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INFECCOES DO PAPILOMAVIRUS HUMANO E TRIAGEM DE CANCER
CERVICAL EM MULHERES DAS TRIBOS YANOMAMI, MACUXI E WAPISHANA

Introduciao

A infeccdo genital pelo papilomavirus humano (HPV) é a mais frequente doenga
sexualmente transmissivel na mulher e no homem. Estima-se que pelo menos 50% dos
individuos sexualmente ativos irdo entrar em contato com o HPV, em algum momento de
suas vidas, e que 80% das mulheres terdo esse contato até os 50 anos de idade. Como
acontece com a prevaléncia, a incidéncia da infeccdo por HPV ¢ alta em mulheres jovens, no
inicio da atividade sexual e a cada novo parceiro, ¢ diminui com a idade, observando-se
também segundo pico em mulheres mais velhas. No Brasil, a positividade para o HPV na
populacao geral de mulheres varia de 21 a 48%, sendo o HPV de alto risco encontrado em 48
a 53% (FEDRIZZI, 2011).

Atualmente existem mais de 200 tipos diferentes identificados de HPV, entre os quais
mais de 100 estdo completamente sequenciados geneticamente e mais de 120 com
sequenciamento parcial. Cerca de 45 tipos infectam o epitélio do trato anogenital masculino e
feminino (MUNOZ et al., 2006). Destes, 13 a 18 sdo considerados de alto risco oncogénico,
principalmente os tipos 16 e 18, associados ao cancer anogenital e do trato aerodigestivo
(TROTTIER et al., 2006). Os HPV de baixo risco oncogénico, principalmente o 6 e 11,
causam as lesdes benignas anogenitais (verrugas, lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau)
e na laringe (papilomatose laringeia recorrente), com substancial morbidade e alto custo de
tratamento (TROTTIER et al., 2006).

Populagdes diferentes, especialmente grupos indigenas isolados, podem apresentar
infeccoes de HPV diferentemente caracterizadas, de acordo com seus antepassados, estilo de
vida e comportamento sexual. Além disso, ¢ necessario conhecimento sobre a epidemiologia
do HPV para que se entenda o papel etiologico dos diferentes tipos e variantes de HPV nessas
populagdes, a fim de se desenvolver estratégias de prevencdo contra o Cancer de Cérvice
Uterina. Grupos indigenas isolados (Yanomami) e grupos com uma interacdo permanente
com a sociedade (Macuxi e Wapishana) habitam o extremo norte da Amazodnia brasileira,
apresentando assim uma diferenga ecologica que pode ser utilizada para investigar a

influéncia do isolamento e condi¢des de vida pré-histdricas sobre a diversidade do HPV e das



doengas cervicais associadas. O objetivo dessa investigagdo ¢ avaliar a prevaléncia de lesdes

cervicais intra epteliais e do HPV em grupos indigenas da regido amazonica.

Papiloma virus humano (HPV)
Definicao e Caracteristicas

O Papilomavirus humano ¢ um virus com DNA de dupla hélice, com
aproximadamente 8.000 pares de bases nitrogenadas que codificam todas as fung¢des do virus.
A particula viral tem 55 nanometros (nm) de didmetro, sem envelope lipidico (CARVALHO,
2007), que pode ser transmitido pela via sexual ou pelo contato direto com a pele (MELLO et al.,
2010). O HPV ¢ responsavel pelo aparecimento das verrugas comuns da pele e pelas verrugas
genitais, conhecidas também como condiloma acuminado ou crista de galo. Mas o que torna esse
virus de grande relevancia médica € o fato dele estar relacionado a praticamente 100% dos casos de
cancer de colo do utero, um dos tipos de cancer mais comuns na populacdo feminina (PINHEIRO,
2016).

Conhecidas desde a antiguidade, as infec¢des genitais pelo HPV chamaram atenc¢do a
partir da década de 80, quando se identificou a correlagdo destas lesdes com o cancer de colo
uterino. Mais de 150 tipos até o momento foram identificados, dos quais apenas 35 podem
infectar a regido anogenital feminina e masculina (CARVALHO, 2007).

O HPV pode se instalar em qualquer regido do corpo, bastando haver uma porta de
entrada através de micro-abrasdes (micro-traumas) da pele ou mucosa. Ja se detectou o virus
ndo s6 na regido genital, mas também extragenital como olho, boca, faringe, vias
respiratdrias, anus, reto e uretra. E ainda, sua presenca foi encontrada no liquido amnidtico
(liquido que envolve o feto na vida intra-uterina) (CARVALHO, 2007).

