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RESUMO

A infeccdo persistente pelos tipos de alto risco oncogénico de Papilomavirus
humano (HR-HPV) esta intimamente associada ao céancer cervical. As coinfeccdes
por outros micro-organismos como Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e
Trichomonas vaginalisna regidao endocervical, podem potencializar a infeccdo pelo
Papilomavirus humano (HPV), faciltando a entrada e persisténcia viral. A
transmissdo destes patdgenos ocorre principalmente por contato sexual, portanto as
mulheres profissionais do sexo representam um grupo de risco para estas infeccoes.
O presente estudo teve como objetivo determinar a infecgéo pelo HPV, os principais
tipos virais e as coinfec¢gbes por C. trachomatis, G. vaginalis e T. vaginalis em
amostras autocoletadas de mulheres profissionais do sexo, Campo Grande — MS.A
deteccdo do DNA de HPV foi realizada utilizando os primers PGMY 09/11 (450pb) e
a integridade das amostras amplificando o gene para B-globina (GH20/PC04 —
286pb).A genotipagem das amostras positivas foi realizada por Reacdo de
Polimerizacdo em Cadeia Tipo Especifica (TS-PCR) e Polimorfismo no Comprimento
do Fragmento de Restricdo (RFLP).Ap6s a genotipagem as amostras foram
submetidas, em separado,a PCR para a deteccédo de coinfeccao por C. trachomatis
com os primers KL 1/2 (240pb), G. vaginalis com os primers GV 1/2 (310pb) e T.
vaginalis com os primers TVK 3/7 (300pb). Os resultados foram visualizados em gel
de agarose 1,5% e 3% e fotodocumentados (UVP software Doc. It-LS versédo 7.1),
este trabalho foi aprovado no CEP UFMS n° 873.060. Foi encontrada frequéncia de
19,4% de HPV-DNA, sendo os tipos HPV31, 6 e 53 os mais frequentes neste
estudo. Houve predominancia de HR-HPV e elevada presenca de infeccdes
multiplas (84,61%), ou seja, por mais de um tipo de HPV. A presenca de coinfec¢ao
por HPV e outros micro-organismos foi detectada tanto com C. trachomatis, quanto
com G. vaginalis. Observou-se também que mulheres profissionais do sexo que nao
fazem uso depreservativos e as que ndo realizam o exame citolégicoestdo
predispostas a adquirir a infeccdo pelo HPV. Nossos achados ressaltam a
importancia de estudos mais abrangentes entre as popula¢des de risco, auxiliando
estratégias para a implementacdo de medidas de conscientizacdo, bemcomo auxiliar
em estudos futuros paraintroducdo de vacinas contra 0s tipos virais mais
predominantes, de acordo com as diferencas entre asregides geograficas.

Palavras-chave: Papilomavirus humano; Chlamydia trachomatis; Gardnerella
vaginalis; Trichomonas vaginalis; Mulheres profissionais do sexo.






ABSTRACT

Persistent infection with oncogenic types of high-risk human papillomavirus
(HR-HPV) is directly associated with cervical cancer. Other micro-organisms
coinfection such as Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis and Trichomonas
vaginalis in the endocervical region may enhance the infection by the human
papillomavirus (HPV), making the entry and viral persistence become easy. The
transmission of these pathogens occurs primarily through sexual contact, so the
women sex workers are an infection risky group. This study aimed at determining the
HPV infection, the major viral types and C. trachomatis, G. vaginalis and T.
vaginaliscoinfections in self-collected samples of female sex professionals, Campo
Grande - MS. HPV DNA detection was performed using primers PGMY 09/11 (450
bp) and sample integrity amplifying the gene for B-globin (GH20 / PC04 - 286 bp).
Positive samples genotyping was performed by (TS-PCR) Specific Type Chain
Polymerization Reaction and Restriction Fragment Polymorphism Length (RFLP).
After genotyping samples were subjected to separate PCR for coinfection detection
with C. trachomatis primers KL 1/2 (240 bp), G. vaginalis with GV 1/2 primers (310
bp) and T. vaginalis 3/7 TVK with the primers (300 bp). Results were viewed by 1.5%
and 3%agarose gel and (UVP software Doc. It-LS version 7.1) photo-documented as
well. In addition this study was approved by CEP UFMS No. 873,060. 19.4% of HPV-
DNA had been founded, which are HPV types 31, 6 and 53 the most frequent in this
study. It was noticed HR-HPV predominance and high presence of multiple infections
(84.61%) that is more than one HPV type. The presence of co-infection with HPV and
other micro-organisms was detected with both C. trachomatis and with G. vaginalis. It
was also observed that female sex professionals who do not use condoms and do
not perform the screening test are predisposed to acquiring HPV infection. Our
findings point out the importance of further comprehensive studies on the populations
at risk, supporting strategies to implement awareness-raising measures, and also
assisting in future studies on the purpose of introducing vaccines against the most
prevalent viral types, according to different geographical regions.

Keywords: Human Papillomavirus; Chlamydia trachomatis; Gardnerella
vaginalis; Trichomonas vaginalis; women sex workers
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1INTRODUCAO

A infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV) € considerada uma Infeccao
Sexualmente Transmissivel (IST) e alguns comportamentos de risco, tais como,
elevado niumero de parceiros sexuais, praticas etilistas e tabagistas, o ndo uso de
preservativo, bem como a presenca de outros micro-organismos, podem contribuir
para a patogénese viral.

As exposicbes constantes aos fatores de risco tornam as mulheres
profissionais do sexo mais vulneraveis a infeccdo por HPV e por outros patégenos
que sao transmitidos pelo contato sexual. A prevaléncia e os tipos virais de HPV
detectados entre essas mulheres ndo sdo bem definidas, variando de acordo com
cada regido geografica. Ressalta-se que na regido Centro-Oeste do Brasil ndo ha
estudos avaliando a infecgéo por HPV.

Parece que a associacdo do HPV a outros patdgenos pode contribuir para
maior viruléncia e dessa forma, induzir a progressao neoplasica. Dentre esses micro-
organismos destacam-se: Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e
Trichomonas vaginalis, sendo que, ha discrepancias na literatura quanto a essas
associagoes.

O método utilizado para a obtencdo de amostras cérvico-vaginais também
influéncia no diagndstico destas infecgcdes sendo quea técnica de autocoleta de
células da cérvice e canal vaginal amplia a cobertura populacional, pois pode
abranger uma populacédo de dificil acesso ao servico de salde, apresentando-se
com método de obtencdo de material genético suficiente para a deteccdo da
presenca dos micro-organismos em relacdo a técnica convencional de coleta.
Quanto ao diagnéstico, métodos que buscam a presenca do material genético viral,
tais como, a técnica de Reacéo de Polimeriacdo em Cadeia (PCR), tem se mostrado
mais eficaz, pois se baseiam ndo apenas nas alteracdes morfolégicas do epitélio,
mas sim na presenca de DNA, detectando o HPVmesmo em estado de laténcia na
célula, além disso, possibilita identificar o material genético de outros micro-
organismos.

Devido a exposicdo constante aos fatores de risco, o grupo de mulheres
profissionais do sexo € considerado vulneravel para a aquisicdo de infecgfes, tais

como as Infec¢des Sexualmente Transmissiveis (IST), que podemfacilitar a infeccéo
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por HPV e aumentar sua oncogenicidade. Dessa forma tornam-se de grande
importancia os estudos epidemioldgicos e socioeconémicos, nesta populacdo, para

investigacdo das caracteristicas da infeccao por HPV e a presenca de coinfec¢des.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico do Papilomavirus humano

As verrugas genitais sdo conhecidas e relacionadas a promiscuidade sexual
desde a Grécia antiga. Estas lesdes foram descritas por Virchow (1867) como
“‘pequenas elevagdes semelhantes a couve-flor’, denominadas de condilomas e
posteriormente classificadas como condiloma acuminado ou plano (apud ORIEL,
1971).

A semelhanca histolégica entre as verrugas de pele e as genitais foi
observada por Gemy (1893), porém o aspecto histolégico ndo era suficiente para
identificar a etiologia das lesdes. Em 1907, Ciuffo, iniciou experimentos de
inoculacdo do extrato filtrado das verrugas para produzi-las em sua prépria mao,
identificando a etiologia viral da infec¢do. Ha relatos também de lesGes em outros
animais, como bovinos, cachorros e coelhos, relatando que o virus € altamente
espécie-especifico e epiteliotropico (ApudORIEL, 1971; SHOPE; HURT, 1933).

No século XV na Europa, os condilomas foram associados as manifestacdes
de sifilis e gonorreia, até que, apos a identificacdo do agente etioldgico da gonorreia,
algumas pacientes com verrugas genitais ndo apresentaram a bactéria (Apud
ORIEL, 1971). A verdadeira etiologia s6 pbde ser demonstradapor Strauss e
colaboradores (1949) através da microscopia eletrénica que encontraram particulas
virais com padrdo cristalino em tecidos de verrugas cutaneas. Mais tarde, concluiu-
se que as verrugas eram causadas por virus idéntico ou com forte relagcdo ao
Papilomavirus humano (HPV) (STRAUSS et al., 1949).

Os estudos bioquimicos e imunoldgicos realizados com particulas virais na
década de 60 sugeriram a existéncia de um unico tipo de HPV (ROWSON; MAHY,
1967) com a evolucao da biologia molecular foi possivel caracterizar a sua familia
viral. Em 1974, identificaram a pluralidade dos tipos de HPV baseado na
heterogeneidade de regibes do seu DNA. Posteriormente, Zur Hausen (1977)
sugeriu o HPV como agente etiolégico do cancer cervical (GISSMANN; DE
VILLIERS; ZUR HAUSEN, 1982).

Atualmente, sdo descritos mais de 230 tipos de HPV e estima-se que
aproximadamente 75% da populagdo sexualmente ativa no mundo entrarao

emcontato com algum gendtipo viral durante a sua vida. Ressalta-se também que a
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infeccdo causada pelo HPV é a mais frequente no mundo entre as mulheres, sendo
classificada como IST (DOORBAR, et al.,, 2012; FEDREZZI, 2011; QUEIROZ,
CANO, ZAIA, 2007; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER,
2007).

2.2 Papilomavirus humano

2.2.1 Estrutura e organizacado génica

Os Papilomavirus pertencem a familia Papoviridae, que inclui 16 géneros
diferentes. Os tipos virais encontrados em humanos sdo divididos em 5 géneros,
definidos por sua similaridade na sequéncia de DNA. O HPV é descrito como uma
particula pequena, ndo envelopada, icosaédrica de aproximadamente 50-60pm de
didmetro. O seu genoma é composto por uma fita de DNA circular com
aproximadamente 8.000pb e o seu capsideo é formado por cerca de 72 subunidades
proteicas (DOORBAR, et al., 2012; INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER, 2007).

O genoma do HPV é dividido em duas regides principais, early (E) e late (L)
gue sdo compostas por ORFs (open reading frames) responsaveis pela codificacédo
de proteinas virais, estruturais e ndo estruturais. A regido early é constituida por
genes que sao responsaveis pela codificacdo de proteinas envolvidas no processo
de replicacdo viral e, no processo de imortalizacdo celular, para os HPV
classificados como alto risco oncogénico. JA a regido late é responsavel pela
codificacdo de proteinas estruturais necessarias a formacdo do capsideo. Esta
regido possui dois genes: L1, que € altamente conservado entre os diferentes tipos
de HPV; e L2, que apresenta certa taxa de variacdo (Figura 1) (DOORBAR, 2006;
DOORBAR; et al., 2012).
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Figura 1 - Representagcdo esquematica do genoma circular do HPV 16

Nota: LCR: Long region control; SP1, AP1 e OCT1: sitios de ligacdo para fatores celulares; L1
e L2: regido late responsavel pela codificagdo de proteinas estruturais do capsideo; E1 e E2: regido
early, codifica proteinas virais que controlam a replicacdo viral e a expressdo génica; PE: promotor
precoce, também referido como p97; PL: promotor tardio, também referido como p670; PAE e PAL:
indica as posi¢ces de poliadenilacdo precoce e tardio dentro do genoma. Fonte: DOORBAR; et al,
2012.

O HPV é altamente espécie especifico e ndo héa relatos do Papilomavirus de
uma espécie causando infeccdo produtiva em outra. O virus é epiteliotrépico, infecta
pele e mucosas (genital, oral, laringe, eséfago) e se replica no nucleo de células
escamosas epiteliais (DOORBAR, 2005).

2.2.2. Filogenética e taxonomia

Atualmente sédo conhecidos mais de 230 tipos de HPV e cerca de 150 tipos
tiveram o seu genoma completo sequenciado. Os HPV sao classificados em alto
risco oncogénico (HR-HPV) e baixo risco oncogénico (LR-HPV), podendo ser
cutdneo ou mucoso, de acordo com a sua potencialidade em causar lesdes. Os tipos
de baixo risco estdo associados as verrugas vulgares ou condilomatosas, sendo 0s
géneros Beta-papillomavirus e Gama-papillomavirus mais encontrados nestas
lesBes. Ja os tipos de alto risco podem ser evidenciados em processos neoplasicos,

estando o género Alpha-papillomavirus mais associado com 0s mesmos. NoO
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entanto, este génerotambém pode ser encontrado em lesdes benignas
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007; DOORBAR, et
al., 2012).

A classificacdo proposta por de Villiers e colaboradores (2004) além de,
considerar a potencialidade das lesbes, também avalia as sequéncias de
nucleotideos que estdo presentes no gene da regido L1, sendo que, para classificar
um novo tipo de HPV, deve haver mais de 10% de diferenca na sequéncia de
nucleotideos em relacdo a um tipo ja existente, porém quando esta diferenca for de
2 a 10%, ocorre a caracterizacdo de um subtipo, e quandoinferior a 2% este pode

ser caracterizado como uma variante (Figura 2) (DE VILLIERSet al., 2004).
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Figura 2 - Distribuicdo de frequéncia das porcentagens de identidade de sequéncias de nucleétideos
naregido L1 de 118 tipos de Papilomavirus. Fonte: DE VILLIERS, et al., 2004

Entre os tipos de baixo risco oncogénico mais comumente encontrados estao
o HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61 e 70. Enquanto que os de alto risco séo
representados por HPV dos tipos HPV16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
59, 66, 68, 72 e 81, pertencentes ao género Alpha-papillomavirus (Figura 3)
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007).
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Figura 3 - Arvore filogenética contendo 118 tipos de Papilomavirus.
Fonte: DE VILLIERS, et al., 2004

2.2.3 Patogénese viral

Na cérvice uterina, a infeccdo por HPV ocorre durante o contato direto entre
epitélios, no qual o virus consegue penetrar nas células da camada basal através de
microlesbes do tecido epitelial, que faz desse contato a transmissdo. Segundo
Doorbar (2005), o ciclo de infeccdo do HPV passa por cinco etapas consecutivas: 1)
infeccdo, 2) manutencdo do genoma, 3) fase proliferativa, 4) amplificacdo genémica
e 5) sintese e liberacéo de novas particulas virais (DOORBAR, 2005).

