dos diferentes gendtipos do HPV, especialmente alto risco.

Secundariamente, a concomitancia das infec¢des unicas e multiplas.

METODO

Trata-se de um estudo clinico realizado em 319 mulheres atendidas em trés
hospitais do Distrito Federal. Para tanto, foi obtido termo de consentimento informado
de todas as participantes € o projeto foi aprovado sob o nimero 26454919.1.0000.5553
do Comité de Etica em Pesquisa da Escola Superior de Ciéncias da Saude.

Os critérios de inclusdo na pesquisa envolviam: mulheres com 25 anos de idade
ou mais, convidadas pelo médico assistente, no periodo de agosto de 2022 a maio de
2024, com exame de Papanicolau alterado, classificado como: LSIL; ASCUS; ASCH;
HSIL; AIS e atipias em células glandulares (AGC). A amostra foi dividida em dois
grupos: a) Grupo 1: sem tratamento cervical prévio e b) Grupo 2: submetido a
tratamento cervical prévio e em programa de seguimento, com amostras coletadas apos
a conclusao do procedimento terapéutico.A coleta do material cervical foi realizada pelo
médico, utilizando material adequado e descartavel fornecido pelo LACEN-DF,
contendo meio de transporte liquido, e armazenado a temperatura ambiente ou geladeira

(4 a 8°C). As amostras colhidas foram encaminhadas ao Nucleo de Virologia do



Laboratorio Central (LACEN-DF) acompanhadas de requisicdo médica com a indicagao

clinica.

As amostras coletadas eram transferidas para tubos de congelamento e
armazenadas. Quando um quantitativo de 44 amostras era atingido realizava-se a técnica
de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real com a extracao e amplificacdo do
material coletado com o emprego de kits padronizados. A extragdo do material genético
foi realizada por kit comercial, da ZymoResearch®(USA) em placa de 96 pogos com
150 pL das amostras. A técnica de lise utilizou MagBindingBeads fornecidos pelo kit. A
extragdo foi realizada no equipamento ThermoScientific®(USA) e a eluicio do material

genético realizada em 100 pL.

A amplificagio foi realizada com o kit Anyplex” I HPV28 (Seegene, Coreia)
que utiliza a tecnologia TOCE® para detectar multi-patogenos em um Gnico canal de
fluorescéncia. E um ensaio multiplex que permite & amplificagdo, deteccio e
diferenciagdo simultaneas de acidos nucleicos de 19 e 9 tipos de HPV de alto (16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) e baixo (6, 11, 40, 42,

43,44, 54, 61, 70) risco, respectivamente; assim como do controle interno (CI).

A detecio do Anyplex® II HPV28 foi realizada por meio da analise de
temperatura de melting que pode ser ciclica ou no ponto final. O CI ¢ incorporado no
produto como um controle de processo enddogeno para monitorizar a extracdo de acido
nucleico e para verificar a possivel inibi¢ao da reagdo em cadeia da polimerase (PCR).
O CI ¢ co-amplificado com acidos nucleicos alvo dentro das amostras clinicas. A
analise dos resultados foi realizada com o software do CFX96 Dx System®™ (CFX
Manager Dx Software v3.1). De acordo com a carga viral representada por cruzes ¢
possivel classificar a deteccao do patdogeno: auséncia (-) ou trés (+++), duas (++) e uma

(+) cruzes. O limite de deteccao para sensibilidade ¢ de 50 copias/reacao.

Foram calculadas as frequéncias dos tipos de HPV mais prevalentes e os com
multiplos genoétipos, definidos por dois ou mais virus. A associacdo entre as varidveis
categoricas foi analisada com qui-quadrado (y°) e teste exato de Fisher. A razdo de
chance foi determinada. O tamanho de efeito foi representado por Fi (¢), quando menor
que 0,1, 0,3 e 0,5 foi considerado pequeno, médio e grande, respectivamente'®. Foi
considerado significante quando p<0,05. Os dados foram armazenados no Microsoft

Excel®. A analise estatistica foi realizada com o software IBM SPSS Statistics® 29.0.