O HPV infecta, exclusivamente, os seres humanos, acometendo as células do epitélio da pele
e da mucosa, provocando na regido infectada alteragdes localizadas que resultam no
aparecimento de lesdes decorrentes do crescimento celular irregular. A ac@o do virus sobre as
células da pele favorece a formagao de tumores, a maioria dos quais pequenos e benignos, tais como
as verrugas comuns de pele ou as verrugas genitais. Porém, quando éarea infectada ¢ a mucosa do
colo do ttero, da vagina, do pénis ou do anus, o virus pode induzir a formagao de tumores malignos,
gerando, por exemplo, o cancer do colo do utero e o cancer anal (PINHEIRO, 2016).

Cada subtipo do virus tem atragdo por uma determinada area do corpo. Por exemplo, o HPV-
2 e 0 HPV-4 estio associados as verrugas comuns de pele, enquanto o HPV-1 provoca verrugas que

acometem preferencialmente as plantas dos pés. J& o HPV-6 e o HPV-11 estdo relacionados ao
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desenvolvimento das verrugas genitais. O cancer do colo uterino pode ser provocado por varios
subtipos, conforme veremos a seguir, mas a maioria dos casos ocorre quando a mulher se infecta
com o HPV-16 ou o HPV-18 (PINHEIRO,2016).

No tocante & oncogénese, a infec¢do pelo HPV ¢é responsavel por 99% dos canceres de colo
de tutero, 93% dos canceres de anus, 60% dos canceres da vulva e 50% dos canceres de pénis e
vagina. Os subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 sdo considerados os mais
oncogénicos, enquanto outros s30 menos agressivos, com baixo risco de transformacgdo maligna,
como os subtipos 6, 11,40, 42, 43,44, 53, 54, 61,72, 73 e 81 (MUNOZ, 2003).

Cerca de 70% dos casos de cancer do colo de utero sdo provocados por apenas 2 subtipos,
50% pelo HPV-16 e 20% pelo HPV-18. O HPV-16 também estd associado aos canceres anal,
peniano, vaginal, vulvar e de orofaringe, sendo este, portanto, o subtipo de HPV mais oncogénico,
tanto para homens quanto para mulheres (MUNOZ et al., 2003).

Além do subtipo do HPV, outro fator importante para a génese de um tumor maligno € o
tempo de infeccdo. A maioria das pessoas contaminadas pelo HPV consegue se livrar
espontaneamente do virus ap6s 1 ou 2 anos. Cerca de 10% dos individuos contaminados, porém,
desenvolvem infeccdo persistente, apresentando maior risco de desenvolver neoplasias
(SCHIFFMAN, 2003).

O HPV necessita, em média, de 10 a 20 anos para provocar alteragdes celulares capazes de
gerarem tumores malignos. Por isso, os exames de rastreio do cancer de cérvice uterino sao
essenciais para que se possa identificar a ocorréncia de alteracdes pré-malignas, as quais surgem anos

antes do tumor maligno se instalar (SMITH et al.,2007).

Epidemiologia

A incidéncia da infec¢do pelo HPV depende do método de diagnostico utilizado e da
populacdo avaliada. A faixa etdria de maior acometimento situa-se entre 20 e 40 anos, com o
pico de incidéncia entre 20 e 24 anos, tanto na populagdo feminina como masculina. Ha
estudos demonstrando que a prevaléncia de infec¢do pelo HPV ¢ maior na raga branca que na
raca negra, sendo encontrada também nos indigenas (CARVALHO et al., 2007).

Em relacdo a distribui¢do mundial, temos paises com maior incidéncia que outros,
como ocorre na Colombia onde a incidéncia de HPV e cancer de colo uterino ¢ muito elevada,
ao contrario do que ocorre na Espanha. Em relacdo ao cancer de es6fago e associacdo com o
HPV, sabemos que o povo chinés e africano apresenta maior incidéncia. No Brasil, na regido
Nordeste, em especial em Recife, temos um maior indice de HPV e cancer de colo uterino

(CARVALHO, et al., 2007).
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Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), mais de 630 milhdes de homens e
mulheres (1:10 pessoas) estdo infectadas pelo HPV14. No Brasil, estima-se que haja 9 a 10
milhdes de infectados por esse virus e que, a cada ano, 700 mil casos novos surjam, podendo
ser considerada, portanto, uma epidemia. Cerca de 105 milhdes de pessoas sdo positivas para
o HPV 16 ou 18 no mundo (FEDRIZZI, 2011).