A primeira etapa da infec¢do, nas células da camada basal do epitélio, é
diferenciada em dois estagios: ndo produtivo e produtivo. No estagio ndo produtivo,
0 virus mantém um numero reduzido de copias virais sob a forma epissomal nas
células da camada basal. Nesta fase ha um baixo nivel de expresséo dos genes E6,
E7, E1 e E2, suficiente para a manutencdo gendmica do virus. Enquanto que no
estagio produtivo, que ocorre na camada suprabasal, acontece a sintese de elevado
namero de cdépias virais e expressao dos genes L1 e L2 que codificam proteinas do

capsideo viral, com maior expressao do gene E4, importante na alteracdo da matriz
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celular, maturacéo e replicagdo, como o observado noquadrol, que mostra a fungéo
das proteinas regulatérias do HPV (FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2011,
BRENTJENS et al., 2006; DOORBAR, 2005).

Quadro 1 - Regides gendmicas do HPV e as respectivas atividades regulatérias das proteinas
produzidas.

Regido gendmica Atividade das proteinas produzidas

El Age na replicagdo e transcri¢ao viral, possui atividade de indugao da DNA

helicase e na adenosina trifosfatase (ATPase)

E2 Reguladora principal na transcricdo génica possui trés funcdes: regula os
niveis de expressdo dos genes virais, recruta E1 para a origem de
replicacdo e realiza importante papel na transferéncia do genoma viral

para as células filhas durante o processo de divisao celular

E4 Proteina mais expressa, porém, a sua fun¢do ainda precisa ser elucidada.

Acredita-se que essa proteina auxilia na montagem e liberag¢éo do virus.

E5 E uma das trés oncoproteinas codificadas pelo virus. As analises quanto
ao seu modo de atividade ainda séo incipientes, mas se verifica que esta
relacionada com a regulagdo para sinalizagdo do fator de crescimento e

evasdo imunoldgica.

E6 Coopera com a E7 fornecendo um ambiente adequado para replicacdo
viral, principalmente pela supressdo da apoptose celular, em funcdo da

interacdo com a proteina p53

E7 Assim como E6, atua nos processos de replicacdo viral, em funcdo de

sua interacdo com a proteina pRb.

Llel2 Responséveis pela codificacdo das proteinas do capsideo viral.

Fonte: INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007

Apos a infeccdo, o virus pode permanecer na forma latente, subclinica ou
clinica, com o seu DNA integrado ao do hospedeiro, que ocorre na maioria das
lesbes malignas; ou, ainda, na forma epissomal, mais observado em lesbes
benignas (DOORBAR, 2005).

Quando o virus esta na forma latente, o material genético pode ser
identificado, porém n&o ocorrem manifestacdes clinicas da doenca. No estado
subclinico, ha presenca de lesbesque podem ser detectadas por métodos
especificos e no estado clinico, se caracteriza pelo comprometimento da estrutura
do epitélio (FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012; RIVIERO; NUNES, 2006;
STEINBERG, 1990; TERMINE et al., 2008, TYRING, 2000).
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ApGs a infecgdo e amplificagdo do material genético, o virus inicia o processo
de sintese e liberacdo de novas particulas que ocorre na camada superficial do
epitélio. Os virions sdo liberados na superficie sem lisar as células hospedeiras,
caracterizando o ciclo produtivo da infec¢ao pelo HPV (DOORBAR, 2005).

O ciclo produtivo do HPV é semelhante para os diferentes tipos virais, porém
nas neoplasias, decorrente de infeccbes ocasionadas por HPV de alto risco
oncogénico, ocorre desregulacdo deste ciclo que resulta na integracdo do DNA viral
ao do hospedeiro. Neste processo, 0 gene E4 nédo é expresso e 0 gene E2 em
pouca quantidade. Estes genes sao responsaveis pelo controle de transcri¢éo,
resultando na supressao da producdo de proteinase maior expressdo dos genes E6
e E7, sendo estes relacionados com a incapacidade do virus em dar continuidade ao
seu ciclo (FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012; DOORBAR, 2005).

Como consequéncia da inativacado do ciclo do HPV ocorre maior expressao
dos genes E6 e E7 e das alteragOes celulares causadas pela infeccdo persistente
pelo HPV de alto risco oncogénico, o que pode resultar na diferenciacdo das lesées
causadas pela infeccdo, como lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL)
(NIC I/ displasia leve), lesao intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) (NIC 1I/ NIC
lll, displasia moderada, displasia severa)e carcinoma in situ(Figura 4)(DOORBAR,
2005; WENTZENSEN; VINOKUROVA; DOEBERTITZ., 2004).
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Figura 4 — Infecgdo pelo Papilomavirus humano (HPV) com a integracdo do DNA ao do hospedeiro e
0 seu papel na progressdao do epitélio normal para o carcinoma. Fonte: WENTZENSEN;
VINOKUROVA; DOEBERTITZ., 2004
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As lesdes ocasionadas pela infeccao por HPV, tanto as de baixo quanto as de
alto risco oncogénico, também estdo relacionadas com a resposta imunoldgica do
individuo. Estima-se que 70% a 90% das pessoas infectadas sdo capazes de
eliminar o virus no periodo de 12 a 24 meses (HO et al.,1998). Entretanto em 10%
dos casos ndo hd uma resposta apropriada (SCHIFFMAN et al., 2007). A infeccdo
persistente por HPV é considerada uma condi¢cdo ndo suficiente, porém necessaria
para o desenvolvimento do cancer de colo do Utero, e este fator é responsavel por
99% dos casos de cancer uterino (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER, 2007).

2.3 Métodos de identificacdo do HPV

O diagnodstico da infeccdo por HPV pode ser realizado por métodos nao
moleculares e moleculares. Os métodos ndo moleculares, ndo detectam o virus do
HPV, mas sim as alteracfes celulares decorrentes da infeccéo viral, sendo, portanto,
considerados sugestivos de infec¢cdo e menos sensiveis. Dentre eles, destacam-se a
citopatologia e a histopatologia (COPE et al., 1997; INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2007).

A citologia oncética e a colposcopia sdo utilizadas para a identificacdo de
lesdes, subclinicas e clinicas, e aspectos morfolégicos sugestivos de infec¢do por
HPV. Estes métodos sdo menos sensiveis, pois buscam apenas as alteracdes
causadas na infeccdo produtiva do virus (COPE, et al., 1997; INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007). As alteracdes associadas ao virus
na citologia oncotica compreendem: presenca de halo perinuclear, disceratose,
ndcleo hipercromatico, picnético e multi ou bi-nucleado, enquanto que na
colposcopia séo: presenca de epitélio acetobranco, alteracbes vasculares, lesdes
clinicas e lesdes subclinicas que sdo avaliadas pelo conteudo de glicogénio no
epitélio pela técnica de Schiller (COCCHI et al., 1997).

Embora a citopatologia do esfregaco cérvico vaginal tenha contribuido com a
diminuicdo da incidéncia do cancer cervical, lesdes pré-malignas e malignas
associadas ao HPV continuam sendo um grande problema de saude publica, pois

nem sempre a citopatologia fornece evidéncias da presenca do HPV nas amostras
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infectadas, impossibilitando o tratamento e acompanhamento dessas pacientes
(ABREU, et al., 2012). Assim, concomitantemente ao fato de que o HPV é um virus
que ndo pode se desenvolver em cultura de células, tornou-se necessario o
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular, capazes de identificar com
precisao o genoma viral (VILLA; DENNY, 2006).

Os métodos moleculares sd8o mais sensiveis, como as técnicas de
amplificacdo do sinal, pois buscam a presenca do material genético e sdo capazes
de detectar carga viral mesmo em baixa quantidade. O sistema de captura hibrida foi
um dos primeiros testes a diferenciar os tipos virais em dois grupos A e B, utilizando
dois coquetéis de sondas de RNA para capturar o DNA viral. O grupo A é composto
por cinco tipos de LR-HPV (HPV 6, 11, 42, 43 e 44) e o grupo B por 13 tipos de HR-
HPV (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68). Estes testes podem
determinar uma carga viral, auxiliando desta forma no prognéstico da infeccéo
(ABREU, et al., 2012; SCHIFFMAN et al., 1995).

Entre os testes de alta sensibilidade e especificidade destacam-se: A Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) com a utilizacdo de sequéncias nucleotidicas
degeneradas ou consenso, o Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricdo (RFLP), a PCR tipo-especifico ea PCR em tempo real. Estes estdo sendo
empregados em estudos para a associacdo na clinica com o exame de citologia
oncotica (ABREU, et al., 2012).

A técnica de PCR mais utilizada emprega o uso de primers especificos, que
apresentam um potencial em detectar a maioria dos tipos de HPV baseados na
regido conservada do gene L1 (VILLA; DENNY, 2006). Dentre esses, destaca-se o
par GP 5/6 e sua versdo modificada GP5+/6+ (JACOBS et al., 1999) e o par de
primers degenerados MY09/11 (MANOS et al.,, 1994) e sua versdao modificada
PGMY09/11 (GRAVITT et al., 2000).

Os primers PGMY09/11 referem-se a um pool de 18 primers distintos, que
foram desenvolvidos com a finalidade de aprimorar a sensibilidade, especificidade e
reprodutibilidade em relacdos aos outros primers como, GP5/6 e sua versao
modificada GP5+/6+ (JACOBS et al., 1999) e ainda o par SPF10 (VILLA; DENNY,
2006). Uma das vantagens € que nao apresentam sequéncias degeneradas,
podendo ser sintetizados com elevada reprodutibilidade (GRAVITT et al., 2000).

Quanto a genotipagem viral, a PCR também possibilita utilizar primers

especificos para cada tipo, sendo denominada de PCR tipo especifico (TS-PCR).
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Esta técnica é mais sensivel quando padronizada de acordo com os tipos mais
prevalentes na regido, devido a quantidade elevada de tipos circulantes que podem
variar de acordo com diferentes locais (CARVALHO et al., 2010).

A técnica de RFLP também pode ser empregada para genotipagem,
produzindo padrfes de digestdo enzimética do material genético obtido por PCR que
possibilita a classificacdo de quase todos os tipos de HPV presentes em mucosas
(NOBRE; ALMEIDA; MARTINS, 2008; NOBRE et al, 2010). As primeiras reacdes de
RFLP apresentavam algumas desvantagens, pois ndo permitiam a diferenciacéo de
todos os tipos de HPV de alto risco além de serem necessarias maiores quantidades
de enzimas (BamHI, Ddel, Haelll, Hinfl, Pstl, Rsal, Sal3Al) o que dificultava a
interpretacéo dos fragmentos obtidos pelo observador (BERNARD et al., 1994).

Com a finalidade de produzir uma metodologia mais rapida, de baixo custo e
mais eficiente, Nobre e colaboradores (2008) aperfeicoaram o protocolo da RFLP,
com a constru¢ao de um algoritmo de identificagdo, utilizando 4 enzimas de restrigdo
capazes de detectar cerca de 49 gendtipos de HPV e também variantes virais.

Além da RFLP a tipagem viral também pode ser realizada pela técnica de
PCR em tempo real (g-PCR), uma ferramenta Util e precisa, pois, também permite a
guantificacdo viral e identificacdo do DNA viral na forma integrada ou epissomal
(CAMPOQOS, 2005; HA et al., 2002; OLIVEIRA, 2011).

Para auxiliar o diagndstico na clinica, a combinacdo de dois ou mais testes &
eficiente para o prognostico, como observado por Tozetti e colaboradores (2006b)
gue associou a carga viral com a citologia, demonstrando que em lesbes
intraepiteliais de alto grau (HSIL) predominou a carga viral entre 100 a
<1000RLU/PCB. Além disso, possibilitou o acompanhamento de pacientes com
lesdes suspeitas.

Os testes diretos que buscam o DNA viral demonstram maior sensibilidade
para o diagnostico se comparados ao exame citologico, uma vez que o virus pode
permanecer em estado de laténcia por anos sem que as manifesta¢des clinicas da
doenca possam ser observadas. Além disso, estes testes sdo associados a citologia,
mesmo sem que ocorram alteragbes morfologicas, € possivel determinar se a
paciente esta infectada e por quais tipos de HPV, fornecendo desta forma subsidios
sélidos que visam uma conduta terapéutica e acompanhamento para identificar a

progressédo ou regressao da infecgao.
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2.4 Epidemiologia da infeccdo por HPV em mulheres profissionais do sexo

A infeccéo por HPV é transmitida por contato, principalmente o sexual, sendo
classificada como uma IST e nos casos com manifestacfes clinicas, em DST. A
infeccdo por HPV é considerada como uma das mais comuns entre as mulheres
(KOUTSKY, 1992). Além disso, as mulheres assintomaticas e sem lesdes aparentes
podem estar infectas pelo virus, sendo que a prevaléncia do HPV nestes casos pode
variar de 2 a 44% (TROTTIER; FRANCO, 2006). Ressalta-se que com o epitélio
aparentemente normal e sem o0 uso de preservativos, a transmissdo € continua
mesmo em casos assintomaticos.

Sabe-se que a infeccdo por HPV esta intimamente associada com 0s casos
de cancer de colo de utero. De acordo com o Instituto nacional de cancer (INCA),
estima-se que para o ano de 2016séo esperados16.340 novos casos, sendo a maior
incidéncia na regiao Norte, seguida pelas regides Centro-Oeste e Nordeste (Figura
5).

