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RESUMO

O Papilomavirus humano (HPV) ¢ responsavel por aproximadamente 5% dos cénceres que
acometem a populacdo no mundo, estando presente em quase 100% dos casos de cancer de colo
uterino. Este trabalho objetivou identificar a presenca do DNA de HPV em amostras genitais
obtidas pelo método de autocoleta, de pacientes atendidas no Hospital de Amor, Campo
Grande/MS. Foram analisadas 491 amostras obtidas pela técnica de autocoleta. Para o
diagnoéstico molecular foram realizadas a extragdo de DNA por fenol-cloroféormio; a Reagao
em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacdo do gene da P-globina, como controle
enddgeno; a amplificagdo do DNA-HPV com os primers PGMY09/11 e a genotipagem dos
tipos virais (PCR tipo especifico -TS-PCR e Restriction Fragment Length Polymorphism -
RFLP). O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMS e pelo Hospital
do Cancer de Barretos, Fundacao Pio XII. Constatou-se que 96,4% das amostras foram viaveis
para analise molecular, demonstrando que a técnica de autocoleta ¢ uma excelente opgdo para
o diagnodstico. DNA-HPV foi encontrado em 10,35% das pacientes analisadas. Na genotipagem
por TS-PCR, encontrou-se positividade para HPV6/11 (16%), HPV16 (6,1%), HPV18 (8,1%),
HPV31 (10,2%), HPV33 (2%) e HPV45 (40,8%), ressaltando a significancia da deteccao de
gendtipos de alto risco oncogénico. Na identificagdo dos genotipos por RFLP, foram
caracterizados HPV52, 59, 89 e 91, todos do género Alphapapillomavirus, da familia
Papillomaviridae. A autocoleta de células cérvicovaginais ¢ uma técnica promissora para
obtencdo de amostras usadas no diagnostico molecular do DNA-HPV, contribuindo para o
acompanhamento das pacientes e prevencao do cancer de colo uterino, conforme preconizado
pelo Sistema Unico de Satide em 2024, especialmente em populagdes de dificil acesso.
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1 INTRODUCAO

Com uma estimativa aproximada de 17.010 (7,0%) casos a cada 100 mil mulheres, o
cancer de colo de utero ¢ o 3[) mais prevalente no territorio brasileiro (Inca, 2022). O
Papilomavirus humano (HPV) tem relagao direta com praticamente todos os canceres cervicais
e muitos outros, em locais anatomicos distintos, tanto em homens quanto em mulheres, no
entanto apenas 12 dos 448 tipos de HPV conhecidos sdo atualmente classificados como
oncogénicos (Nelson, Mirabello, 2023), destacando-se principalmente o genotipo HPV16 (Inca,
2022).

O desenvolvimento do cancer cervical pode estar ligado a infec¢des persistentes por
HPYV de alto risco oncogénico, embora seja consenso que outros fatores podem estar associados
no aparecimento do cancer de colo do utero, como genética, histologia e raca/etnia do
hospedeiro (Nelson, Mirabello, 2023). A maioria das mulheres infectadas pelo HPV terdo a
remissdo da infec¢do pelo controle da resposta imune e aquelas que persistirem infectadas
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poderao desenvolver o cancer (Zur Hausen, 2002).

No Brasil para detec¢do do HPV-DNA, utiliza-se a coleta das células cervicovaginais
por profissionais de satide com auxilio do espéculo vaginal (coleta clinica). Como estratégia
alternativa, temos o uso da autocoleta de células da cérvice e canal vaginal para detec¢ao do
DNA viral em amostras cervicais, possibilitando maior cobertura para a deteccdo da infecgdo.
Este método de coleta elimina a necessidade do uso do especulo vaginal (Kahn et al., 2004) e
a visita ao consultério médico também ¢ dispensada. Além disso, economiza tempo, sendo
menos constrangedor e mais confortavel que a coleta convencional (Agorastos et al., 2005).

A autocoleta tem mostrado boa concordancia quando comparada a coleta convencional,
com alta aceitabilidade e custo-beneficio (Sowjanya et al., 2009; Campos et al., 2014).

Diante do exposto este trabalho objetivou identificar a presenca do DNA de
Papilomavirus humano em amostras cervicais e cérvico vaginal obtidas autocoleta, de pacientes
atendidas no Hospital de Amor, unidade de Campo Grande — Mato Grosso do Sul.

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo se pauta em uma pesquisa de carater transversal, com amostra do tipo nao
probabilistica por conveniéncia. Foram utilizados dados laboratoriais e socio-epidemiologicos
obtidos da coleta de amostras cervicais e cérvico vaginais, por autocoleta de 491 participantes,
durante a execucao do projeto “Presenca da infec¢do por HPV, co-infec¢des por outros micro-
organismos ¢ o perfil de resposta imunologica em pacientes atendidas no Hospital de Cancer
de Barretos, unidade de Campo Grande — MS” Edital Chamada Universal MCTI/CNPq N°
01/2016.

As pacientes foram convidadas a participarem do estudo, através de explicagdo verbal e
as que mostraram interesse assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

As amostras de autocoleta foram obtidas segundo protocolo descrito por Campos et al.,
2014, realizado pela propria paciente, apOs orientacdo verbal e escrita. As amostras foram
acondicionadas em tubo conico do tipo Falcon de 15mL, mantidos sob refrigeracao a -20°C, até
0 processamento, o que nao excedeu 72 horas.