A infeccdo pelo virus do HPV esta diretamente relacionada ao inicio das atividades
sexuais, sendo, portanto, mais evidente no periodo da adolescéncia. Nesta fase, a atividade
bioldgica cervical estd em nivel méximo. A replicacdo celular e substancias e o meio cervical
facilitam a infec¢@o pelo Papiloma virus humano (HPV). Apos a adolescéncia, a frequéncia
da infec¢do pelo HPV nas mulheres diminui com a idade (MURTA et al., 2001).

Nos ultimos 20 anos, o jovem passou a ter acesso as mais diversas fontes de
informagdo no que diz respeito as questdes sexuais. No final dos anos 80, destacou-se o
advento da AIDS, e a precocidade da iniciacdo sexual entre adolescentes, na ultima década.
Estudos diversos mostraram que adolescentes com baixa escolaridade iniciam a vida sexual
de forma mais precoce e que os jovens de menor nivel educacional e de menor idade possuem
menos conhecimento sobre métodos anticoncepcionais (ALMEIDA et al., 2003; AZEVEDO,
2001).

O aumento da precocidade nas relagdes sexuais, do nimero de parceiros, bem como a
falta do uso constante do preservativo acarretam uma maior probabilidade de infec¢des pelo
HPV (ISOLAN et al., 2001).

Como j4 dito anteriormente, o Brasil, por ser um pais com dimensdes continentais e
altos indices de desigualdades socioecondmicas regionais, possui grande incidéncia de cancer
cervical nas regides norte e nordeste (MELLO, et al., 2010). Estima-se que mais de 75% de
adolescentes e adultos sexualmente ativos, com idade entre 15 e 49 anos, adquiram ao menos
um tipo de infec¢@o pelo HPV durante sua vida (PALEFSKY, 2001).

Nos Estados Unidos, 50% das adolescentes e mulheres jovens adquirem HPV dentro
de trés anos apds o inicio da relagdo sexual. Infecgdes pelo HPV detectadas em adolescentes
em geral refletem doenga benigna e infecgdes detectadas em mulheres mais velhas,
caracterizam-se, via de regra, por serem infec¢des persistentes, com um maior risco de lesdo
intraepitelial cervical avangado. O que pode levar a cancer cervical invasivo (WIDDICE e
MOSCICKI, 2008).

A literatura tem mostrado que o risco de uma mulher infectada pelo HPV desenvolver
cancer de colo uterino, comparada com outra ndo infectada, ¢ 50 a 70 vezes maior (PAULA,

2006). Assim, torna-se necessario que as mulheres, e também seus parceiros, sejam orientados
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quanto a infeccdo por HPV, sendo impossivel realizar a prevenc¢do contra o cancer cérvico-
uterino sem mencionar os riscos e implicacdes da infec¢do por esse virus (GILLISON et al.,
2008).

A maior parte dos estudos, sobre Doengas Sexualmente Transmissiveis, publicados no
pais, até o momento, avaliou a incidéncia da infec¢ao pelos diferentes agentes etiologicos nos
seguintes grupos de pacientes: populagdes de alto risco, como profissionais do sexo, e
pacientes atendidas em clinicas especializadas em DST’s, ou investigou quais as DST’s mais
prevalentes em pacientes internados, populagdes indigenas, adolescentes e prisioneiros

(PASSOS, et al, 1994; SANTOS, et al., 2003; PENNA, et al., 2005).

Epidemiologia em populag¢des indigenas do Extremo Norte do Brasil

Apesar de a satde indigena ser apontada como prioritaria por organizacdes de saude,
estudos sobre prevaléncia de lesdes pré-malignas e malignas do colo do utero nas populacdes
nativas do Brasil sdo escassos. Mais de 15% da populagdo de Roraima ¢ formada por
indigenas aldeadas, mas seu risco de cancer do colo do utero ¢ praticamente desconhecido
(FONSECA et al., 2014).

Com uma estimativa de 23 casos novos por 100 mil mulheres, a regido Norte ¢ a inica
do Brasil onde o cancer de colo uterino supera o cancer de mama, assumindo a lideranca dos
canceres femininos. Em Roraima, esse problema parece ser ainda mais grave (FONSECA et
al., 2016). O Estado de Roraima faz parte da Amazdnia Brasileira e apresenta elevada
incidéncia do Cancer do Colo Uterino (CCU). Dados do Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA) estimam incidéncia de 22/100.000, em 2014, para Roraima,
o que vem se mantendo estavel nos ultimos anos. Entretanto, um estudo de base populacional
demonstrou taxa de incidéncia bruta de CCU maior que as estimativas do INCA (46/100.000)
em 2010 em Roraima (FONSECA et al., 2014).