Brasil Regido Regido Regido Regido Regido
Morte Nordeste Centro-Oesle Sudeste Sul

18 Mama ferinina Colo do (toro Mama feminina Mama fominina Mama fominina Marma forminina
(56,200 (23,97) (38,74) (55,87 (B8,08) (T4,30)

o Célon ¢ Roto Marna feminina Colo do dtoro Colo do (tero Célon & Roto Colon ¢ Reto
{17.10) (22.26) (19,49) (20,72) (22,68) (23.27)

5| colodotero Céilon o Reto Gdlon o Reto Célon o Reto Colo do Gtero Wh
{15.85) (5,89) (8,77) (15,93) {11,30)

(20,61)
Tragueia, Brénguio ¢ Tragqueia, Bréngquio | Traqueia, Brénquio | Traqueia, Bronquic -

48 Pulmio E‘;:':EW @ Pulmio  Puimbo o Pulmdo W'{‘“‘g‘;‘;';‘m
{10,54) ' (7.24) 8.37) {10,58)

5¢ Estémago T"‘":"‘P 'Iaml Estdmago Corpo do Gtero Estdmago
(7.37) (5.07) (6.73) 13.58) (8.71)

Figura 5— Taxa de incidéncia e estimativa para 2016 para os tipos de cancer mais frequentes em
mulheres. * por 100 mil habitantes. Fonte: MS/ Instituto Nacional do Céncer/ estimativa de cancer no
Brasil, 2016/ coordenacéo de prevencdo e vigilancia/divisdo de vigilancia.

As mulheres profissionais do sexo sdo consideradas como grupo de elevado
risco para adquirir DST e IST, devido a constante exposi¢cdo aos fatores de risco
como a multiplicidade de parceiros, ndo utilizagcdo de preservativos com clientes e
intercurso oroanal, (PASSOS,

parceiros fixos e

FIGUEIREDO, 2004).

genitoanal e genito-oral
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Alguns estudos relatam que estas mulheres iniciam suas atividades sexuais
na adolescéncia (LIBORIO, 2005; SIMON; SILVA; PAIVA, 2002), e que ha
negociacdo quanto ao uso de preservativo, concluindo entdo, que a suscetibilidade
biologica as infeccdes de transmissdo sexual esta aumentada nesta populacao,
tornando essas mulheres vulnerdveis as infeccdes sexualmente transmissiveis
(VIEIRA et al., 2004).

A prevaléncia da infeccdo por HPV entre esta populacdo varia, devido
principalmente as diferencas epidemioldgicas e socioeconémicas, como observado
em estudo realizado no Vietfia, que mostra uma prevaléncia na regido Norte do pais
de 49,5% da infeccao por HPV (HOUANG, 2013) e na regido Sul de 85% (FERLAY
et al.,2010).

Outros estudos também demonstram frequéncia elevada de HPV em
mulheres profissionais do sexo, como nos paises asiaticos que aproximadamente
50% das participantes do estudo foi detectada a presenca do HPV-DNA, no Japéo
em que 52,6% das mulheres profissionais do sexo foram positivas para o HPV
(MATSUSHITA et al., 2011) e na Coréia em 47% (CHOI et al., 2003). Na Europa a
prevaléncia também foi elevada de 77,4% (MAK; RENTERGHEM; CUVELIER 2004),
embora estudo realizado na Espanha tenha revelado prevaléncia de 39% (DEL AMO
et al., 2009). Enquanto na Australia a prevaléncia encontrada foi de 32% (TIDEMAN
et al., 2003).

Estudo realizado no Brasil mostra que a prevaléncia do HPV, nesta
populacéo, foi de 67,6% para a cidade de S&o Paulo, sendo o HPV 16 o mais
frequente (PONGETTO; SILVA; PARADA 2011). Na regido Centro-Oeste ndo ha
estudos relacionando a infeccdo por HPV em mulheres profissionais do sexo, o que
torna o presente estudo pioneiro.

Devido a variabilidade da prevaléncia do HPV nas profissionais do sexo, a
exposicao constante aos fatores de risco e a possivel presenca de infeccéo
assintomatica, esta populacdo representa importante objeto de estudo e
acompanhamento, pois, a transmissdo pode ser continua, além disso, o estudo
fornece subsidios para a identificacéo de tipos virais mais predominantes na regiao

Centro-Oeste, propiciando adequacao quanto a utilizacdo da vacina.
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2.5 Coinfeccéo por outros micro-organismos

A relacdo entre a coinfeccdo por HPV e outros patégenos ainda € pouco
compreendida. Estudos demonstram que a infec¢cdo por HPV, quando associada
ainfeccdo por outro micro-organismo, tende a ser potencializada, aumentando a
probabilidade de progredir para o cancer cervical, principalmente quando estas
coinfec¢des sdo causadas por alguns micro-organismos sexualmente transmissiveis
OuU mesmo micro-organismos que fazem parte da microbiota vaginal (MURTA et al.,
2000; ROETERS et al., 2009; SANTO et al., 2011).

A bactéria C. trachomatis pertence a familia Chlamydiaceae, género
Chlamydia, sendo uma bactéria pequena de 0,2 a 1,5 uM, gram-negativa, parasita
obrigatorio intracelular, desprovida de motilidade que utiliza Trifosfato de Adenosina
(ATP) produzido pela célula hospedeira para a sua sobrevivéncia (SEADI, et al.,
2001).

A presenca da bactéria C. trachomatis no microambiente cervical associada a
infeccdo por HPV pode propiciar infecces mais severas. Estudos descrevem a
formacdo de um ambiente inflamatério produzido pela infec¢cdo bacteriana, que
beneficia a entrada do HPV e aumenta as chances de alteracdo neoplasica
(MADELEINE et al., 2007; SANTO et al., 2011).

Estudo realizado por Friedek e colaboradores (2004) observou que em
pacientes com lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), houve correlacéo
estatistica entre a positividade para C. trachomatis e HPV, especialmente quando a
infeccdo era por HR-HPV. J& nas pacientes HPV positivas sem alteracéo citoldgica,
também foi observada presenca de coinfec¢des, identificando assim uma relacéo
entre os patdégenos (TAMIMet al.,2002).

A prevaléncia de C. trachomatis pode variar dependendo da populagéo
estudada, de 2,4% nas mulheres assintomaticas e nao expostas aos fatores de
risco, (EGGERT-KRUSE, et al., 2003) a 37,4% (LEE; TOBIN; FOLEY, 2006) em
mulheres profissionais do sexo. Mesmo tendo relatos de que em coinfeccbes ha
maior probabilidade da evolucdo da infeccdo por HPV ser potencializada, ndo ha
como saber qual micro-organismo foi o primeiro a infectar o epitélio. Estudos
também demonstram que mulheres portadoras de DST tém risco aumentado de
adquirirC. Trachomatis (GOPALKRISHNA, et al.,2000).
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Além de C. trachomatis, outro patdbgeno comum no microbiota vaginal e que
pode se beneficiar da presenca do HPV ou potencializar a infeccdo é G. vaginalis.
Murta e colaboradores (2000) relataram que G. vaginalis estava associada com
infeccbes vaginais por HPV, demonstrando que em amostras HPV positivas a
presenca de G. vaginalis, que normalmente néo é elevada no canal vaginal, obteve
prevaléncia de 25,6%, indicando uma forte associagdo entre esses dois micro-
organismos (BUFFONet al., 2006).

A bactéria G. vaginalis é anaerdbia facultativa, imovel, observada sob a forma
de cocobacilos Gram-variaveis. A doen¢ga mais comum que 0 micro-organismo pode
causar € a vaginose bacteriana, entretanto doencas graves, como bacteremias e
meningites, ja foram descritas (SMITH; OGBARA; ENG, 1992)

Também foi observado que a bactéria G. vaginalis pode se beneficiar de
algumas mudangas na microbiota, como nos casos de vaginose bacteriana onde
esteve presente em 95% dos casos, na qual ocorre uma diminuigdo da presenca de
lactobacilos produtores de perdxido de hidrogénio, o que favorece o crescimento de
organismos anaerdbicos obrigatérios ou facultativos como a G. vaginalis (FERRIS, et
al,2004). Com os danos causados pela vaginose bacteriana no epitélio, a entrada de
organismos patdgénicos € facilitada (RODRIGUEZ-CERDEIRA, SANCHEZ-
BLANCO, ALBA, 2012). No estudo realizado por Platz-Christensen e colaboradores
(1994) foi sugerido que a vaginose bacteriana esta de alguma forma associada com
o desenvolvimento de NIC agindo como um cofator para a aquisicdo do HPV.

Outro patégeno causador de infecgBes vaginais é T. vaginalis, parasita €
classificado como aeroébio facultativo, com aproximadamente 10um de comprimento
por 7um de largura, podendo infectar a regido do canal vaginal causando a
tricomoniase, esta infeccdotambém estd associadaa progressdo da infec¢do por
HPV ao carcinoma. As microlesBes causadas pela infecc¢cdo por T. vaginalispodem
facilitar a entrada do HPV no epitélio, além de potencializar a infec¢ao por este virus.
A frequéncia da infeccédo por T. vaginalis ndo € elevada, podendo variar de 1,7%
(RIVEIRA, et al., 1996) a 3,8% (PAESI, et al., 2013).

Estudos relatam que ha associacdo de neoplasia com coinfec¢des por C.
trachomatis, G. vaginalis e T. vaginalis, porém ha uma lacuna na literatura
relacionada a estas interacées (MURTAet al., 2000).

As técnicas utilizadas para identificar C. trachomatis, G. vaginalis e T.

vaginalis envolvem basicamente duas vertentes, a primeira que € a busca de
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alteracdes celulares causadas pelas inclusdes citoplasméticas e a visualizacdo dos
micro-organismos, e segunda vertente com foco mais direto, pela identificacdo do
agente por meio de cultura, imunoensaio ou biologia molecular pela reacdo da PCR,
com uma sensibilidade de até 95% dos testes (SEADI et al., 2002).

2.6 Eficacia dos métodos de coletas

O material genético necessario para o diagnostico do HPV é obtido pela
coleta de células da regido de cérvice uterina oudo canal vaginal. Estas células
podem ser obtidas por coleta clinica, com o uso de espéculo em consultério
ginecolodgico, ou por meio da autocoleta, procedimento no qual células dessas
regibes sdo obtidas pela prépria paciente, utilizando um swab vaginal ou uma
escova esfoliativa. (GRAVITT et al., 2001). A eficacia do diagnéstico depende da
obtencdo destas amostras, uma vez que, em coleta mal realizada ocorre
insuficiéncia do material obtido, o que impossibilita um diagndstico preciso. A
insuficiéncia de obtencdo de amostra pode ocorrer tanto na coleta clinica como na
autocoleta.

A autocoleta tem alta concordancia com a coleta clinica na obtencdo de
amostras para a deteccdo do HPV-DNA (PETIGNAT et al., 2007), o que também
vale ressaltar a vantagem em aumentar a cobertura da triagem, pois abrange
pacientes que relutam em se submeter aos exames pélvicos, por questdes culturais,
ou ainda aquelas pacientes residentes em areas de dificil acesso (SAFAEIAN et al.,
2007).

Estudo realizado por Campos e colaboradores (2014) relatou que as amostras
obtidas por autocoleta sdo viaveis, demonstrando alta concordancia de gendétipos
virais entre amostras autocoletadas e aquelas coletadas por exame pélvico. Devido
a alta aceitacdo entre as mulheres, a sua implementacéo supre a necessidade do

diagnéstico precoce da infec¢do por HPV, com um sistema de coleta rapido e eficaz.

2.7 Profilaxia das infecc¢des

Conforme a estimativa realizada pelo Instituto Nacional do Cancer (2016) o
cancer de colo do utero é responsavel por 265 mil 6bitos por ano, sendo a quarta

causa mais frequente de morte por cancer em mulheres. Por essa elevada
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mortalidade, o Ministério da Saude programou no calendario vacinal, em 2014, a
vacina tetravalente contra o HPV direcionada a meninas de 9 a 13 anos de idade, a
gual protege contra os tipos LR-HPV (6 e 11) e HR-HPV (16 e 18), sendo os ultimos
responsaveis por cerca de 70% dos casos de cancer do colo do ttero (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

A vacina € composta por proteinas estruturais especificas dos quatro tipos
(6,11,16 e 18) e foidesenvolvida pela metodologia conhecida como Virus Like
Particleou VLP que ndo contém o DNA viral, somente fragmentos da regido L1 e L2
do capsideo viral, que sdo altamente imunogénicos, portanto, ndo sado infectantes
(DERCHAIN; SARIAN, 2007).

Apoés a implementacdo da vacina no Brasil, estima-se que aproximadamente
4,3 milhdes de adolescentes ja foram imunizadas com a primeira dose, 0 equivalente
a 87,5% do publico alvo (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O estudo realizado por
Villa e colaboradores (2006) sobre a vacina, demonstrou que houve reducdo da
doenca e que ndo houve casos de progressdo das lesbes quando a infeccdo ja
estava estabelecida (VILLA et al., 2006).

As vacinagbes, em conjunto com o0 exame de citologia oncotica, se
completam como acdes de prevencdo do cancer de colo de Utero decorrentes da
infeccdo por estes quatro tipos virais. Porém, a vacina quadrivalente ndo protege
contra os outros tipos de HPV, nem contra as coinfec¢des. O uso de preservativos
continua sendo imprescindivel para a prevencdodas DST e IST. Ressalta-se que
mulheres vacinadas deverdo fazer o exame preventivo periodicamente, pois por
pressao seletiva, outros tipos tendem a tornarem-se relevantes quanto a indugéo do

cancer de colo de utero.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Detectar a infeccdo pelo HPV, os principais tipos virais e a coinfeccdo por
Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis em mulheres

profissionais do sexo, de Campo Grande, MS.

3.2 Objetivos especificos

a) Estimar a frequéncia da infeccdo por HPV em amostras do canal
vaginal e dacérvice uterina de mulheres profissionais do sexo, de
Campo Grande, MS;

b) Detectar os tipos virais predominantes em amostras HPV positivas;

c) Investigar a presenca de coinfeccdo por Chlamydia trachomatis,
Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis;

d) Identificar os fatores de risco presentes nas infec¢cdes por HPV e
coinfecgbes por Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e

Trichomonas vaginalis na populacdo analisada.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo e local de estudo

Este estudo caracteriza-se como sendo de carater transversal e descritivo,
com dados secundarios e amostras estratificadas por tipo de coleta. Os materiais
coletados foram analisados e processados no Laboratério de Imunologia, Bioensaios
e Biologia Molecular (LABIMUNOBIO), pertencente ao Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (CCBS/UFMS).

4.2 Amostras e dados secundarios incluidos no estudo

As amostras incluidas no estudo foram coletadas de mulheres profissionais
do sexo que se prostituiam em locais publicos (Pracas, parques, jardins, ruas,
avenidas, etc.) e locais privados (Saunas, boates, bordéis, etc.) na cidade de Campo
Grande - MS, durante a execucao do projeto de pesquisa “Infeccbes Sexualmente
Transmissiveis (IST): aspectos imunoldgicos, soroldgicos e moleculares em grupos
populacionais expostos a risco de Mato Grosso do Sul” no periodo de
junhoadezembro de 2011.