RESULTADOS

Foram analisadas amostras de 319 mulheres. As regides assistidas foram:
Samambaia 84(26%), Taguatinga 54(17%), Brasilia 33(10%), Recanto das Emas
28(9%), Sobradinho 21(7%), Planaltina 18(6%), Riacho Fundo 12(4%), Ceilandia 12
(4%), Gamall (3%), Santa Maria 10(3%), Paranod 7 (2%), Guard 5(1,5%), Sao
Sebastido 5 (1,5%) e Santo Antdnio do Descoberto3 (1%); outras regides participantes
foram: Aguas Lindas de Goias, Nucleo Bandeirante, Brazlandia, Cidade Ocidental,
Cruzeiro, Formosa, Itapud, Luziania, Novo Gama e Valparaiso, entretanto com baixa
representacao no total de 16 casos (5%).

Foi realizada a genotipagem de todas as amostras, divididas em dois grupos:
177(55%) amostras Grupo 1 - sem tratamento cervical prévio, e 142 (45%) Grupo 2 -
com tratamento cervical prévio e em programa de seguimento. Foi verificada associagao
entre a presenca de HPV e o grupo avaliado (x2 (1) = 18,996, p< 0,001; ¢= 0,244[OR=
2,76; 1C95%= 1,74 - 4,39]). Foram positivas para algum HPV 126 (71%) e 67 (47%)
amostras dos Grupos 1 e 2, respectivamente. Das amostras positivas identificadas,119
(67%),37 (21%) foram positivas para HPV de alto e baixo riscos no Grupo I,
respectivamente, € 63 (44%) e 15 (11%) foram positivas para HPV de alto e baixo
riscos no Grupo II, respectivamente. No total 193 (61%) das amostras foram positivas
para os tipos de HPV testados. Destas 108 (56%) e 85 (44%) foram positivas para um

unico e multiplos tipos de HPV, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de HPV nas amostras e em infeccdes simples e multiplas
considerando a faixa etaria e o grupo investigado. Distrito Federal, 2024.

Grupo 1 Grupo 2
Faixa | HPVH by inico(65) HPVmulti(61) anT:sttarlas HPVH  HPVinico(43) HPVmulti24) anT:sttarlas
etaria | (126) = 105 n(%) am | €D n(%) n(%) (142)
(anos) | n(%) oy | o N
2535|3385  14(36) 19(49)° 3922) | 16(43) 1027) 6(16) 37(26)
3545 | 50(75)  31(46)° 1928) 67(38) | 21(45) 15(32) 6(13) 47(33)
4555 [22(63) 12034 1028) 3520) | 16(43) 1027) 6(16) 37(26)
55-65 [ 16(55)  6(21) 10(34) 29(16) | 10(62) 6(37) 425) 16(11)
>65 | 5(71) 2(28) 3(43) 74) | 4(80) 2(40) 2(40) 53)

n= nimero de amostras; papiloma virus humano presente (HPV+); papiloma virus humano simples (HPVunico) e
papiloma virus humano multiplo (HPVmulti); sem tratamento cervical prévio (Grupo 1); com tratamento cervical

prévio (Grupo 2). *p=0,036; "p=0,04; °p=0,034.



A mediana das idades foi 42 e 43; limite inferior 25 e 26 e limite superior 74 e
76, respectivamente, para os Grupos 1 e 2. As 319 amostras foram distribuidas em cinco
grupos etarios: 25 a 35 (24%), 36 a 45(36%), 46 a 55 (22%), 56 a 65 (14%) e maior que
65 (4%). Houve predominio do grupo etario entre 36 e 45 anos conforme Tabela 1 para
os dois grupos. A detec¢ao de HPV positivo e infecgdes multiplas teve associagcao com
a faixa etaria de 25 a 35 anos (32 (1) = 4,398, p=0,036; ¢= 0,158; 2 (1) =4,50, p=0,034; ¢=
0,159). A infeccdo Unica se associou com a segunda faixa etaria (x2 (1) =4,227, p=0,04; ¢=
0,155). Houve associagdo entre o primeiro grupo etario e HPV16 para o Grupo 1 (x2 (1)
= 9,710, p=0,002; ¢= 0,234). Este grupo apresentou uma chance 3,30 (IC 95%: 1,5 - 7,17)
maior de infec¢do pelo HPV16 (Tabela 2).