Em estudo direcionado a populagdo indigena, 25% dos casos de Cancer de Colo
Uterino (CCU) foram registrados em mulheres provenientes de areas de reserva, sugerindo
maior vulnerabilidade desse grupo étnico (que corresponde a aproximadamente 10% da
populacao do Estado de Roraima no ano estudado) (FONSECA et al., 2014).

Apesar dessa prioridade dada pelas Organizacdes de Saude (WHO, 2007), o perfil
epidemiologico dos povos indigenas ¢ pouco conhecido no Brasil, em virtude da exiguidade

de investigacdes, da auséncia de inquéritos regulares, e da precariedade dos sistemas de
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registro de informagdes sobre morbidade e mortalidade nesses grupos étnicos
(COIMBRA,2003).

No caso do extremo Norte da Regido Amazodnica, devido a fatores culturais, étnicos e
antropomorficos, os povos indigenas foram divididos em dois Distritos Sanitarios Especiais
Indigenas (DSEI): o DSEI Leste (composto principalmente pelas etnias Makuxi e
Wapichana); e o DSEI Yanomami (etnias Yanomami, Yekuana, Xirixana e Sanum.)
(FONSECA et al., 2014).

Os grupos étnicos de ambos DSEI ndo sdo homogéneos e se caracterizam por graus
distintos de interacdo com a sociedade envolvente. As comunidades indigenas do DSEI Leste
se caracterizam por possuirem fronteiras étnicas ténues com a sociedade ocidental envolvente,
com contato social iniciado no periodo da ocupagdo colonial portuguesa, no meado do século
XVIII. Nesses dois séculos de interacdo, registram-se a ocupacdo das terras indigenas do
Leste por atividades agropecudrias e garimpeiras, ¢ a expulsdo dos indigenas de suas aldeias
originais (FONSECA et al., 2014).

Atualmente, a maioria dos integrantes das etnias que fazem parte do DSEI Leste ¢
classificada como de interacdo recente ou interagdo permanente com a sociedade ndo
indigena, fluentes em lingua portuguesa, e comumente aderentes aos costumes sociais,
culturais e habitos ocidentais (DANGOUR, 2003). Por outro lado, os povos Yanomami
permaneceram até o inicio do século XX isolados em seus territdrios, nas regides fronteirigas
entre Brasil e Venezuela, de tal forma que os unicos e raros contatos que eles mantiveram por
varios séculos foram restritos a outros grupos indigenas do proprio DSEI (FONSECA et al.,
2014).

Somente entre 1910 e 1940 foram registrados os primeiros contatos com ndo indios. O
acesso as suas comunidades somente ¢ possivel por via aérea (avido pequeno), controlado
pelo governo brasileiro. Os grupos formam uma sociedade de cagadores, agricultores e
coletores da floresta amazonica, permanecendo aldeados e mantendo seus costumes como
lingua nativa, estrutura social tipica e habitos como unido conjugal precoce e multiparidade
(FONSECA et al., 2014).

Geneticistas e antropdlogos, ao estudarem os Yanomami, concluiram que a auséncia
de afinidade genética, antropométrica e linguistica com os grupos indigenas do DSEI Leste
motivou o isolamento dessa etnia desde os tempos remotos (CREWS et al., 1993 ¢ WARD et
al., 1975). Dados sobre a epidemiologia da saide da mulher indigena na Amazonia ainda sdo
escassos, principalmente a respeito de estimativas de risco de Céancer de Colo Uterino em

minorias étnicas especiais (FONSECA et al., 2014).
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Em tempo, vale esclarecer que o DSEI Yanomami situa-se nas regides fronteiricas
entre Brasil e Venezuela, ¢ seu territorio do lado brasileiro cobre 92.000 km2 de floresta
amazonica densa, de dificil acesso. Os Yanomami pertencem a unidade étnica Yanomamd,
possuem filiagdo linguistica propria (Yanomamam), e correspondem a aproximadamente
18.000 habitantes, distribuidos em mais de 228 comunidades registradas (FONSECA et al.,
2014).