Estas amostras foram coletadas pela técnica de autocoleta, descrito por
Campos e colaboradores (2014), e sao provenientes do banco de amostras e dados
da Profa. Dra. Ana Rita Coimbra Motta de Castro, do Laborat6rio de Imunologia
Clinica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Anexo A). Os dados
secundarios foram provenientes do banco de dados do referido projeto, e foram
obtidos através de questionario aplicado as participantes do estudo, apos a coleta
das amostras (Anexo B), contendo informacdes sigilosas quanto aos fatores
predisponentes a infeccdo e relacionadas a atividade sexual, presenca de fatores
associados a progressao maligna, utilizacdo de métodos preventivos do cancer de
colo de utero e frequéncia de utilizacdo de métodos relacionados ao diagndstico da

infeccéo.
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4.3 Processamento das amostras

As amostras utilizadas no estudo foram encaminhadas ao LABIMUNOBIO
CCBS/UFMS para execucdo da andlise. As mesmas ja continham o seu material
genético extraido pelo Kit Wizard® genomic DNA Purification (Promega, A1125), de
acordo com o protocolo do fabricante e estavam armazenadas a -20°C até o
momento da analise.

Estas amostras foram analisadas quanto a deteccéo e genotipagem do HPV-
DNA, deteccdo de C. trachomatis, G. vaginalis e T. vaginalis. Todos o0s

procedimentos seguiram os padrdes de controle de qualidade em biologia molecular.

4.4. Quantificagdo do DNA extraido

Para fins de controle de qualidade, as amostras brutas foram submetidas a
guantificagcdo em espectrofotometro Nano Drop 2000 ThermoScientific® (190-840

nm).

4.5 Preparacédo da solucéo para a Reacado de Polimerizagcdo em Cadeia (PCR)

A solucéo utilizada nas reacdos de PCR foi preparada em capela de fluxo
laminar, utilizando primers especificos para cada reacdo, contendo: Tampao Tris-
EDTA pH 8,4 [10x]; dNTPs 2,5 mM; MgCl2 50 mM; enzima Tagq DNA polimerase (5U/
pL); primers R (10 pM/uL); primers F (10 pM/uL) e H20 ultra pura.

4.6 Deteccéo e genotipagem do HPV-DNA em amostras de cérvice uterina

4.6.1 Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR) para deteccdo de HPV DNA e
controle endégeno da reacdo

Como controle enddégeno da reagédo de PCR convencional, foram utilizados os
primers para amplificacdo do gene de B-globina, PC04 e GH20, ao quais amplificam
um fragmento de 286pb (BAUER et al., 1991) e quanto a deteccdo de HPV-DNA,
foram utilizados pool de 18 primersdenominados PGMY 09/11, os quais amplificam
um fragmento de 450pb da regido L1 do genoma viral (GRAVITT et al., 2000).
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A um volume final de 45uLda soludo de PCR foi adicionado 5uL do DNA
50ng/uL, recuperado de cada amostra. Posteriormente, a reacao foi processada em
termociclador programado a 95°C por 5 minutos para desnaturacdo e, em seguida,
por 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Apés
esses 40 ciclos seguiu-se uma extensado final a 72°C durante cinco minutos. Os
produtos foram armazenados a -20°C, até serem submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1,5%.

As amostras positivas para os primers GH20/PC04 e PGMY09/11 foram
submetidas a técnica de PCR tipo-especifica (TS-PCR) e RFLP.

4.6.2 Genotipagem viral por Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia Tipo Especifica

(TS-PCR)

Para a genotipagem das amostras PGMY09/11 positivas, foi utilizado o DNA
das amostras brutas conforme a técnica descrita por Walboomers e colaboradores

(1999). Os primers utilizados na reacéao de TS-PCR estéo descritos no quadro 2.
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Quadro 2 - Primes utilizados na genotipagem por TS-PCR de acordo com o tamanho do
fragmento, sequéncia, regido de anelamento e temperatura de melting (Tm).

Primer Fragmento Sequencia Regido | Tm
) o (°C)
(F-R) (pb) (5°-3’)
HPV 6 FO CACGTCTGCAACGACCATAG E6 51,4
HPV 6 RW 194 CCATGAAATTCTAGGCAGCA E6 50,4
HPV 11 F@ TCTGTGTCTAAATCTGATAC L1 38,8
HPV 11 R®@ 210 GGGTTTCTGACAGGTAATGGC L1 52,6
HPV 16 F©) TTGCAGATCATCAAGAACACGT E6-E7 | 59,8
AGA
174
HPV 16 R®) CTTGTCCAGCTGGACCATCTAT | E6-E7 | 59,5
TT
HPV 18 F©®) CAACCGAGCACGACAGGAA E6-E7 | 59,4
HPV 18 R®) 219 CTCGTCGGGCTGGTAAATGTT E6-E7 | 60,0
HPV 31 F® GATGCAACGTGCTCAGGG L1 54,2
HPV 31R® 420 GCGACCCAGTGGAAACTGATCT L1 57
A
HPV 33 F©®) AAACCTTTGCAACGATCTGAGG E6 60,0
TA
90
HPV 33 R®) GTTTACATATTCCAAATGGATTT E6 63,4
CCCTCTCT
HPV 45 F©®) ACCAGATTTGTGCACAGAAT EG/E7 | 46,7
HPV 45 R®) 195 TTTTTTCCAGTGTCTCTCCA E6G/E7 | 47,1

Nota: @ SILVA et al., 2003; @ LIN et al.,, 2008; & GUO et al., 2007; ¥ SWAN et al., 1999; ©
KARLSEN et al., 1996.

Para cada primer, foi preparada uma solugcdo de PCR em capela de fluxo
laminar. A um volume final de 45uL foram adicionados 5uL de amostra bruta, sendo
essa homogeneizada e processada em termociclador nas condi¢cdes descritas na

tabela 3, para realizacéo da desnaturacdo, anelamento e extenséo.



Quadro3- Tipos virais a serem detectados de acordo com as condi¢des utilizadas na TS-PCR.

Tipo viral

Condigoes utilizadas

HPV 6, 16, 18, 33;

HPV 11;

HPV 31;

HPV 45;

40 ciclos de:

60 segundos a 94°C;
60 segundos a 55°C;
60 segundos a 72°C;

7 minutos a 72°C.

40 ciclos de:

30 segundos a 94°C;
30 segundos a 60°C;
30 segundos a 72°C;

5 minutos a 72°C.

40 ciclos de:

30 segundos a 94°C;
30 segundos a 55°C;
30 segundos a 72°C;

7 minutos a 72°C.

10 ciclos de:

30 segundos a 94°C;
30 segundos a 51°C;
30 segundos a 72°C.
E 35 ciclos de:

30 segundos a 94°C;
30 segundos a 46°C;
30 segundos a 72°C;

7 minutos a 72°C.
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Apéds a extensdo final todos os produtos foram armazenados a -20 °C, até
serem submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%.

4.6.3 Purificacdo e quantificacdo do produto da PCR para execucdo da RFLP

As amostras positivas para o HPV também foram genotipadas pela técnica de
RFLP. Os produtos PGMY09/11 foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
a 0,8%. As bandas positivas com fragmento de 450pb foram retiradas do gel e
acondicionadas em microtubos de 1,5mL para o protocolo de purificacdo do gel.

As amostras foram purificadas com a utilizacdo do kit comercial Qiaex Il (cat.
20051) Quiagen®, seguindo etapas consecutivas de remocdo da agarose com a
utilizacao de silica e eluicdo com Tris-HCL, 10 mM pH 8,5. Ao término as amostras

foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (190-840 nm).

4.6.4Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP)

Para a técnica de RFLP, as enzimas Pstl, Hae Ill, Dde | e Rsa Iforam
utilizadas na digestdo enzimatica, sendo que cada enzima reconhece as sequéncias

nucleotidicas descritas noquadro4.

Quadro 4 — Endonucleases de restricdo para andlise por RFLP.

Enzima de restrigdo Sitio de reconhecimento
Enzima de restricaoPst | 5CTGCA/G’3
Enzima de restricdo Hae Il 5GG/CC3’
Enzima de restricdo Dde | 5’C/ITNAG3’
Enzima de restricdo Rsa | 5GT/AC3

O volume foi dividido em cinco tubos obedecendo a sequéncia: Pst I; Hae lll;
Dde I; Rsa | e controle (amostra sem digestdo). Em cada tubo foi adicionado 1,2uL
do substrato enzimatico, 1,0uL da enzima de restricdo e 10uL da amostra purificada.
Apds homogeneizacdo, as amostras foram incubadas em termociclador por
60 minutos a 37 °C; 30 minutos a 85 °C e 20 minutos a 25°C, sendo armazenadas a

-20°C até analise em gel de agarose 3%.
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O produto da RFLP foi visualizado em gel de agarose a 3% e o perfil de
restricdo foi analisado conforme o algoritmo proposto por Nobre e colaboradores
(2008) (Anexo C).

4.7 Deteccédo de outros micro-organismos

4.7.1 Deteccdo do DNA de Gardnerella vaginalis

Para a identificacdo de G. vaginalis, as amostras (-globina positivas foram
submetidas a PCR para a amplificacdo do gene 16SrRNA de 310 pbcom primers
descritos por Zariffard e colaboradores (2002) com os primers para G. vaginalis (F)
GV 1 (5-TACTGGTGTATCACTGTAA-3) e (R) GV 2 (5'-
CACAGGTGAACAGTCAAT-3).

A um volume final de 45puL da solucdo de PCR foi adicionado 5uL do DNA
50ng/uL, recuperado de cada amostra. A reacao foi processada em termociclador
programado a 95°C por 5 minutos para desnaturacéo e, em seguida, por 35 ciclos de
94°C por 30 segundos, 52°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto. Apos esses 35 ciclos
seguiu-se uma extensdo final a 72°C durante 5 minutos. Os produtos foram
armazenados a -20°C, até serem submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%.

4.7.2 Deteccdo do DNA de Chlamydia trachomatis

Para a identificacdo de C. trachomatis, todas as amostras positivas para B-
globina foram submetidas a PCR para a amplificacdo da regido de 241pb do
genoma bacteriano. Partindo da metodologia de Santos e colaboradores (2003),
foram utilizados os primers KL1-5° TCCGGAGCGAGTTACGAAGA 3' e KL2-%5
AATCAATGCCCGGGATTGGT 3.

A um volume final de 45uL da solucdo de PCR foi adicionado 5uL do DNA
50ng/uL, recuperado de cada amostra. A reagao foi processada em termociclador
programado a 94°C por 5 minutos para desnaturacao e, em seguida, por 25 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. ApOs esses

25 ciclos seguiu-se uma extenséao final a 72°C durante 7 minutos. Os produtos foram
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armazenados a -20°C, até serem submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%.

4.7.3 Deteccdo do DNA deTrichomonas vaginalis

Para a detecgao de T. vaginalis nas amostras positivas para (-globina, foi
realizada PCR para amplificar regido génica que codifica fragmentos do flagelo de T.

vaginalis de 300 pb utilizando 0s primers TVK3-
5ATTGTCGAACATTGGTCTTACCCTC3’ e TVK7-
5TCTGTGCCGTCTTCAAGTTAGS3’ conforme descrito por Kengne e colaboradores
(1994).

A um volume final de 45 pL desta solucédo foi adicionado 5 pL do DNA
50ng/uL, recuperado de cada amostra. Areacado foi processada em termociclador
programado a 95°C por 5 minutos para desnaturagao e, em seguida, por 35 ciclos de
90°C por 1 minuto, 60°C por 30 segundos e 70°C por 2 minutos. Apéds esses 35
ciclos seguiu-se uma extenséao final a 72°C durante 7 minutos. Os produtos foram
armazenados a -20°C até serem submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%.

4.8Deteccéo do produto da PCR em gel de agarose

Para a deteccao do produto de PCR, foram pipetados 8 uL de cada produto
individualmente e adicionados a 3L de solucdo tampéo de amostra, contendo 50mg
de azul de bromofenol. A solucéo obtida foi aplicada em gel de agarose (0,8% para a
purificacdo da RFLP, 1,5% para as PCR e 3% para a RFLP), com marcador de
100bp incluso e 50 pb incluso na RFLP. A corrida seguiu-se com a voltagem de 100
volts, por 1h e 30 min em tampéao TBE 1X.

Ao término da corrida, o gel foi corado em brometo de etidio (10mg/mL), os
fragmentos foram visualizados em transiluminador com luz ultravioleta (UV) e

fotodocumentados com o software Doc It-LS versdo 7.1.
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4.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi desenvolvida utilizando o programa estatistico SPSS
10.0 para Windows e BioEstaT, versao 5.0 para Windows.

Para andlise dos dados, a idade das profissionais do sexofoi agrupada em
trés faixas etarias: até 25 anos, de 26 a 35 anos e acima de 36 anos. A idade da
primeira relacdo sexual foi dividida em dois grupos: <15 anos e 216 anos.

Para associacdo da infeccdo por HPV, as mdltiplas infecgcbes foram
agrupadas em dois grupos: presenca de até dois tipos de HPV e presenca de mais
que dois tipos de HPV. Para associacdo do risco oncogénico foram agrupados
guando havia infeccdo por tipos de alto risco (HR-HPV). Tanto a presenca de
multipla infeccdo quanto a presenca de HR-HPV foramcomparadas com as
coinfeccdes por C. trachomatis, G. vaginalis e T. vaginalis.

As tabelas de frequéncia foram analisadas utilizando o teste Qui-quadrado de
Pearson, com intervalo de confianca de 95%, e as tabelas de contingéncia (2x2)
foram analisadas utilizando o teste exato de Fischer, ambos para p<0,05. As
variaveis significativas nesses testes foram submetidas a analise de regresséo

logistica multinominal para estimativa de taxa de risco (odds ratio).

4.10 Aspectos éticos

Todas as amostras e informac¢des foram obtidas de banco de amostras e de
dados, respectivamente, sob autorizacdo da Profa. Dra. Ana Rita Coimbra Mota
Castro. Estas amostras e informagdes foram armazenadas e analisadas apenas pelo
pesquisador deste estudo.