Todos os tipos de HPV investigados foram identificados nesta amostragem,
exceto o subtipo 11. Dezenove HPV de alto risco (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73, 82) e oito HPV de baixo risco (6, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70). Houve predominio do tipo 16 (33%), seguido do tipo 58 (16%), 52 (15%) e tipo 53
(11%) para o Grupo 1, e tipo 16 (44%), seguido do tipo 58 (14%), tipo 52 (12%) e tipo
53 (10%) para o Grupo 2, considerando o alto risco. Para o baixo risco houve
predominio do tipo 6 (50%) e tipo54 (50%) para o Grupo 1, e tipo42 (33%), tipo 44
(33%) e tipo 54 (33%) para o Grupo 2.

Tabela 2. Genotipagem de papilomavirus humano de alto risco por faixa etdria e grupo

investigado. Distrito Federal, 2024.

Grupo 1 Grupo 2

2535 36-45 46-55 5665 >65 2535 3645 46-55 56-65 >65
. Tota Tota
Tipo 1 n(%

n(%) n%) n%) n%) n(%) n%) n%) n%) n%) "0
?PW 1640) " 1435y 4(10) 5(1)2’5 125) 4, [408) 8G6) 418) 523 15) .,
I;PW 109,1 6(5)4’5 3(2)7’3 0. 00) L, | 00) 260) 125) 125 00)
?PW 3(30) 4(40) 1(10) 1(10) 1(10) | 0(0) 1(3)3’3 1(3)3’3 1(3)3’4 00)
?va 2022 2(2)2,2 3(3)3,4 1(1)1,1 1(1)1,1 L oo 160 w0 160 0
?PW 330) 4@40) 2000 1(10)  00) |, | 1Q0) 0(0) 3(60) 0(0) 1()20 5
I;P V31 240) 2040) 1200 0(0)  0(0) 5 3 (1)00 00)  00) 00) 00)
I;P V41 120) 360) 1200 00)  0(0) s [0 00 1000 o) 00
IfPVS 120) 2¢40) 120) 120) 0(0) 2(1)00 00) 000) 00) 0(0)
HPVS | 6(33,3) 8445 2111 2(11,1  00) 18 | 1(17) 3(50) 2(33) 0(0) 0(0)




2 ) ) )

?PVS 1200 120) 00) 2(40) 1Q20) . | 00) 00) 125) 2(50) 1()25 A
EO 525 8@0) 525 15) 1) L,y [3(43) 343) 00)  0(0) 1()14 ;
S 00 150 160) 00 00) , [125) 125) 2(50) 0©0) 00)
SV 00 129 305 00 0, [1650) 00) 150) 0©) 00)
L0 0 260) 1200 1200 00) o | 00) 3(60) 2¢40) 0©0) 00)
SV 00 00) 0 o0 00, [0 00 0 00 00
VS | 5(3)8,5 3(2)3,1 2(1)5,4 2(1)5,4 oo 2w 100 100 1()20 5
gIP VOl oo 00 303 128 00 2(1)00 00) 00 00) 00)
SV a6 163 00 00 00) 2(1)00 00) 0O 00) 00)
I;P V8 120285 343)  0(0) 2(2)8’5 00) . | 00) 00 00 10100) 0©0)

Grupo 1= sem tratamento cervical prévio; Grupo 2= com tratamento cervical prévio, *p significativo (0,002)