O DSEI Leste situa-se nas regides fronteiri¢as entre Brasil e Guiana Inglesa, com
extensao territorial de 78.000 km2 de areas de savana, de acesso terrestre (ou fluvial)
facilitado. Sua populacdo corresponde a quase 40.000 habitantes distribuidos em
aproximadamente 80 comunidades. E representada principalmente pelas etnias Macuxi e
Wapichana, mas também por Waimiri, Ingaricd, Atroari, Wai-wai, Taurepang. Tais etnias
pertencem a mesma filiagdo linguistica Karib, e a unidade étnica Pemon (FONSECA et al.,
2014).

Faz-se necessario, entender melhor a realidade da populagdo indigena brasileira em
suas mais diversas etnias, levando em consideracdo todas as particularidades de cada grupo
indigena avaliado. Avangos significativos podem ser observados nas Ultimas décadas
referentes a publica¢des sobre satde reprodutiva da mulher no contexto brasileiro. Nota-se,
entretanto, que os progressos cientificos desenvolveram-se, sobretudo, em contexto urbano.
Os estudos socioantropoldgicos e investigacdes epidemioldgicas sobre etnicidade e saude da
mulher trabalham em sua maioria com mulheres negras, permanecendo uma grande lacuna no
conhecimento dos determinantes de saude e doenca das mulheres indigenas no Brasil
(FONSECA et al., 2014).

Em estudo feito em Roraima, com revisao dos registros e exames patologicos de
mulheres indigenas aldeadas, submetidas a exame citopatoldgico na Casa de Saude do indio
(RR), entre 2004 e 2012, demonstrou-se elevada prevaléncia de lesdes pré-malignas
(LSIL=3,0% e HSIL=4,6%), bem como de lesdes invasivas (1,1%), nessa populacdo, se
comparado a estudos realizados em mulheres ndo indigenas no Brasil. O estudo foi aprovado
pela Comissdo Nacional de ética em Pesquisa (CONEP) e publicado em 2014. Tal estudo
buscou avaliar a prevaléncia de lesdes citologicas pré-malignas e malignas do colo do utero
de indigenas aldeadas nos DSEI Leste e Yanomami, no extremo Norte da Amazodnia
Brasileira (FONSECA et al., 2014).

Como referéncia, Lippman et al. descreveram os resultados do rastreamento de 818
mulheres ndo indigenas assintomaticas (procedentes de zonas urbanas e rurais brasileiras),

com baixa prevaléncia de LSIL (1,4%), e nenhum caso de HSIL ou cancer invasivo. Estudo
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de corte transversal realizado em 2.329 mulheres brasileiras assintomaticas (ndo indigenas)
revelou apenas 1,0% de LSIL e 0,2% de HSIL (FONSECA et al., 2014).

Outras pesquisas trazem relatos de elevada prevaléncia de lesdes cervicais em
indigenas no Brasil. SPECK et al. realizaram rastreamento do CCU no parque indigena do
Xingu, Brasil em 2005. Das 518 mulheres rastreadas, 12,6% apresentaram atipias citologicas
(9,4% de LSIL; 2,8% de HSIL e 0,4% de cancer invasivo). No Estado do Para (Amazonia
Brasileira), foi realizada uma pesquisa semelhante em um pequeno grupo de mulheres
indigenas aldeadas (etnia Parakan.), com detec¢do de HPV por PCR em 14,1% das pacientes
examinadas. Quanto ao exame citoldgico, LSIL foi descrito em 7,5%, ¢ HSIL em 1,2%, sem
ocorréncia de cancer invasivo (BRITO et al., 2002).

Outro estudo realizado no Para, envolvendo 424 indigenas rastreadas de 16 etnias,
revelou LSIL em 2,1%, HSIL em 3,3% e carcinoma invasor em 1,8% (MENDES et al., 2004).
As evidéncias acima corroboram em classificar mulheres indigenas como de risco para CCU.
O estudo, ja citado, revelou ainda uma significativa diferenca de prevaléncias de lesdes
cervicais entre os dois grupos étnicos estudados, que diferem em dois séculos de contato com
a sociedade envolvente, e que coexistem geograficamente; porém historicamente separados
entre si. Trata-se, portanto, de um cenario especialmente interessante para estudos de enfoque
étnico racial (FONSECA et al., 2014).