Foi solicitada a dispensa ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, a dispensa do uso do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido devido a natureza das amostras. O referido projeto foi aprovado
pelo comité de ética no CEP UFMS n° 873.060 (Anexo D).
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5 RESULTADOS

5.1 Populacéo de estudo

A populacdo estudada foi composta por 79 mulheres profissionais do sexo
recrutadas em locais publicos (pragas, parques, jardins, ruas, avenidas, etc.) e locais
privados (saunas, boates, bordéis, etc.) na cidade de Campo Grande, MS. A faixa
etaria variou de 18 a 42 anos. A média de idade das participantes foi de 26,7 anos,
sendo que 57 participantes responderam integralmente a esta questdo. Dentre
estas, 50,9% (29/57) tinham até 25 anos, 42,1%(24/57) de 26 anos a 35 anos e
7,0%(4/57) mais que 36 anos (Tabela 1).

Com relacdo a escolaridade, 56 respostas foram validas, dentre as quais
3,6% (2/56) ndo concluiram o ensino fundamental, 30,3%(17/56) concluiram o
ensino fundamental, 57,1% (32/56) concluiram o ensino médio e 8,9%(5/56)
concluiram o ensino superior (Tabela 1).

A média de idade da primeira relacdo sexual foi de 15 anos, havendo para
esta questdo 57 respostas validas. O inicio da vida sexual antes ou até os 15 anos
de idade foramrelatados por 66,7% (38/57) mulheres e ap6s 16 anos por
33,3%(19/57) mulheres (Tabela 1). Quanto ao numero de parceiros sexuais nos
altimos dois anos ndo houve respostas validas, portanto, este dado néo foi incluido

na analise estatistica.

Tabela 1 — Distribuicdo das mulheres profissionais do sexo de acordo com as varidveis, faixa etaria,
grau de escolaridade e idade da primeira relagdo sexual em Campo Grande, MS — 2011.

L Total
Variaveis
Ne. % N. %
Idade
< 25 anos 29 50,9
2 26 anos e < 35 anos 24 42,1
2 36 anos 4 7,0 57 100
Escolaridade
Ensino fundamental incompleto 2 3,6
Ensino fundamental 17 30,4
Ensino médio 32 57,1
Ensino superior 5 8,9 56 100
Idade da primeira relacédo sexual
< 15 anos 38 66,7
= 16 anos 19 33,3 57 100

*Total de respostas validas
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Quanto a utilizacdo de preservativos 57 participantes responderam, sendo
que 77,2% (44/57) utilizam o preservativo e 22,8%(13/57) relataram nao utilizar
(Tabela 2).

No que diz respeito a utilizacdo da terapia hormonal, 57 respostas foram
vélidas. Destas, 52,6%(30/57) relataram ndo utilizar e 47,4%(27/57) fazem uso da
terapia hormonal (Tabela 2). Outros métodos contraceptivos ndo foram citados,
portanto este dado foi desconsiderado.

Com relacdo ao relato de DST, 56 mulheres responderam a questdo, das
quais, 8,9%(5/56) relataram ja ter tido alguma DST e 91,1% (51/56) ndo (Tabela 2).
Das cinco mulheres que relataram DST, duas informaram infeccdo por HPV e sifilis.
Na tabela 2 observamos as participantes do estudo distribuidas de acordo com a

variavel do uso de preservativo, métodos contraceptivos e relato de DST.

Tabela 2 — Distribuicdo das variaveis de acordo com os métodos contraceptivos, o uso de terapia
hormonal e relato de DST entre as mulheres profissionais do sexo da cidade de Campo Grande, MS
—2011.

L Total
Variaveis
N°. % N. %
Uso de preservativo
Sim 44 77,2
Nao 13 22,8 57 100
Uso de Terapia hormonal
Sim 27 47,4
N&o 30 52,6 57 100
Relato de DST
Sim 5 8,9
N&o 51 91,9 56 100

*Total de respostas validas

Com relacédo ao tabagismo, 57 respostas foram vélidas. Sendo que, 42,1%
(24/57) mulheres relataram utilizar tabaco e 57,9%(33/57) n&o utilizam. Sobre o
consumo de bebida alcodlica, houve 56 respostas validas, entre as quais 83,9%
(47/56) relataram ingerir bebidas alcodlicas e 16,1% (9/56) naorelataram.

No que diz respeito a realizacdo do exame preventivo de citologia oncatica,
55 respostas foram validas. Dentre estas, 83,6%(46/55) disseram ja ter se
submetido a este exame e 16,4%(9/55) nunca realizaram o exame. Das 46 mulheres
gue se submeteram ao exame, 73,9%(34/46) realizam pelo menos uma vez ao ano
e 26,1%(12/46) mais de uma vez.
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5.2 Deteccao do HPV-DNA

Dentre as 79 amostras obtidas do canal vaginal ou cérvice uterina, pela
técnica de autocoleta, 15,2% (12/79) foram negativas para a amplificacdo do gene
de B-globina humana, sendo entdo excluidas do estudo. Na deteccdo do HPV-DNA
por PCR PGMY 09/11, 19,4% (13/67) das amostras foram positivas (Figura 6).

Figura 6 —PCR para deteccao de HPV-DNA (450pb) e B-globina (286pb) em amostras de mulheres
profissionais do sexo de Campo Grande, MS — 2011. L: marcador de massa molecular (100pb); Co:
Controle positivo; No: controle negativo; 1-13: amostras analisadas.

Das 67 amostras viaveis, nas quais foi realizada a pesquisa de DNA de HPV,
10 pertenciam a participantes cujo questionario ndo foi completamente respondido,
portanto, estas amostras ndo foram incluidas na andlise estatistica, sendo que,
dentre estas, duas foram HPV positivas.

Observou-se correlacdo estatistica entre a positividade para HPV, a néo
utilizacdo de preservativo e a ndo realizacdo do exame de citologia oncotica
(p=0,05). Houve uma tendéncia a positividade em relacdo a idade das mulheres

(p=0,068) nas faixas etarias mais jovens (Tabela 3).
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Tabela 3 — Positividade para o DNA de HPV segundo as varidveis socioepidemiolégicas em mulheres
profissionais do sexo da cidade de Campo Grande, MS — 2011.

HPV
., . 2
Variavels Positivo Negativo X OR P
N°. % N°. %
< 25 anos 9 158 20 351
Idade =26 anos e 5 35 92 386 5374 - 0,068

< 35 anos ' '

> 36 anos 0 0 4 7,0
Sem estudo 0 0 2 3,6
Fundamental 4 71 13 232

Escolaridade 0,668 - 0,881

Médio 6 10,7 26 46,4
Superior 1 1,8 4 7,1
imai <15 anos 7 12,3 31 544
el el 005 - 0812
¢ > 16 anos 4 70 15 263
] Sim 6 10,5 38 66,7
Preservativo 3,971 3,958 0,046
Néo 5 8,8 8 14
; Sim 6 105 21 36,8
;grr;péﬁm 0282 - 059
Néo 5 8,8 25 439
Sim 2 3,6 3 5,4
DST 1,441 - 0,230
Nao 9 16,1 42 75
Sim 6 10,5 18 31,6
Tabaco 0,865 - 0,352
Néo 5 8,8 28 491
3 Sim 9 16,1 38 67,9
Alcool
Néo 1 1,8 8 1473 0,333 - 0,564
Sim 6 10,9 40 72,7
Preventivo
Néo 5 91 4 7.3 8,502 8,333 0,004

N°: Numero de participantes que responderam a estas questdes; %: Porcentagem; X2: Teste Qui-
guadrado de Pearson; OR: Odds Ration; p: Teste Exato de Fisher

Entre as mulheres positivas para o HPV-DNA, a faixa etaria de até 25 anos foi
a mais incidente, sendo a média de idade de 22,7 anos. Ja nas mulheres acima de

35 anos néo foi detectado o HPV, como o observado na figura 7.
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Figura 7 — Distribuicdo da positividade para DNA de HPV de acordo com a classificagéo por faixa
etaria, em amostras de mulheres profissionais do sexo em Campo Grande, MS — 2011.

Entre as cinco mulheres que relataram ter DST, em algum periodo da vida,
duas foram positivas para o HPV.

N&o houve correlacdo estatistica entre a positividade para HPV-DNA e as
seguintes variaveis: escolaridade, idade da primeira relacdo sexual, 0 uso de terapia

hormonal, relato de DST, tabagismo e uso de bebida alcodlica (p>0,05).

5.3 Identificacdo dos tipos virais

Entre as 13 amostras positivas para o HPV-DNA, duas ndo tiveram seus
guestionarios completamente respondidos, portanto, ndo estavam aptos para andlise
estatistica, porém mesmo assim optou-se pela genotipagem de todas as amostras.

Dentre as amostras positivas para HPV-DNA, todas tiveram 0s seus tipos
virais identificados, por PCR tipo-especifica ou por RFLP. Os tipos de alto risco de

HPV foram os mais frequentes, como observado na figura 8.
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Figura 8 — Distribuicdo dos tipos virais identificados segundo a oncogenicidade e de acordo com o
método de genotipagem utilizado nas amostras de mulheres profissionais do sexo de Campo Grande,
MS - 2011.

5.3.1 PCR tipo-especifica

As amostras positivas para o HPV-DNA foram genotipadas por PCR tipo-
especifica para a identificacdo dos sete tipos virais predominantes mundialmente
(BOSCH et al., 1995; WALBOOMERS et al., 1999), sendo os tipos 6 e 11, de baixo
risco oncogénico e os tipos 16, 18, 31, 33 e 45, de alto risco oncogénico.

Dentre as 13 amostras positivas para o HPV-DNA, 76,92% (10/13) foram
positivas para pelo menos um dos tipos virais citados acima. A distribuicdo dos tipos

entre as amostras positivas pode ser observada na figura 9.
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Figura 9 — Distribuicdo dos tipos virais, identificados por PCR tipo-especifica, entre as
amostras positivas para o HPV-DNA de mulheres profissionais do sexo da cidade de Campo
Grande, MS — 2011.

5.3.2 Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricao (RFLP)

As amostras positivas para o DNA de HPV foram submetidas a técnica de
RFLP para a genotipagem viral. Apés a analise, 15,4% (2/13) das amostras nao
tiveram o tipo viral identificado por RFLP, porém estas amostras tiveram 0s seus
tipos virais identificados por PCR tipo-especifico.

Das 11 amostras que tiveram seus tipos virais detectados por RFLP,
36,4%(4/11) foram tipos de baixo risco oncogénico e 63,6%(7/11) tipos de alto risco,

como demonstrado na figura 10 e figura 11.
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Figura 10 — Distribui¢cdo dos tipos virais, identificados por RFLP, entre as amostras positivas
para o HPV-DNA de mulheres profissionais do sexo da cidade de Campo Grande, MS — 2011.
Nota: HPV 53, HPV 102 e HPV 71 sao classificados como possivel de alto risco oncogénico
segundo Doorbar e colaboradores (2012).

Leadder 50pb Haell Leadder 100pb

Figura 11- Perfil de restricdo HR-HPV 86, em amostras de canal vaginal e de cérvice uterina de
mulheres profissionais do sexo, Campo Grande, MS - 2011. Leadder: marcador de massa
molecular/Leadder 100pb e Leadder 50pb, Co: controle negativo, PST [; Hae lll; Dde |; Rsa I: enzimas
de restricéo.

Entre as 11 amostras positivas para o HPV-DNA que eram viaveis para a

analise estatistica, 8 estavam infectadas por tipos de alto risco oncogénico.
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Observou-se correlagdo estatistica entre os HR-HPV e a nado utlizacdo de
preservativo (p=0,048) e uma tendéncia estatistica quanto a ndo realizacdo da

citologia oncoética (p=0,080), conforme demonstrado na tabela 4.

Tabela 4 — Positividade para HPV de ato risco oncogénico segundo as variaveis socioepidemiologicas
em mulheres profissionais do sexo da cidade de Campo Grande, MS — 2011.

HR-HPV
Variavel Positivo Negativo Xz OR p
N°. % N°. %
<25 anos 6 105 23 40,4
Idade z26anose 35 22 386 2,364 - 0,307
< 35 anos
> 36 anos 0 0 4 7,0
Fundamental 0 0 9 3.6
incompleto
Escolaridade | undamental 3 54 14 2 0,707 . 0872
Médio 4 7.1 28 50
Superior 1 1,8 4 7,1
imei <15 anos 5 8,8 33 57,9
ol Sexusl 0073 - 0787
¢ >16anos 3 53 16 281
) Sim 4 7,0 40 70,2
Preservativo 3,909 4444 0,048
Néo 4 7,0 9 15,8
hormonal Nao 3 5,3 27 47,4 0.855 i 0,355
Sim 1 1,8 4 7,1
DST Nao 7 125 44 78,6 0,146 i 0,702
Sim 4 7,0 20 35,1
Tabaco NEo 4 7.0 29 50.9 0,238 - 0,626
. Sim 7 12,5 40 71,4
Alcool NEO 1 18 3 14.3 0,088 - 0,766
Sim 3 55 6 10,9
Preventivo N0 5 0.1 41 745 3,056 - 0,080

N°: Numero de participantes que respondera aos questionarios; %: Porcentagem; X2 Teste Qui-
quadrado de Pearson; OR: Odds Ration; p: Teste Exato de Fisher
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5.3.3 Infeccbes multiplas

As infeccbes mudltiplas (IM) por HPV foram encontradas em 11 amostras,
representando 84,6% (11/13) das amostras positivas para o0 HPV-DNA e 81,8%
(9/11) das amostras aptas para andlise estatistica. Destas amostras, 54,5% (6/11)
apresentavam dois tipos de HPV, sendo que 27,3%(3/11) eram tipos de alto risco
oncogeénico, 9,0% (1/11) tipos de baixo risco e 18,9%(2/11) HPV de alto e baixo risco
oncogénico. Em 45,5%(5/11) das amostras, houve infeccdo por mais de dois tipos

de HPV, sendo, de baixo e alto risco oncogénico (Quadro 5).

Quadro 5- Genotipagem das amostras positivas para DNA de HPYV identificadas em amostras de
cérvice uterina de mulheres profissionais do sexo, Campo Grande, MS — 2011.