Na Tabela 3, observa-se os tipos de HPV relacionados com o aparecimento de
infec¢do Unica ou multipla para os grupos analisados. No Grupo 1 houve associagdo
significativa entre HPV53 (teste exato de Fischer, p< 0,001, ¢ = 0,343), HPV58(x*(1) =
12,607, p< 0,001, ¢ = 0,267), HPV6S8 (teste exato de Fisher, p = 0,004; ¢ = 0,235),
HPVS51 (teste exato de Fisher, p = 0,004; ¢ = 0,235), HPV31 (teste exato de Fisher, p =
0,003; ¢ = 0,234), HPV52 (x*(1) = 9,200, p= 0,002, ¢ = 0,228), HPV35 (teste exato de
Fisher, p = 0,033; ¢ = 0,183), HPV16 (3 (1) = 5,523, p = 0,019; ¢ = 0,177) e infecgdo
multipla. Para o Grupo 2 houve associacdo significativa entre HPV16 (y*(1) = 17,713,
p< 0,001; ¢ = 0,353) e HPVS58 (teste exato de Fisher, p = 0,027; ¢ = 0,204)e infeccao
unica. A analise de razdo de chance demonstrou que o HPV16 e HPV58 aumentaram
7,04 (1C95%:2,61-18,98) e 6,38 (IC95%: 1,18 - 34,32) vezes a chance de apresentar
infeccdo unica. Houve associagao significativa entre o HPV53 (teste exato de Fisher, p<
0,001; ¢ = 0,424), HPVS59 (teste exato de Fisher, p< 0,001; ¢ = 0,378), HPV73 (teste
exato de Fisher, p = 0,028; ¢ = 0,265), HPV56 (teste exato de Fisher, p< 0,015; ¢ =
0,264), HPV68 (teste exato de Fisher, p= 0,034; ¢ = 0,220)e HPV35 (teste exato de
Fisher, p = 0,034; ¢= 0,220) e infec¢ao multipla.



Tabela 3. Genotipagem do papilomavirus humano de alto risco, infec¢do simples e
multipla nos grupos investigados. Distrito Federal, 2024.

Grupo 1 Grupo 2
HPVinico HPVmulti HPVinico HPVmulti
Tipo P P P P
n(%) n(%) n(%) n(%)
HPV16 20(50) NS 20(50) 0,019 15(68) <0,001 7(32) NS
HPVI18 4(36) NS 7(64) NS 2(50) NS 2(50) NS
HPV31 2(20) NS 8(80) 0,003 2(67) NS 1(33) NS
HPV33 4(44) NS 5(56) NS 1(50) NS 1(50) NS
HPV35 3(30) NS 7(70) 0,033 2(40) NS 3(60) 0,034
HPV39 1(20) NS 4(80) NS 2(67) NS 1(33) NS
HPV45 1(20) NS 4(80) NS 0(0) NS 1(100) NS
HPV51 0(0) NS 5(100) 0,004 2(100) NS 0(0) NS
HPV52 6(33) NS 12(67) 0,004 3(50) NS 3(50) NS
HPV56 1(20) NS 4(80) NS 1(25) NS 3(75) 0,015
HPV58 6(30) NS 14(70) <0,001 5(71) 0,027 2(29) NS
HPV59 1(50) NS 1(50) NS 0(0) NS 4(100) <0,001
HPV66 2(50) NS 2(50) NS 1(50) NS 1(50) NS
HPV68 0(0) NS 5(100) 0,004 2(40) NS 3(60) 0,034
HPV26 0(0) NS 1(100) NS 0(0) NS 0(0) NS
HPV53 1(8) NS 12(92) <0,001 0(0) NS 5(100) <0,001
HPV69 3(75) NS 1(25) NS 1(50) NS 1(50) NS
HPV73 1(33) NS 2(67) NS 0(0) NS 2(100) 0,028
HPV82 3(43) NS 4(57) NS 0(0) NS 1(100) NS

Papiloma virus humano simples (HPVinico) e papiloma virus humano multiplo (HPVmulti); sem tratamento cervical

prévio (Grupo 1); com tratamento cervical prévio (Grupo 2). NS= néo significante.

Dos 193 casos,108 (56%), 56 (29%), 19 (10%), 7(4%) e 3 (1%) foram positivo
para um, dois, trés, quatro e cinco ou mais tipos de HPV, respectivamente. Dos tipos
identificados foram observados de forma semiquantitativa com +/3+, 2+/3+ e 3+/3+,
para os Grupos 1 e 2: 44 (35%), 88 (70%) e 46 (36%); 21 (31%), 49 (73%) e 9 (13%),

respectivamente.