Os impactos sobre a satde feminina das mudangas socioculturais e ambientais que se
processam em praticamente todas as comunidades indigenas tém apontado para elevagdo da
incidéncia de doencas cronicas degenerativas, como o cancer nos povos indigenas, em
decorréncia do contato cada vez maior com a sociedade ocidental (NEEL et al., 1977). Nesse
contexto, seria esperado que as comunidades do DSEI Leste, por terem mais tempo de
interagdo com a sociedade envolvente em relagdo aos Yanomami, pudessem apresentar maior
prevaléncia de lesdes pré-malignas e malignas do colo do utero. Entretanto, os dados apontam
consistentemente para o oposto, sugerindo que outros estudos epidemiologicos sdo
necessarios para melhor investigar a relacdo de determinantes sociais e fatores de risco do
CCU na regido (FONSECA et al., 2014).

Um importante fator que pode contribuir para a maior prevaléncia de lesdes pré-
malignas e malignas entre as Yanomami € a sua propria condi¢do de isolamento geografico na
floresta amazonica (HAYD et al., 2008). Dificuldades de entendimento e aceitagdo por parte
das mulheres, deficiéncias de infraestrutura e barreiras geograficas e logisticas relacionadas as
dificuldades de acesso podem explicar a baixa inclusdo das mulheres Yanomami aos

programas de prevengdo do CCU, e, consequentemente, a maior prevaléncia de lesdes
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intraepiteliais cervicais. Outro fator, de grande relevancia, consiste no fato de que quase 80%
das Yanomami analisadas nunca haviam sido rastreadas ao longo da vida corrobora nesse
sentido (FONSECA et al., 2014).

Dai a extrema importancia de se organizarem acdes de Saude que englobem essa
populacdo e que, a despeito das dificuldades inerentes do préprio isolamento geografico e

cultural, permitam que a assisténcia médica possa chegar efetivamente nessas comunidades.

Fatores de Risco para Infec¢iao pelo HPV

Virios sdo os fatores que podem contribuir para a infec¢do pelo HPV. Dentre esses
fatores destacam-se os fatores virais (como patogenicidade), os fatores do hospedeiro, dentre
os quais se destacam os fatores imunologicos e os fatores externos (como o tabagismo).
Apesar de o virus ser necessario para o desenvolvimento das lesdes pré-malignas e do cancer
invasivo, ele ndo ¢ causa suficiente (PRIMO, et al., 2007). Diante disso,verifica-se que varios
elementos colaboram para que haja a infeccdo pelo HPV, como mas condigdes de vida,
promiscuidade e inicio precoce da atividade sexual (PAULA, 2006).

Em geral a infec¢do por HPV acomete jovens no inicio da atividade sexual, um
fendomeno transitéorio em cerca de 80% dos casos. Entretanto, uma pequena fragdo de
mulheres apresenta persisténcia da infec¢do, provavelmente por falha de mecanismos
imunoldgicos, o que pode provocar altera¢do no epitélio cervical e transformagao maligna. As
mulheres que apresentam infeccdo persistente por tipos virais de alto risco do HPV sao
consideradas o verdadeiro grupo de risco para o desenvolvimento do cancer
cervical. (RAMA et al., 2008). Das pacientes infectadas, o risco de progressdo para cancer
cervical invasivo ¢ de 1 a 2 por 1.000 mulheres ndo tratadas num periodo acima de 24 meses
(PRIMO, et al., 2007).

O ntmero de parceiros sexuais durante a vida ¢ um dos fatores associados mais
importantes, além de habitos dos parceiros e da idade do parceiro masculino em relagdo a da
mulher, com elevagao do risco quanto maior a idade do parceiro (BASEMAN ¢ KOUTSKY,
2005). Ainda ndo esta elucidado como o avancgar da idade influencia na prevaléncia do HPV
nas distintas popula¢des do mundo. Estudos mostram que as maiores prevaléncias sdo
encontradas em mulheres abaixo dos 25 anos, com progressivo decréscimo linear apds esta
idade, alcangando valores inferiores a 5% ap6s os 55 anos (BURK, et al., 1996; GIULIANO,
et al., 2001; KJAER, et al., 2000 e SANJOSE et al, 2003).

A explicagdo para a redugdo da prevaléncia com a elevagdao da idade resultaria de

mudancas nos héabitos sexuais, que tornariam as mulheres menos expostas. Entretanto, alguns
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estudos relatam queda na prevaléncia da infec¢do por HPV com o avango da idade mesmo em
mulheres que mantém continua e intensa atividade sexual. Isso sugere que essa queda ndo ¢ s6
decorrente do comportamento sexual e parece estar mais relacionada ao desenvolvimento de
imunidade tipo-especifica a infeccao (BURK, et al., 1996; KJAER, et al., 2000).