Amostra  PCR tipo-especifica RFLP Infeccéo
1 - HPV 53 (HR) Simples
2 - HPV 106 (LR) Simples
3 HPV 31 (HR) HPV 51 (HR) Mdltipla*
4 HPV 6 (LR) e HPV 31 (HR) HPV 53 (HR) Multipla**
5 HPV 33 (HR) HPV 91 (LR) Maltipla*
6 i E’H%LR)’ HPVIL(LR) e HPV by 86 (LR) Mltipla**
7 HPV 6 (LR) e HPV 45 (HR) HPV 52 (HR) Mltipla**
8 HPV 11 (LR) e HPV 31 (HR) - Maltipla*
9 HPV 45 (HR) HPV 102 (HR) Multipla*
10 HPV 6 (LR) HPV 44 (LR) Mltipla*
11 HPV 16 (HR) e HPV 31 (HR) - Maltipla*
12 i E’H%LR)’ HPV16 (HR)e HPV by 71 (HR) Maltipla**
13 HPV 6 (LR) e HPV 31 (HR) HPV 53 (HR) Mltipla**

Nota: (-) Amostras nao genotipadas por perfil de restricdo; (*) Infeccdo multipla por dois tipos de HPV;
(**) Infeccdo multipla por mais de dois tipos de HPV. LR: baixo risco oncogénico. HR: alto risco
oncogénico.

Com relagdo a andlise estatistica das IM e as diversas variaveis, entre as
amostras positivas para o HPV-DNA duas ndo foram incluidas por ndo conterem

todos os itens do questionario respondidos. Restando 19,3% (11/57) de amostras
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positivas aptas para andlise, destas 15,8% (9/57) foram classificadas como
infeccdes multiplas (Tabela 5).

Tabela 5 — Presenca de Infeccdo mudltipla por HPV segundo as variaveis socioepidemiolégicas em
mulheres profissionais do sexo, Campo Grande, MS — 2011.

Infec¢bes multiplas

Variaveis Neg. e IS. IM* IM** X2 p

N* % N°. % N %

<25 anos 22 38,6 4 7,0 3 53

Idade > 26 anos e 22 386 1 1.8 1 1.8 3,298 0,498
<35 anos
> 36 anos 4 7,0 0 0 0 0
Fundamental 5 3.6 0 0 0 0
incompleto

Escolaridade Fundamental 13 23,2 2 3,6 2 3,6 3549 0,702
Médio 28 50 3 29 1 1,8
Superior

imai <15 anos 33 579 2 3,5 3 53

rperllazgg:)r ?sexual 1819 0,516

> 16 anos 15 26,3 3 53 1 1,8
) Sim 40 70,2 3 53 1 1.8

Preservativo 8,057 0,017
Néao 8 14,0 2 35 3 53

Terapia Sim 22 38,6 2 3,5 3 53

hormonal Néao 26 456 3 5,3 1 1,8 1,379 0570
Sim 4 71 1 1,8 0 0

DST Néao 43 76,8 4 71 4 7,1 1,156 0,598
Sim 19 333 4 70 1 1,8

Tabaco N0 20 509 1 18 3 5.3 3,551 0,195

} Sim 39 696 4 71 4 7,1

Alcool N0 9 16.1 0 0 0 0 1,787 0,446
Sim 41 745 2 3,6 3 55

Preventivo N0 5 91 3 55 1 18 8,189 0,024

N°: Numero de questionarios; %: Porcentagem; X2: Teste Qui-quadrado de Pearson; OR: Odds
Ration; p: Teste Exato de Fisher; IM: Infec¢cdo multipla; (*): Infeccdo mdltipla por dois tipos de HPV;
(**): Infecgdo multipla por mais de dois tipos de HPV, Neg e IS: negativa e infecgdo simples.
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Entre as multiplas infec¢cdes observou-se significancia estatistica em relagéo
ao uso de preservativo (p=0,017) e a realizagdo da citologia oncotica, exame
preventivo (p=0,024) (Tabela 5).

5.4 Deteccéao de coinfecgdes

5.4.1 Deteccao de Gardnerella vaginalis

Das 67 amostras analisadas, o DNA de G. vaginalis esteve presente em
71,6% (48/67) e entre as 57 amostras que continham o questionario apto a analise
estatistica G. vaginalis foi detectada em 82,5% (47/57) (Tabela 8). Foi detectada a
presenca de G. vaginalis em 76,9% (10/13) das amostras HPV positivas e em 79,6%

(54/67) das amostras negativas para HPV (Tabela 7).

5.4.2 Deteccdo de Chlamydia trachomatis

Das 67 amostras analisadas, C. trachomatis foi detectada em 25,4% (17/67)
das amostras e entre as 57 amostras cujos questionarios estavam aptos a analise
estatistica C. trachomatis esteve presente em 26,3% (15/57) das amostras. Quando
relacionada a infeccdo por HPV, em 38,5%(5/57) das amostras positivas para o HPV
houve coinfeccao por C. trachomatis, enquanto que, nas amostras HPV negativas C.
trachomatis foi detectada em 22,2%(12/54) (Figura 12).
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Figura 12-PCR para deteccao de Chlamydia trachomatis (240pb) eGardnerella vaginalis (310pb) em
amostras do canal vaginal e da cérvice de mulheres profissionais do sexo de Campo Grande, MS -
2011. Leadder: marcador de massa molecular/Ladder 100pb e Leadder 50pb, CI: controle positivo
para C. trachomatis; Cll: controle positivo para G. vaginalis, NO: controle negativo.

5.4.3 Deteccdo de Trichomonas vaginalis

O T. vaginalis foi detectado em 4,5%(3/67) das amostras, sendo que dentre
estas amostras duas ndo tinham questionarios aptos para andlise. Na figura 13
observamos a PCR para deteccéo do DNA de T. vaginalis com banda de 300 pb.
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Leadder
100pb

Figura 13 -PCR para detec¢cdo de Trichomonas vaginalis (300pb) em amostras de canal vaginal e
endocérvice de mulheres profissionais do sexo de Campo Grande, MS - 2011.Leadder: marcador de

massa molecular/Ladder 100pb, Co: controle positivo; NO: controle negativo.

5.4.4 Deteccdo de coinfeccdo por HPV, G. vaginalis, C. trachomatis e T. vaginalis

Foi observada presenca de coinfeccédo por G. vaginalis, C. trachomatis e T.
vaginalis entre as amostras positivas e negativas para o HPV-DNA conforme

descrito na tabela 6.

Tabela 6 —Papilomavirus humano (HPV), Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e
Trichomonas vaginalis em amostras do canal cervical e cérvice uterina, autocoletadas de mulheres
profissionais do sexo, Campo Grande, MS - 2011.

. ~ Amostras
Coinfeccéo ) o Total
HPV negativas HPV positivas

G. vaginalis 79,6% (43/54) 76,9% (10/13) 79,1% (53/67)
C. trachomatis 22,2% (12/54) 38,5% (5/13) 25,4% (17/67)

T. vaginalis e G. vaginalis 5,6% (3/54) 0% (0/13) 4,5% (3/67)
C. trachomatis e G. vaginalis  18,5% (10/54) 30,8% (4/13) 20,9% (14/67)

C. trachomatis, G.vaginalis e 1,8% (1/54) 0% (0/13) 1,5% (1/67)

T.vaginalis

Foram analisados os resultados referentes a presenca de G. vaginalis, C.
trachomatis e T. vaginalis e a positividade para o DNA de HPV, considerandoas 57
amostras com questionarios aptos a analise, sendo que néo houve correlacéo

estatistica (Tabela 7).
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Tabela 7 - Distribuicdo das amostras segundo a positividade para o DNA do HPV, presenca de G.
vaginalis, C. trachomatis e T. vaginalisentre as mulheres profissionais do sexo da cidade de Campo
Grande, MS — 2011.

HPV
CoinfeccBes Positivo Negativo X2 OR P
’ % N. %

C. trachomatis Positivo 5 8.8 10 17,5 2,575 - 0,109
Negativo 6 105 36 63,2

G. vaginalis Positivo 10 17,5 37 64,9 0,673 i 0,412
Negativo 1 1,8 9 15,8

T. vaginalis Positvo 00 18 ooa3 . 0,622

Negativo 11 10,8 45 78,9

N°: Numero de amostras; %: Porcentagem; X2: Teste Qui-quadrado de Pearson; OR: Odds Ration; p:
Teste Exato de Fisher.

A tabela 8 demonstra a relagdo entre as amostras com HPVde alto risco
oncogénico (HR-HPV) e a presenca de G. vaginalis, C. trachomatis e T. vaginalis.

Tabela 8 — Positividade para HR-HPV segundo a presenca de G. vaginalis, C. trachomatis e T.
vaginalis, entre as mulheres profissionais do sexo da cidade de Campo Grande, MS — 2011.

HR-HPV
Coinfeccgdes Positivo Negativo X? OR P
N. % N. %
Positivo 4 7.0 11 19,3
C. Trachomatis 2,692 - 0,101
Negativo 4 7.0 38 66,7
o Positivo 8 14,0 39 68,4
G. Vaginalis 1,980 - 0,159
Negativo 0 0 10 17,5
T. Vaginalis Positivo 0 0 L 18 45166 - 0684
Negativo 8 14,0 48 84,2

N°: Numero de amostras; %: Porcentagem; X2: Teste Qui-quadrado de Pearson; OR: Odds Ration; p:
Teste Exato de Fisher.

Como demonstrado pela tabela 9, a presenca de G. vaginalis, C. trachomatis
e T. vaginalis foi relacionada com o tipo de infeccdo por HPV, sendo, esta
classificada em trés grupos: quando nao ocorreram infec¢coes multiplas ou apenas
infeccbes simples, infeccdes mdltiplas por dois tipos de HPV e quando estas

infeccbes eram ocasionadas por mais de dois tipos virais.
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Tabela 9 — Infeccdo multipla segundo a presenca de G. vaginalis, C. trachomatis e T. vaginalisentre
as mulheres profissionais do sexo da cidade de Campo Grande, MS — 2011.

Infeccdes maltiplas por HPV
COinfeC(;ﬁeS Neg e IS IM* IM ** X? OR P

N°. % N". % N. %

Positivo 11 19,3 2 3,5 2 3,5
C. trachomatis 1,926 - 0,495

Negativo 37 649 3 53 2 35

Positivo 39 68,4 4 7,0 4 7,0
G. vaginalis 0,920 - 0,825

Negativo 9 158 1 1,8 0 0

o Positivo 1 1,8 0 0 0 0
T. vaginalis 0,191 - 1,000

Negativo 47 825 5 8,8 4 7,0

N°: Numero de questionarios; %: Porcentagem; X2: Teste Qui-quadrado de Pearson; OR: Odds
Ration; p: Teste Exato de Fisher; IM: Infec¢do multipla; (*): Infeccdo mdltipla por dois tipos de HPV;
(**): Infecc@o multipla por mais de dois tipos de HPV, Neg e IS: negativa e infeccao simples.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo é de carater inédito em nosso Estado, pois ndo ha
registros sobre a infeccdo por Papilomavirus humano (HPV) em mulheres
profissionais do sexo. Foi encontrada uma frequéncia de 19,4% do HPV-DNA, sendo
0 gendtipo mais frequente o HPV 31 (53,8%) (HR-HPV), seguido pelo HPV 6
(46,1%) (LR-HPV) e HPV 53 (23,1%) (HR-HPV). Nao se detectou o HPV 18 entre as
amostras HPV positivas, corroborando com Almeida e colaboradores (2013) que
também ndo detectaram o HPV 18 entre os tipos mais prevalentes, entretanto,
estudando jovens académicas de Campo Grande-MS SOOHOO et al. (2013), em
estudo realizado também com mulheres profissionais do sexo, encontraram os HR-
HPV como mais prevalentes, embora os tipos de HPV mais frequentes fossem oHPV
16 e 18.

As IST afetam mais de 500 milhdes de pessoas por ano no mundo sendo
consideradas um problema social que afeta tanto a saude sexual como a reproducéo
da populacdo (GOTTLIEBet al., 2014), além disso, quando estas infec¢des estdo
associadas aos processos de carcinogénese, como nas infec¢des persistentes pelos
tipos HR-HPV, ha necessidade de se ampliar a cobertura populacional para triagem
diagndstica, principalmente entre as populacdes de maior risco para aquisicdo da
infeccdo. Sabe-se que as mulheres profissionais do sexo tém mais probabilidade em
adquirir a infeccdo pelo HPV do que a populagdo em geral, em virtude da maior
exposicao aos diversos fatores de risco (LEUNGet al., 2013).

Ressalta-se também que quando o HPV é detectado, o risco de desenvolver
lesbes precursoras do cancer cervical € 10 vezes maior (KOUSTSKY et al., 1992) e
a persisténcia viral de tipos de alto risco oncogénico esta associada a progressao da
infeccéo, havendo destaque para os tipos HPV 16, 18, 58, 31, 33, 45, 31, 52, 35, 59,
39, 51 e 56 (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012; LI
et al.,2011). Estudo realizado na regido Sudeste do Brasil, entre mulheres
profissionais do sexo, encontrou o HPV 16 como o mais prevalente e o HPV 31 néo
foi detectado (POGETTO; SILVA; PARADA, 2011), enquanto na Bélgica, estudo
comparando mulheres profissionais do sexo e mulheres que ndo eram profissionais
do sexo, mas com as mesmas caracteristicas socioepidemiolégicas, ndo houve

diferenca quanto a incidéncia do HPV 31, HPV 16 e HPV 52no grupo das
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profissionais do sexo e também em relacdo ao nosso estudo, porém no segundo
grupo de mulheres o HPV 16 foi o mais frequente (MAK; RENTERGHEM,;
CUVELIER, 2004).

A diferenca de prevaléncia dos tipos de HPV pode ser atribuida as diferencas
geograficas, considerando mulheres profissionais do sexo ou ndo. Em revisdo de
literatura sobre a prevaléncia de HPV em mulheres profissionais do sexo, o HPV 31
esta entre os trés genotipos de alto risco mais frequentes no mundo e o HPV 6 o
mais frequente entre os de baixo risco, corroborando com o encontrado neste
estudo. Entretanto, o HPV 53 foi detectado apenas em 8 paises localizados na
Europa, América latina, Africa e na Asia (SOOHOO et al., 2013).

Ressalta-se que no Brasil o governo incluiu no calendario de vacinacéo, a
partir de 2014, a utilizacdo da vacina quadrivalente contra o HPV, para meninas de 9
a 13 anos, a qual protege para os tipos HPV 6, HPV 11, HPV 16 e HPV 18
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Como a prevaléncia dos tipos pode variar de
acordo com a regido geografica, novos estudos estdo sendo realizados para ampliar
a cobertura vacinal tipo-especifica com o desenvolvimento da vacina nonavalente.
Entre os tipos inclusos nesta nova vacina esta o HPV 31 (SERRANO et al., 2012),
sendo este tipo 0 mais frequente no presente estudo.