Na Tabela 4 observa-se a distribuicdo de acordo com a classificagao citoldgica e
a genotipagem do HPV dentro dos grupos. No Grupo 1 houve predominio dos tipos
citologicos ASCUS e HSIL; associacdo significativa entre HSIL e o HPV16 (*(1) =
28,270, p= 0,001; ¢= 0,400). A andlise de razdo de chance demonstrou que mulheres
com HSIL apresentaram aumento de 7,06 vezes (1C95%: 3,27 -13,26) e com ASCUS
reducdo de 74,4% de infeccao por HPV16 (OR 0,256; 1C95%: 0,074 - 0,88). No Grupo



2 houve predominio de NILM e HSIL; associagdo significativa ASCH e HPV58 (teste
exato de Fisher, p = 0,013; ¢ = 0,282); HSIL e HPV53 (teste exato de Fisher, p = 0,020;
¢ =0,252)e HPV16 (xz(l) = 6,766, p = 0,009; ¢ = 0,218). A andlise de razao de chance
demonstrou que mulheres com NILM apresentaram reducdo de 65,4% de infec¢do por

HPV16 (OR 0,346; 1C95%: 0,136 - 0,878).

Tabela 4. Tipos citoldgicos, genotipagem e grupo investigado. Distrito Federal, 2024.

Grupo 1 Grupo 2
HPV1ie HPVS8 HPV52 HPVS3 HPV16 HPV58 HPV52 HPVS3
n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%) n(%)
AGC 1(2,5) 1(5) 0(0) 1(8) 1(4) 0(0) 0(0) 0(0)
ASCUS 3(7,9) 3(15) 5(28) 1(8) 0(0) 0(0) 2(33) 0(0)
ASCH 8(20) 7(35) 8(44) 5(38) 3(14) 3(43)° 0(0) 0(0)
HSIL 24(60)" 4(20) 5(28) 5(38) 7(32)° 0(0) 1(17) 3(60)"
LSIL 1(2,5) 4(20) 0(0) 1(8) 0(0) 1(14) 1(17) 0(0)
AIS 3(7,9) 1(5) 0(0) 0(0) 2(9) 0(0) 0(0) 0(0)
NILM 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 9(41) 3(43) 2(33) 2(40)
Total 40 20 18 13 22 7 6 5

Lesao intraepitelial de baixo grau (LSIL); células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS); células
escamosas atipicas de significado indeterminado, sem afastar lesdo de alto grau (ASCH); lesdo intraepitelial de alto
grau (HSIL); atipias em células glandulares (AGC); lesao intraepitelial de alto grau com suspeita de invasdo (AIS);
negativo para lesdo intraepitelial e malignidade (NILM); sem tratamento cervical prévio (Grupo 1); com tratamento

cervical prévio (Grupo 2); *p< 0,001; ®p=0,009; p=0,013; ‘»=0,02.

DISCUSSAO

A genotipagem do papilomavirus humano (HPV) ¢ um método importante a ser
incluido no arsenal diagnostico para deteccdo de lesdes precursoras do cancer de colo
uterino, pois ¢ objetivo, amplia o tempo para o rastreamento e auxilia na identificagdo

precoce de casos positivos evitando formas graves e de dificil controle.

Neste estudo observacional transversal, dois grupos foram avaliados: Grupo 1-
sem tratamento cervical prévio e Grupo 2 - com tratamento cervical prévio. Para o
Grupo 1 os principais achados foram: a) Frequéncia de HPV positivo de 71%; os tipos
de HPV observados de forma predominante foram o 16, 58, 52 e 53, para o alto risco e
6 e 54 para o baixo risco; b) O HPV53 mostrou associa¢do significativa com infec¢do

multipla com tamanho de efeito médio, seguido do HPV58, HPV68, HPVS51, HPV31,



HPV52, HPV35 e HPV16; ¢) A citologia classificada como HSIL esteve associada a
aumento no HPV16 (tamanho de efeito médio) e ASCUS a reducdo de infeccdo pelo
HPV16; d) Foi observado de forma semiquantitativa predominio de infeccdo com 2+ e
3+, seja para o grupo com infec¢do unica e multipla.