Além da faixa etaria, fatores relacionados a maior frequéncia de infeccdo pelo HPV,
como a gravidez, tabagismo, método anticoncepcional e infeccdes genitais, tém sido
estudados. Apesar de ainda existirem controvérsias sobre a questdo, alguns autores
demonstraram maior incidéncia de infeccdo por HPV em gestantes, sugerindo ser a gestagao
um fator de risco independente para infec¢do por HPV (MURTA et al., 2001).

Dados da literatura mostram que o uso de anticoncepcional ¢ um fator de risco para a
infeccdo por HPV. Outros autores sugerem que o anticoncepcional atuaria como cofator,
juntamente com alteracdes genéticas e alguns tipos de HPV, na transformagao de células e na
progressao das lesdes de baixo para alto grau (MURTA et al., 2001). O tabagismo tem sido
relacionado a infecgdo por HPV e com neoplasia cervical, devido principalmente a
imunossupressao local causada pelo mesmo, que permite com maior facilidade a penetracdo
do virus nas células (CASTELLSAGUE et al., 2002).

Dados de CONFORTINI, et al. (2010), demonstraram que mulheres fumantes, de
diferentes faixas etérias, apresentam maior incidéncia de infec¢do pelo HPV que as ndo-
fumantes. A presenca de coinfec¢des genitais, transmitidas sexualmente ou ndo, pode ter
importancia para a proliferagdo celular associada ao HPV, devido provavelmente, a umidade
do meio vaginal. Aliado a tal fato, ¢ descrito que as mulheres jovens estdo mais predispostas a
infecgdes tanto por HPV quanto por outros agentes infecciosos, pela imaturidade biologica da
cérvice devido a maior exposi¢ao do epitélio colunar da endocérvice (MURTA, et al.,2001;
MELLO, et al. 2010).

Outras doengas sexualmente transmissiveis (DST) como sifilis, herpes simples,
gonorréia, clamidia e HIV podem contribuir para a evolugdo das lesdes por HPV. Essas
infec¢des poderiam atuar como cofatores na ativagdo de mecanismos de transformacao celular
ou deprimindo a imunidade local do trato genital (CAVALCANTI, et al, 2000). Pacientes
HIV positivos possuem maior prevaléncia de infeccdo por HPV e maior susceptibilidade em

desenvolver lesdes de alto grau (HO, et al, 1994).

Formas de Transmissao

Ha, basicamente, duas formas de contagio pelo Papiloma Virus Humano, quando ha

contaminac¢do prévia de um dos envolvidos, pelo contato de pele com pele e por via sexual.
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Ha que se atentar ao fato de que as manifestagcdes da contaminagdo pelo virus podem variar, e
que, sobretudo, nas formas iniciais nem sempre ¢ facil identificar o individuo contaminado
(MCCANCE et al., 1994).

O HPV ¢ um virus com distribuicdo universal. As verrugas cutineas sdo afecgdes
virais muito freqiientes, com uma incidéncia estimada de 7% a 10% na populacdo européia e
de 1% na populagdo americana (HENGGE, 2004).

O HPV ¢ transmitido pelo contato direto ou indireto com o individuo que tem a lesao.
Disfungdes na barreira epitelial por traumatismos, pequenas agressdes ou maceragdes
provocam perda de solucdo de continuidade na pele, possibilitando a infec¢ao viral (LETO et
al., 2011).

Os subtipos de HPV que provocam as verrugas comuns nao tém relagdo com os canceres que
ocorrem na mucosa da genitdlia, do anus ou do colo do utero, pois eles ndo t€m capacidade de
infectar esta regido. O oposto também ¢ verdadeiro, ja que os subtipos que habitualmente provocam
lesdo das mucosas ndo costumam acometer a pele (PINHEIRO, 2016). Entretanto, existem algumas
excecdes a regra acima. Alguns subtipos capazes de provocar verrugas na pele também podem,
eventualmente, provocar verrugas genitais, tais como o HPV-1, HPV-2 e HPV-4. Esses subtipos,
porém, raramente causam verrugas genitais e quando o fazem tém baixa capacidade de gerar tumores
malignos (PINHEIRO, 2016).