Segundo Muiioz e colaboradores (2008), para aprimorar 0s programas de
triagem do céancer cervical dois componentes sdo essenciais, um deles é a
introducdo de vacinas contra o HPV e outro a prevencdo secundaria com a
introducdo dos programas de triagem diagnéstica. Para tal, as decis6es devem ser
tomadas em evidéncias e sdo necessarias estimativas confiaveis da prevaléncia da
doenca e dos tipos virais predominantes em cada regido. Corroborando com a
importancia dos genotipos encontrados neste estudo, o HPV 31 e o HPV 53, pois
séo tipos virais ndo inclusos nas vacinas disponiveis no mercado. A infeccdo pelo
HPV também esta relacionada a alguns fatores predisponentes, dentre eles,
destacam-se: a idade, o inicio precoce da atividade sexual, a nao utilizacdo de
preservativos, uso de terapias hormonais, a ingestao de bebidas alcodlicas, o uso de
tabaco, a frequéncia com que realizam o exame de Citologia Oncotica (Papanicolau)
e a presenca de outros micro-organismos co-infectando o ambiente da cérvice (DE
VILLIERS; et al.,, 2004). As exposi¢cdes constantes a estes fatores tornam as
mulheres profissionais do sexo um grupo de risco para a aquisi¢céo viral, com relatos

de inicio precoce de seu primeiro intercurso sexual, e de que muitas vezes ocorre
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negociacdo quanto ao uso de preservativo (LIBORIO., 2005; SIMON; SILVA;
PAIVA., 2002).

Observa-se que a infeccao por HPV é mais frequente em duas faixas etarias,
no inicio da idade sexual (aproximadamente 23 anos de idade) e posteriormente
entre 30 e 45 anos de idade (FRANCO; CUZICK., 2008). Estes dados corroboram
com o presente estudo, onde a faixa com maior frequéncia do HPV-DNA foi a de até
25 anos, com média de idade de 22,7 anos. Porém, nossos resultados divergem
guanto a faixa etaria maior ou igual a 36anos, talvez em virtude do pequeno numero
amostral, para este grupo. Apesar de ndo ter sido encontrada associagao estatistica
entre a idade das mulheres e a infeccao por HPV, este fator é relevante, pois se
verificou tendéncia a positividade entre as faixas etarias mais jovens. Sabe-se que
alguns fatores podem contribuir com a progressao da infeccéo, dentre eles estdo: a
infeccdo persistente por HR-HPV, resposta ineficaz do sistema imunolégico e
integracao do genoma viral ao genoma do hospedeiro (INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER, 2012). Estudos também demonstram que
aproximadamente 10% das mulheres infectadas ndo eliminam o virus e que a carga
viral € elevada em mulheres na faixa etaria de 25 anos, possivelmente pela
exposicdo ao HPV enquanto sdo imunologicamentenaive para 0 Vvirus
(RAMANAKUMAR et al., 2010; VILLA, 1998).

Entre as mulheres profissionais do sexo, observa-se que existem algumas
variacbes quanto a prevaléncia da infeccdo por HPV. Tal fato pode ser justificado
por varios fatores, dentre eles destacam-se: a sensibilidade dos métodos de
deteccdo, os diferentes métodos de coleta de amostra aplicados, a dificuldade de
acesso para obtencdo de amostra nesta populacdo e também a regido geogréfica
analisada.

Em relacdo a sensibilidade dos métodos de deteccdo do HPV-DNA, sabe-se
gue os metodos diretos sdo altamente sensiveis, pois ndo se baseiam apenas nas
alteracbes morfolégicas, visto que o HPV pode permanecer em estado de laténcia
na ceélula por anos sem causar lesdes aparentes (NOBRE et al., 2010; GRAVITT et
al., 2000; BERNARD et al., 1994). A PCR tem sido amplamente utilizada, pois além
de detectar a infeccéo por HPV também possibilita identificar os tipos presentes nas
amostras, bem como, as infec¢gbes multiplas (ABREU et al., 2012).

No presente estudo, a técnica de PCR foi empregada para o diagnéstico da

infeccdo por HPV na cérvice uterina. A deteccdo do HPV-DNA por PCR com os
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primersPGMY 09/11 é bastante sensivel e especifica e quando aplicada as amostras
autocoletadas pode ser uma ferramenta util para estudos epidemiolégicos sobre o
HPV (PETIGNATI et al., 2005) e outros micro-organismos, também transmitidos por
contato sexual.

A autocoleta de amostras do canal vaginal e cérvice uterina, pode ser
realizada com swab e escovaendocervical, instrumentos pequenos, faceis de
manipular e a amostra obtida pode ser processada de maneira similar a amostra
coletada clinicamente, evitando alteracbes de protocolos laboratoriais (MORRIS;
ROSE; 2007). Com a vantagem de aumentar a cobertura da triagem, abrangendo
mulheres que ndo se submetem a exames pélvicos por razdes culturais, bem como
aguelas a que a rede publica de saude ndo consegue alcancar. Estudo realizado por
Campos e colaboradores (2014), avaliou o indice de concordancia (Kappa) da
autocoleta e coleta clinica quanto a utilizagdo da amostra para deteccao de DNA de
HPV e permitiu a observacdode que foi obtido material suficiente para detectar a
presenca viral, com concordancia satisfatoria de 84,6%.

Observa-se também que a autocoleta tem aceitacdo de moderada a alta entre
as mulheres (75% a 95%), além de ser um método facil de obtencdo de amostras,
pois ndo € necesséria a utilizacdo de espéculo, mesa ginecoldgica ou profissional
habilitado (SCHMEINK et al., 2011; KAHN et al., 2005). As células obtidas na coleta
clinica sdo predominantes da cérvice uterina, ja na autocoleta h4 uma mistura de
células do canal vaginal e cervicais, além disso, alguns estudos relataram n&do haver
diferencas entre os tipos de HPV de alto risco detectados em ambas as coletas
(CASTLE et al., 2007).

No presente estudo, as profissionais do sexo foram abordadas ‘in loco”,
portanto, a opcao de obtencdo de amostras por autocoleta facilitou a adesdo ao
estudo. Quanto ao rendimento, observou-se perda amostral de 15,9% das amostras,
pois nestas ndo houve a amplificacdo do gene da B-globina, resultado semelhante
ao estudo de Brown e colaboradores (2009) em que a perda de amostras abrangeu
14,3%, sendo que no mesmo estudo ndo houve significancia estatistica entre a
perda amostral entre as amostras clinicas e das autocoletas. No presente estudo a
perda das amostras pode ter ocorrido por ndo coleta ou coleta inadequada por parte
das participantes do estudo, pois, embora tenham sido orientadas verbalmente e por
escrito, as mesmas estavam em ambiente de trabalho, e provavelmente, utilizando

no canal vaginal substancias que poderiam interferir na PCR.
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Como foi abordado anteriormente, a prevaléncia da infeccdo por HPV entre as
mulheres profissionais do sexo pode variar de acordo com a regido geografica, entre
2,3% a 100%, tendo uma média de 42,7% de positividade (SOOHOO; et al., 2013).
A frequéncia desta infeccdo no presente estudo foi de 19,4%, semelhante ao
encontrado em Singapura 14,4% (CHOW et al., 2000) e no México 11,8% (VOLKOW
et al., 2001).

Estudos realizados no Vietha entre as mulheres profissionais do sexo,
também demonstram essa diferenca de positividade para o HPV, de acordo com a
regido geografica estudada, pois no Norte do territério a infeccdo esteve presente
em 49,5% das mulheres e no Sulem 85% (HOUANG et al.,, 2013; FERLAY et
al.,2010). Foi observado também, que na regido Sudeste do territério brasileiro o
HPV foi detectado em 67,6% das mulheres profissionais do sexo analisadas
(PONGETTO; SILVA; PARADA 2011), discordante da positividade encontrada no
presente estudo na regido Centro-Oeste.

Esta baixa positividade encontrada no presente estudo pode ser resultado da
constante realizacdo da citologia oncotica, exame preventivo para o cancer de colo
de utero, relatado pela maioria. Observamos que as mulheres que relataram realizar
0 exame preventivo frequentementetém tendéncia estatistica a nao adquirir a
infeccado (p=0.08), além disso, quando comparado com a presenca de HR-HPV e de
multiplas-infeccdes estas mulheres também apresentam menores riscos (p<0,05).

Ressalta-se também que o exame preventivo tem sido fundamental na
reducdo da incidéncia do céncer cervical em varios paises (INTERNATIONAL
AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2007), devido a sua alta especificidade
na deteccdo de lesdes cervicais de alto grau. Dessa forma, as mulheres tém
menores riscos ao desenvolvimento das lesées quando submetidas a triagem efetiva
e periddica, e quando estas sdo detectadas podem ser precocemente
acompanhadas e tratadas (ARAL; HOLMES., 1999). Aléem disso, o exame preventivo
também é capaz de identificar outros micro-organismos no microambiente cervical,
sabe-se que estes quando presentes podem lesionar o epitélio e dessa forma
facilitar a infeccdo pelo HPV. Com o diagnostico precoce tanto das lesdes
ocasionadas pela infeccdo por HPV comodos micro-organismos, pode-se iniciar o
tratamento adequado e dessa forma auxiliar na prevencdo do céancer de colo do
Utero (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012; RONCO
et al., 2006).
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Estudo realizado no Nordeste do territério brasileiro observou que as
mulheres profissionais do sexo fazem acompanhamento médico periodicamente e
mesmo entre as mulheres que possuem baixa escolaridade, had conscientizacao
sobre os riscos de se adquirir alguma IST. Em controvérsia a este comportamento,
elas também relataram que pode haver negociacdo quanto ao uso de preservativo
entre os clientes (NICOLAU et al., 2008), eeste relato corrobora com o presente
estudo pois entre as mulheres que nao utilizam o preservativo o risco de adquirir a
infeccéo é 4 vezes maior que aquelas que utilizam.

Além disso, houve no presente estudo relacdo estatistica com a néo utilizacao
de preservativos e a infec¢ao por HPV, a presenca de HR-HPV e multiplasinfec¢des
(p<0,05), demonstrando que estas mulheres ainda se submetem as relacfes sexuais
sem protecdo, mesmo sabendo dos riscos aosquais estdo expostas. Em estudo
realizado no Sul do Brasil, algumas profissionais do sexo relataram que com clientes
fixos ndo h& uso preservativos e que dependendo da negociacdo financeira a
proposta é irrecusavel (MOURA et al., 2010).

Os meétodos de deteccdo do DNA-HPV quando associados a genotipagem
viral sdo essenciais para compreensdo dos tipos virais predominantes e também
guanto a presenca de infec¢cdes multiplas (GHEIT et al., 2006). No presente estudo
houve predominancia de infec¢cdes por gendétipos de alto risco oncogénico, tanto
pela técnica de RFLP quanto pela TS-PCR, estas duas técnicas de genotipagem
guando associadas podem aprimorar o resultado.

A maior vantagem da utilizacado da TS-PCR ¢é a capacidade de identificar com
maior especificidade varios tipos de HPV. No presente estudo esta técnica objetivou
detectar os sete tipos virais mais predominantes mundialmente, sendo estes HPV6,
11, 16, 18, 31, 33 e 45 (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON
CANCER, 2007). Para a deteccdo destes tipos a técnica requer varias etapas de
amplificacéo, fato que demonstra a inviabilidade do método para pesquisas em larga
escala amostral (LIN et al., 2008). A técnica de TS-PCR proporcionou a
genotipagem de onze amostras, onde 0s gendétipos de alto risco foram
predominantes, tendo destaque para o HPV 31, além disso, sete amostras
apresentaram infec¢des multiplas.

Além dos seis tipos detectados por TS-PCR, a associacdo com a técnica de
RFLP proporcionou a identificagdo de mais nove tipos de HPV pela analise do perfil

de restricdo, sendo o HPV53 mais encontrado pela técnica de RFLP. A técnica de
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restricdo enzimatica utilizada neste estudo foi baseada na analise da regido L1 do
genoma viral amplificada pelos primers PGMY 09/11, o que segundo Nobre e
colaboradores (2008) podem ser utilizados. A vantagem da RFLP é que permite
genotipagem menos dispendiosa, assim a técnica mostra-se eficaz, auxiliando na
discriminagdo entre tipos de alto e baixo risco oncogénico, entretanto, como
desvantagens tém a interferéncia do observador na leitura do perfil de restrigao.

Entre as amostras positivas para o DNA-HPV todas tiveram os tipos virais
identificados e em 84,6% houve presenca de infeccdes multiplas. Sendo esta
propor¢cdo maior que o encontrado no Vietfa 61,2% (HOUANG et al., 2013), na
China 23,6% (SU et al., 2016) e no estudo de revisdo de literatura realizado em
mulheres profissionais do sexo em que as multiplas infec¢cdes estiveram presentes
em 20,4% (SOOHOO et al., 2013). Esta predominancia de infeccbes mudltiplas e
genotipos de alto risco encontrados no presente estudo podem ser justificados pelo
relato de ndo uso do preservativo, com relagdo estatistica com a infeccao por HPV,
tipos de alto risco oncogénico e infec¢cdes multiplas.

Ressalta-se que se por haver negociacdo quanto ao uso de preservativos, ou
até mesmo a opcédo por ndo utilizacdo, em relacdo a alguns clientes, as mulheres
profissionais do sexo, além da infec¢cdo por HPV também estdo expostas a outros
patdégenos, comoC.trachomatis e T. vaginalis. Sendo que, até o0s micro-
organismospertencentes a microbiota vaginal, podem se beneficiar das alteracdes
causadas por infecgcbes concomitantes, como G. vaginalis. Além disso, a infeccdo
por HPV quando associada a estes patdgenos pode ser potencializada, auxiliando
dessa forma na evolucdo dos processos neoplasicos (RODRIGUEZ-CERDEIRA et
al., 2012; SANTO et al., 2011; MURTA et al., 2000).

Apesar de ndo haver relacédo estatistica no presente estudo entre a infeccao
por HPV com outros micro-organismos, a frequéncia do DNA de G. vaginalisentre as
amostras em geral de mulheres profissionais do sexo foi de 71,6%, enquanto que
entre as amostras positivas para o HPV foi de 76,9%. Na microbiota normal, a
frequéncia de G. vaginalis é relativamente baixa, sendo relatada em 14,5% das
amostras (CRISTIANO et al., 1989), em 25,9% (MAGANA-CONTRERAS et al.,
2015) ou até com uma prevaléncia mais elevada de 69% (TOTTEN et al., 1982).
Ressalta-se que G. vaginalis pode se beneficiar de algumas mudancas na
microbiota, além de facilitar a entrada de outros patégenos (RODRIGUEZ-
CERDEIRA et al., 2012).
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C. trachomatis também esta entre os patdégenos que podem lesionar o epitélio
e dessa forma auxiliar a infeccao pelo HPV. No presente estudo ela foi detectada em
25,4%, semelhante ao encontrado na regido Sudeste do Brasil entre mulheres
profissionais do sexo (20,5%) (PONGETTO; SILVA; PARADA 2011) e na regiao
Norte (20,7%) (SANTOS et al., 2003). Porém, emoutro estudo realizado entre
mulheres profissionais do sexo, a incidéncia da infeccéo foi baixa (6,2%) (SABIDO et
al., 2009) destaca-se que esta infeccao também esta relacionada ao contato sexual.