A extragdo do DNA foi realizada segundo a técnica de fenol-cloroformio,
compreendendo etapas de lise celular e nuclear, precipitagdao de proteinas e DNA, seguida da
etapa de lavagem e eluicdo do DNA.

As amostras foram triadas inicialmente por PCR end point com a utilizagdo dos primers
GH20/PC04, como controle endogeno, para detec¢do do gene da p-globina, cujo produto
amplifica uma regido de 286pb (Bauer et al., 1991), e com o pool de 18 primers PGMY09/11
para detec¢@o do DNA-HPV (Gravitt et al., 2000) que amplificam uma sequéncia conservada
de aproximadamente 450pb da regido L1 do genoma do HPV. As amostras que apresentaram
positividade para DNA-HPV foram submetidas a técnica de genotipagem por PCR tipo
especifico/TS-PCR (Walboomers et al., 1999) e a técnica de Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) segundo o algoritmo de identificacdo (Nobre et al., 2008).

Este projeto faz parte do estudo “Presenca da infec¢do por HPV, coinfecgdes por outros
micro-organismos ¢ o perfil de resposta imunologica em pacientes atendidas no Hospital de
Cancer de Barretos, unidade de Campo Grande — MS”, tendo sua aprovagao concedida pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFMS, sob o protocolo CAAE 54205916.4.1001.0021 de 24
de marco de 2016, juntamente com a aprovagao concedida pelo Hospital do Cancer de Barretos,
Fundagao Pio XII, sob o protocolo CAAE 54205916.4.2001.5437 de 14 de junho de 2016 .

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se determinar que 96,4% das amostras foram viaveis para andlise molecular,
demonstrando que a técnica de autocoleta ¢ uma op¢ao eficaz para rastreamento e
diagnéstico. O DNA-HPV foi encontrado em 10,35% das participantes analisadas,
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corroborando a eficiéncia da técnica para a detec¢ao do DNA de HPV.

A autocoleta proposta neste estudo ¢ uma promissora técnica de coleta de amostras, pois
dispensa agendamento e pode alcangar populacdes geograficamente isoladas, sem acesso a
servicos de saude. Nosso grupo vem estudando ha muito ¢ com sucesso a utilizacdo da
autocoleta no diagnostico do HPV (Campos et al., 2014; Lugo et al., 2018). Estudos em grandes
hospitais como o Moinho de Vento em Porto Alegre e Sirio Libanes em Sao Paulo recentemente
ofereceram a autocoleta de amostras cérvico-vaginais como método de obtencdo de amostra.
No entanto, o Ministério da Saude afirma que ainda ndo ha pedido de avaliacao para a Comissao
Nacional de Incorporagdo de Tecnologias no Sistema Unico de Saude (Conitec), tornando
essencial a realizagao de estudos que validem essa proposta (Inca, 2011; Brasil, 2016). Novas
opgdes de rastreamento com material cervical autocoletado t€m sido testadas em diversos
paises, incluindo o Brasil, demonstrando ser uma solugdo vidvel para garantir a cobertura de
rastreamento e acesso das mulheres ao servigo (Polman et al, 2019). Além disso, estudos
indicam a aceitagdo das mulheres de diferentes regides e culturas quanto a autocoleta, com
preferéncia por dispositivos mais confortaveis, reduzindo o constrangimento ¢ aumentando a
adesdo aos programas de rastreamento cervical (Adcock et al., 2019; Campos et al., 2014).

Na genotipagem por TS-PCR, encontrou-se positividade para HPV6/11 (16%),
HPV16 (6,1%), HPV18 (8,1%), HPV31 (10,2%), HPV33 (2%) ¢ HPV45 (40,8%), ressaltando
a importancia da deteccdo de genotipos de alto risco oncogénico. A identificacdo dos
genotipos por RFLP caracterizou a presenca dos tipos HPVS52, 59, 89 e 91, todos do género
Alphapapillomavirus, da familia Papillomaviridae.

A investigagdo da presenca do DNA-HPV, tipos e carga viral para genétipos de alto
risco possibilitard aos servigos de saude a implantacdo de métodos ainda ndo disponivel em
servico em publico em todo o pais. Conforme as diretrizes do SUS desde 2015, reforcadas em
2023 com a introducdo de testes moleculares mais precisos ¢ urgente a implantacdo do
diagnostico de infecgdo por HPV no servigo publico. Estudo realizado por pesquisadores do
Hospital de Amor demonstra que o método ja € realidade em paises da América Latina e poderia
ser utilizado de forma custo-efetiva no Brasil, o pais mais economicamente estavel da regido
(Godoy et al., 2022).

4 CONCLUSAO

A autocoleta de células cérvicovaginais € uma técnica promissora para obtengao de
amostras no diagnostico molecular do DNA-HPV. Ela oferece material satisfatorio para
diferentes técnicas de genotipagem, contribuindo para a preven¢ao do cancer de colo uterino,
conforme preconizado pelo Sistema Unico de Satide em 2024, especialmente em regides de
dificil acesso cultural ou geografico.
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