Para o Grupo 2: a) Frequéncia de HPV positivo de 48%; os tipos de HPV
observados de forma predominante foi o 16, 58, 52 e 53para o alto grau e 42, 44 ¢ 54
para o baixo grau; b) O HPV16 e HPV58 mostraram associagdo significativa com
infeccdo unica; enquanto o HPV53 e HPV59 (tamanho de efeito médio),seguidos do
HPV73, HPV56, HPV68, HPV35 e infecgao multipla; c) A citologia classificada como
HSIL esteve associada ao HPV16 e HPV53; enquanto ASCH esteve associado a
infec¢do por HPV58 e NILM a redugdo de infeccdo pelo HPV16; d) Foi observado de
forma semiquantitativa predominio de infeccdo com 2+ e 1+, seja para o grupo com
infecc¢do Unica e multipla.

Quando comparados com a literatura, os resultados sdo consistentes com o0s
descritos por Camara et al. (2003)', que observaram uma frequéncia de 62% de HPV
positivo ao estudar 169 mulheres com resultado de citologia alterada. Embora tenham
encontrado os tipos 16, 58, 31, 53, 18 e 33 como mais frequentes ao investigar 11 tipos
de HPV. Miranda et al.(2012)" relataram uma prevaléncia de 11% em 399 mulheres
com citologia normal, na qual 12 tipos foram testados, sendo 16, 83 e 66 os de alto risco
mais frequentes. Os dois estudos foram realizados com amostras do Distrito Federal e
com o emprego datécnica de PCR com primers e genotipagempor polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricdo e no primeiro estudo houve, ainda, a realizagdo
de sequenciamento automatizado. As discrepancias com os estudos podem ser
explicadas pelas metodologias moleculares desenvolvidas e executadas no laboratério

(“in house™)e a selecao amostral diferente.

Segundo Bruni et al.(2010)'® a prevaléncia global de HPV para os cinco
continentes foi estimada em 11,7% (IC95%: 11,6-11,7), embora a América Latina
apresentasse uma prevaléncia de 16,1%. Para estes autores, os tipos de HPV mais
frequentes foram 16, 18, 52, 31 e 58. Em relacdo aos tipos identificados neste estudo
houve concordancia. O tipo 16 foi o mais prevalente corroborando com estudos de todas

as regides brasileiras' .

Colpani et al.(2020)*' relataram em uma revisio sistematica prevaléncia de HPV

total de 28,41% (IC95% 22,71-28,32) e para HPV alto risco foi de 17,65% (IC95%



14,80-20,92). Entretanto, destacam que em populagdes de alto e baixo risco a
prevaléncia total foi de 38,01% (IC95% 25,90-51,82) e 24,11% (IC95% 21,50-26,930),
respectivamente, sendo as regides Centro-Oeste e Nordeste do Brasil representantes das
primeiras, e as regides Sul e Sudeste representantes das segundas. Assim, a amostra
selecionada para o presente estudo nao descreve a populagdo estudada, uma vez que ela
¢ enviesada. As diferencas entre as prevaléncias podem estar relacionadas a complexa
interagdo que ocorrem entre o virus, o ambiente e o individuo, e em especial no estudo

presente com a selecao da amostra.

Em 108 (56%) e 85 (44%)das amostras, a infec¢do ocorreu com um e multiplos
tipos de HPV, respectivamente. A co-detec¢ao ocorreu para outro HPVHR ou HPVLR
ou HPVLR-HPVLR. Kops et al.(2021)** relataram em estudo multicéntrico nacional
uma prevaléncia de infec¢cdes multiplas de 33%, entretanto, o grupo participante
apresentava entre 16 e 25 anos. Luo et al.(2023)*, em estudo com 20.059 mulheres,
observaram uma distribui¢do bimodal nos extremos de idade dos HPV. Aquelas com
HSIL e LSIL apresentaram mais infec¢des com multiplos tipos de HPV, assim como
para ASCUS, embora para o tltimo nao tenha sido estatisticamente significante e o tipo

mais prevalente associado ao HSIL foi HPV16 para mulheres submetidas a screening.

Kim et al.(2021)** analisaram 1.967 mulheres com 11,9% de infecgdes multiplas
e observaram que o HPV 53 foi o tipo mais prevalente em infec¢des multiplas seguido
do HPV16, HPV58 e HPVS52, e o HSIL o tipo citolégico mais envolvido. No presente
estudo,o grupo etario de 25 a 35 anos apresentou mais HPV16 e multiplas infec¢des; o
HSIL esteve associado com o HPV16 nos dois grupos € com o HPV53 no Grupo 2. A
prevaléncia dos tipos de HPV associados a infeccao multipla concorda com o descrito
por Kim et al. (2021)**. Entretanto, no presente estudo, o niimero amostral foi pequeno
e as mulheres participantes tinham historico de alteragao citologica. A ndo detecgdo
deste padrao bimodal chama atencao para a alta deteccao de genotipos em idade precoce

e uma populagdo com alta prevaléncia total de HPV.