A infeccdo por T. vaginalis também € encontrada em baixa frequéncia entre
as mulheres da populacdo em geral, sendo que no presente estudo ele foi detectado
em 4,5% das amostras. Nos estudos realizados em mulheres profissionais do sexo,
a frequéncia relatada oscila entre 2,1% na China (SHU SU et al., 2016), 3,0 % na
regido Sudeste do Brasil (PONGETTO; SILVA; PARADA 2011) e 5,6% no Nordeste
(BRINGEL et al., 2012). Ressalta-se que a incidéncia desta infeccdo pode variar,
porém, a presenca deste micro-organismondo é normal na microbiota. Entre estas
infecgdes apenas T. vaginalis ndo foi encontrado coinfectando com o HPV, enquanto
que a G. vaginalis e a C. trachomatisforam detectadas coinfectando com este virus.
A coinfeccdo para ambas foi elevada, sendo de 76,9% para G. vaginalis e 38,5%
para C. trachomatis e a presenca dos trés patégenos simultaneamente foi de 30,8%.
Mesmo ndo sendo encontrada relacdo estatistica, estes patégenos podem estar
associados a processos neoplasicos, pois podem potencializar a infec¢do causada
pelo HPV (GRAM et al., 2001), demonstrando a importancia de estudos mais amplos
correlacionando a presenca destes patdgenos previamente a infeccao por HPV e a
sua evolucéo para o cancer cervical.

Sintetizando o quadro de infec¢des entre as participantes do presente estudo,
ressalta-se a importancia do uso de preservativos e a frequéncia com que estas se
submetem ao exame preventivo, pois em ambas as variagbes foram
encontradasassociacgfes estatisticas, mostrando-se fatores de prote¢cdo. Mesmo néo
sendo encontrada relacédo entre as IST analisadas, de maneira geral as mulheres
estdo em contato com os patdgenos, demonstrando possiveis riscos e necessidades
de estudos mais amplos para confirmacéo.

Com relacdo ao HPV, os tipos de alto risco oncogénico encontrados, o HPV
31 e HPV 53 mais incidentes, neste estudo, ndo estado presentes entres o0s tipos
cobertos pelas vacinas disponiveis no mercado, além disso, a ocorréncia de

infecgbes multiplas, por mais de um tipo de HPV, foi elevada e estudos demonstram
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que estas infec¢cbes multiplas estdo relacionadas com a persisténcia viral, um fator
de risco para a progressao neoplasica (HO et al., 1998).

Nossos achados ressaltam a importancia de estudos mais abrangentes entre
as populacdes de risco, com medidas de conscientizacdo, bem como auxiliar em
estudos futuros para introducdo de vacinas contra 0s tipos virais mais
predominantes, de acordo com as diferentes regides geograficas.

Este trabalho também € o primeiro a avaliar a infec¢cdo por HPV bem como as
coinfeccdes por G. vaginalis, C. trachomatis e T. vaginalis entre mulheres
profissionais do sexo, no estado de Mato Grosso do Sul. Considerando que as
infeccdes por HPV detectadas foram causadas por gendétipos de alto risco e que
estas na sua maioria eram infeccbes multiplas, a triagem e o acompanhamento séo
essenciais entre 0s grupos de risco. Além disso, a orientacdo sobre os métodos de
prevencdo, também é fundamental para diminuir a incidéncia das IST encontradas

no presente estudo.
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7CONCLUSAO

Os achados do estudo demonstraram que:

A frequéncia da infeccdo por HPV foi de 19,4% entre as mulheres
profissionais do sexo;

Os tipos de alto risco oncogénico foram mais encontrados neste estudo, tanto
pela técnica de TS-PCR, quanto pela RFLP, sendo o HPV 31, 6 e 0 53 os mais

frequentes;

Houve elevada frequéncia de infec¢cbes multiplas, ou seja, por mais de um
tipo de HPV;

Mulheres com a faixa etaria < 25 anos foram mais susceptiveis a infec¢éo por
HPV;

No presente estudo houve coinfec¢des entre HPV e C. trachomatis em 38,5%

das amostras e com G. vaginalis em 30,8%;

A nao utilizacdo de preservativos e a frequéncia com que as mulheres se
submetem ao exame preventivo estiveramassociadas a infec¢cdo por HPV, a

presenca de HR-HPV e as infec¢cdes mdltiplas.
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Servigo Poblico Federal
Ministéno da Educagao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
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Declaro para os devidos fins que autorizo a pesquisadora Larissa Zatorre Almeida a
utilizar as amostras bioldgicas registradas no banco de amostras, sob minha
responsabilidade, junto ao Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, para a execugao do projeto de pesquisa
“Papilomavirus humano: co-infecgao por Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis

e Trichomonas vaginalis em mulheres profissionais do sexo, Campo Grande, MS".

Campo Grande 27 de junho de 2014
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Profa. Dra. Ana Rita Coimbra Motta de Castro

CCBS/UFMS
Fone: (67) 3345-3181 E-mail: anacastro@fiocruz.br

Programa de Pés-graduagao em Doengas Infecciosas ¢ Parasitirias-FANED/UFMS
Cidade Universitdria, ¢/n . Fone: 067- 3345-3205
CEP 79070-900 * Campo Grande (MS) #
hitp:fwww.ufms.br e-mail: ppadip.famed@ufms.br
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ANEXO B

Servigo Publice Federal
Ministéno da Educagao
Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

:

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que autorizo a pesquisadora Larissa Zatorre Almeida
para a execugdo do projeto de pesquisa “Papilomavirus humano: co-infecgdo por
Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis em mulheres
profissionais do sexo, Campo Grande, MS", a utilizar o banco de dados do projeto de
pesquisa ‘Infecgdo pelo virus das hepatites B e C: aspectos epidemioldgicos,
moleculares e da vacina contra hepatite B em profissionais do sexo em Campo

Grande — MS, Brasil Central”

Campo Grande 27 de junho de 2014.
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Profa. Dra. Ana Rita Coimbra Motta de Castro

CCBS/UFMS
Fone: (67)3345-3181 E-mail: anacastro/@ fiocruz.br

Programa de Pés-graduagiao em Doengas Infecciosas ¢ Parasitiarias-FAMED/UFMS
Cidade Universitdria, ¢/n . Fone: 067- 3345-3205
CEP 79070-900 * Campo Grande (MS) *
hitp:Ywww.ufms.br e-mail: ppgdip.famed @ufms.br
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ANEXO C

1. RFLP Band
>420pb

[ —

'
'
]
'
'
'
'
'
'
L

HPV Rsal pattern

89 455¢0p
(74 (222 161 12)
88 (260 85 72 38)
82 (M0 73 72)
91 4555
(73 201, 161, 98)
42 (242 135, 72)
40 (365 50
820 1383 T A
82 (383 72
B85 (383 72)
108 45200 &
852 q490p

9 455cp ]

54 (138 125. 117, 72)
81 (185 180 72 18)
70 (231, 123, 72, 29)
887 (260 65 72 38)
90 (310 139

69 (3857218
\g3* (360, 72)
(53 41950 )

53 4498p
52% 4498p
52 1195p

"'ss (165, 161, 72, 57))0
84 (186 161,72 39)
74 (165 158 72 60)
35 (177 161,72 42)

8 (161, 149 72 67)

44 (222,161, 72)

memeeeee g (222, 160, er]E

J2 (216, 161, 72)
6T (31072 6D
84 (310 142)

72 (3657218 |F
51 (380 12)

@9 r3eo 721

(18 (135 125, 85, 72, 38)
18° (260 85 72 38)
58° (306, 143)

88® (304, 111, 34)

16 31072700

26 (365,72 18

B:. 449 bp
S 449 bp
"97 (135 125, 123, 72)

45° (180 158, 72, 45)
450 (203 180, 72)

memeeese|gep (237 101, 72, 45)

33 (236 102, T2, 39J]a

39 (260 123, 72)
58 (306 111, 32)
45 (338 72 45)
k" (377, 1)

81 452 bp]ﬂ
02 452 bp,

(54° (138 125, 117, 72)
11 (216 135 72, 26)
170 (231, 123 72, 29)
FOP (231, 123, 72, 28)
43 (3327249

62 (359 12 18

e.‘l (360 72)

30 449tp
I m (13 (175 135, 73.12)
34 (166 161, 95, 15)

70° (231, 123, 72, 29)
58 (310 72 49 18)
71 (380 7204

87 (380.72)

21 (380 72)

310 (360 72)

\g8 (360 72

Confirmation pattern

Ddel (243, 212)

Ddel (768, 167)

Ddel (297, 158)

Haelll (206, 127, 108, §)
Haolll (258, 163, &)
Haolll (395, 5¢)

Ddel (206 158 BE)
Ddel (243 206)
Dael (245 107, 95)
Ddel (357, 92)

Ddel (112 111, 101, BS, 45)
Ddel (211, 151, 87, 9)
Ddel (215 125, 114)
Ddel (254 135 27}
Ddel (382 67)

Ddel (243, 212)

Ddel (297, 112, 48)
Ddel (320, 108, 21)

Ddel (300, 128)
Ddel (382, 20)
Ddel (245, 152 54)

Ddel (291, 158)
Ddel 291, 128, 30)

Dded (320, 7T 52)
Ddel (524 131)

Haelll (127, 121, 108, 95)
Hoelll (166, 121, 56 69)

Haelll (217, 127. 108)
Haelll (232 209 8. 3)
Heelll (328 124)
Haelll (328, 124)
Haelll (343, 106 3)
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ANEXO D
AN UNIVERSIDADE FEDERAL DO
g A Platafor
e MATO GROSSO DO SUL - Q%‘M o
. UFMS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Papilomavirus humano: co-infeccéo por Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e
Trichomonas vaginalis em mulheres profissionais do sexo, Campo Grande, MS

Pesquisador: Larissa Zatorre Almeida

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 34046914.0.0000.0021

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS

Patrocinador Principal: FUND. DE APOIO E DE DESENY. DO ENSINO,CIENCIA E TECN. DO ESTADO
DO MS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 873.060
Data da Relatoria: 29/08/2014

Apresentacéo do Projeto:

O Papilomavirus humano (HPV) é o principal agente responsavel pelo cancer cervical. Estudos apontam
que outros patogenos, como por exemplo,

Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis, quando presentes no microambiente
cervical podem influenciar a instalacéo

do HPV neste local bem como a persisténcia desta infeccdo. A aquisicdo destes patégenos ocorre
principalmente pelo contato sexual e, portanto, as mulheres profissionais do sexo estdo mais propensas a
adquirir estas infeccdes. Sendo assim o objetivo deste trabalho sera detectar a coinfeccéo por
Papilomavirus humano, Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginalis ou Trichomonas vaginalis utilizando
79 amostras de cérvice uterina de

mulheres profissionais do sexo, obtidas por autocoleta. Estes objetivos serdo alcancados através de
analises por Reacéo de Polimerazicdo em Cadeia (PCR) e genotipagem por Restiction Fragment Length
Polymorphism (RFLP). Os resultados deste estudo poderdo auxiliar na compreenséo da associacdo de
outros patégenos com o HPV e dessa forma contribuirdo para a comunidade cientifica permitindo propostas
mais eficientes no controle e vigilancia destas infeccdes.

Enderego: Pro Reitoria de Pesguisa e Pos Graduagdo/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (57)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@propp.ufms br

Pagina 01 de 03

111



112

AN UNIVERSIDADE FEDERAL DO

AN Platafor

2 Ac MATO GROSSO DO SUL - Q%"M o
N UFMS

Continuaco do Parecer: 873.060

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primério:

Caracterizara infeccéo pelo HPV, os principais tipos virais e a co-infeccdo por Chlamydia trachomatis,
Gardnerella vaginalise Trichomonas vaginalis em mulheres profissionais, Campo Grande — MS.
Objetivo Secundario:

Estimar a frequéncia da infeccdo por HPV em mulheres profissionais do sexo, Campo Grande —
MS;Detectar os tipos virais predominantes em amostras de cérvice uterina HPV positivas;|dentificar a
presenca de co-infec¢do por Chlamydia trachomatis, Gardnerella vaginaliseTrichomonas
vaginalis:.ldentificar as caracteristicas de risco presente, a infeccédo por HPV e co-infeccéespor Chlamydia
trachomatis, Gardnerella vaginalis

eTrichomonas vaginalisna populacéo analisada.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Este estudo n&o apresenta nenhum tipo de risco para as pacientes envolvidas, sendo todos os
materiais obtidos do banco de dados e amostras.

Beneficios:

Este estudo ira contribuir para a literatura fortalecendo os conceitos quanto & associacdo do HPV a estes
micro-organismos, permitindo que novas estratégias para diagnostico e prognostico dessas infeccbes sejam
estabelecidas. Levando em conta que, ndo ha estudos descritos com este tipo de abordagem na populacéo
de mulheres profissionais do sexo em Mato Grosso do Sul, e ainda relacionando & técnica de auto-coleta,
estas analises

irdo conceber um ganho cientifico para nossa instituicdo e também os resultados poderéo incentivar
propostas mais eficientes no controle e vigildncia destes patégenos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de relevancia social
Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:

Adequados.
1- A pesquisadora prop&e dispensa do TCLE.devido a natureza das amostras que serdo utilizados de

(Banco de amostras e dados secundarios).
Recomendacgoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Adequado

Enderego: Prd Reitoria de Pesquisa e Pos Graduacdo/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (67)3345-7187 Fax: (67)3345-7187 E-mail: bioetica@propp.ufms.br
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Continuacdo do Parecer: 873.060

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

CAMPO GRANDE, 14 de Novembro de 2014

Assinado por:

Edilson dos Reis
(Coordenador)

Enderego: Pro Reitoria de Pesquisa e Pos Graduacdo/UFMS

Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
UF: MS Municipio: CAMPO GRANDE
Telefone: (57)3345-7187 Fax: (67)3343-7187 E-mail: bioetica@propp.ufms_br
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