Oyervides-Mufioz et al.(2020)*°, em estudo de 294 mulheres com citologia
cervical alterada, observaram 59% de infeccdes multiplas e alta carga viral naquelas
com infeccdo persistente. Mulheres com citologia normal apresentaram menor carga
viral de HPV16 quando comparadas aquelas com LSIL. Estes autores refor¢am o
achado em relagdo a carga viral observada no presente estudo, no qual as participantes

apresentaram, predominantemente, carga viral de 2+ e 3+ considerando um total de 3+,



especialmente no Grupo 1. Se o processo de amplificacdo do material genético fosse
dividido em trés momentos, as participantes comegariam a apresentar carga positiva
desde o inicio, para algumas, e para outras no segundo terco do processo. Ja para o
Grupo 2 com a carga viral de 2+ e 1+, o virus sé foi detectado no segundo e ultimo
terco do processo.Assim, as amostras no Grupo 2 apresentaram menor carga viral.

Entretanto, outros estudos sdo necessarios.

Os achados do trabalho aqui descrito t€ém varias implicagdes importantes.
Primeiramente, houve a incorporagao dos testes moleculares para genotipagem pelo
SUS divulgado no Diario Oficial*®. O Distrito Federal ¢ o primeiro Laboratorio Central
Publico que aplicou um método padronizado para a realizacdo da genotipagem. Os
resultados demonstram a importancia da identificagdo do tipo de HPV e facilitam a
orientagdo com mais propriedade das mulheres, conforme recomendac¢do de Carvalho et
al.(2022)*’, que publicaram fluxograma para o screening apds a realizagio da

genotipagem para HPV.

Este estudo apresenta fortalezas, incluindo a diversidade amostral, a aplicacao
do método molecular para a realizagdo da genotipagem do HPV para a populagdo do
Distrito Federal, com kit incluso nas Recomendacdes n’ 878 (Ministério da saude)™ para
testagem molecular e deteccdo de HPV, rastreamento do cancer de colo de utero e

auxilio no seguimento de mulheres que ja tenham realizado algum procedimento.

Como limitagdes do estudo, citam-se a natureza transversal, vieses na selecao da
amostra testada, subdivisdo em dois grupos e a abrangéncia das regides com cobertura
para a realizacdo da genotipagem. Estas limitacdes devem ser consideradas ao

interpretar os resultados.

Baseando-se nos resultados sdo sugestdes para futuras pesquisas: incluir uma
amostragem maior para os grupos, avaliar o papel da carga viral e aumentar a area de
abrangéncia. Estas investigacdes futuras podem ajudar a esclarecer a relagdo entre os

tipos de HPV e aquelas na era apds a vacinacao, por exemplo.



CONCLUSAO

Em conclusdo, os dois grupos diferem na frequéncia dos tipos de HPV e na
chance de infeccdo unica e multipla. Lesdes intraepiteliais de alto grau estiveram
associadas ao HPV16 nos dois grupos. Este estudo demonstra informagao adicional
relativa a presenga dos tipos de HPV e alerta para a realizacdo precoce de
procedimentos de baixa complexidade que podem mudar a historia de vida de cada
mulher. Apesar das limitagdes, os achados fornecem novas informagdes sobre os tipos
de HPV prevalentes em parte do Distrito Federal e sugere que este seja um marco inicial
para implantacdo deste método diagndstico para a saide da mulher com a intencdo de
promover a sua satde. Os resultados destacam a importancia deste método como
ferramenta diagndstica, uma vez que pode ser utilizado para refinar as estratégias de
rastreamento, priorizando mulheres com risco aumentado de desenvolver lesdes de alto
grau ou para monitorar de perto aquelas em seguimento ambulatorial e detectar

possiveis recidivas naquelas com histdrico de citologia alterada.
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