O contagio das mucosas da vagina, vulva, anus, pénis e colo do ttero se da através da via
sexual. Hoje, sabe-se que a infecgdo pelo HPV ¢ a doenga sexualmente transmissivel mais comum
em todo o mundo, muito mais freqiiente que AIDS, gonorréia, sifilis ou qualquer outra DST. A
transmissdo do HPV pelo sexo oral € possivel, mas ¢ bem menos comum do que a transmissao
através do sexo vaginal ou anal. Alguns casos de cancer da orofaringe, laringe e esofago estdo
relacionados a este tipo de contaminagdo (PINHEIRO, 2016).

Exceto pelo compartilhamento de objetos sexuais, a transmissdo do HPV por outros tipos de
objetos inanimados, como toalhas, roupa de cama ou roupas intimas, ndo parece ocorrer. Da mesma
forma, ndo se pega HPV em banheiros publicos, piscina, sauna ou praia (PINHEIRO, 2016). Apds a
inoculagdo, o periodo de incubagdo varia de trés semanas a oito meses (HARWOOD et al.,

2000). Observa-se regressao espontanea na maioria dos casos (JABLONSKA et al., 1997).

Patogénese (fases da infeccio pelo HPV)

O HPV ¢ um virus que afeta exclusivamente as células epiteliais e sua replicagdo esta
relacionada ao processo de diferenciacdo dessas células no hospedeiro (FELLER et al., 2009).

O virus do HPV penetra na célula por meio da membrana basal, provavelmente pela formagao
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de microporos, e inicia sua replicagdo no nucleo da célula infectada, enquanto que a producdo

de virus maduros ocorre na membrana suprabasal (HASS et al., 2010). Ao penetrar na célula

ele ird se utilizar da mesma para futuramente se reproduzir. Esta fase de “hospedagem” na

célula alvo ¢ considerada fase latente da infeccdo (CARVALHO et al., 2000).

Podemos dividir as fases da infec¢ao pelo HPV, da seguinte forma (CARVALHO, 2007):

1.

Entrada no hospedeiro (ataque)

Apds o contato com uma pessoa infectada, o HPV inicia o ataque que ocorre em uma

célula alvo (geralmente células da camada basal ou parabasal), que apresenta um receptor

especifico.

O virus penetra através de:

Solugao de continuidade, que sdo lesdes na pele ou mucosa.

Zonas de Transformagdo (ZT), que € a transicao entre dois epitélios diferentes:
Colo uterino;

Locais do trato respiratorio superior (cavidade nasal, paranasal e seios da face);
Bronquios.

Replicac¢ido primaria (penetragio)

Ocorre nas células basais e parabasais do epitélio escamoso.
Tem centenas de particulas virais imaturas.
Nao estd integrado ao genoma do hospedeiro (forma epissomal).

Abertura e dispersao no hospedeiro (uncoating)

Apods penetracdo no citoplasma, a cépsula é total ou parcialmente removida e o
genoma viral é exposto.

Espalha-se de célula para célula.

Tropismo celular e tecidual (transcricio)

O virus entra no nticleo da célula alvo e continua seu ciclo de replicagdo executando a

transcri¢do do seu DNA em RNA. A transcri¢do ¢ restrita as células epiteliais escamosas.

Existe uma predile¢do para a pele e mucosas.

S.

Resposta imunologica do hospedeiro (translacio)

Seguindo a transcri¢do, o RNA transcrito € translatado em proteinas E (early) ou L (later).

6.

Replicacio secundaria (replicacio)
O genoma do HPV pode replicar em vdrias linhagens celulares indiferenciadas,

quando as proteinas E1 e E2 se expressam.
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= Somente a por¢ao do virus que alcanca o nucleo sofre replicagao.
7. Montagem das particulas virais (dano celular)
Ha estudos recentes tentando elucidar como as proteinas L1 e L2 interagem na fase de

montagem da capsula.

8. Maturacio e liberacio (persisténcia)

Esses estagios finais do ciclo de vida viral (montagem, matura¢do e liberagdo) sdo
dificeis de serem interpretados isoladamente, pois frequentemente ocorrem
simultaneamente.
= Maturacio: fase na qual o virus se torna infeccioso ocorrem mudancas estruturais na

particula viral, com mudancas estruturais no capsideo, detectado com diferenca na

antigenicidade.

= Liberacio: fase em que o virus ¢ eliminado da célula, ocorrendo uma ruptura celular,
conhecido como desabrochamento. Talvez o gene E4 esteja envolvido na liberagdo por
alterar a integridade do esqueleto celular, pois ¢ encontrado aos filamentos de

queratina.

As células da pele e mucosa sob acdo do HPV sofrem modificagcdes se multiplicando,
ficando abauladas, com citoplasma cheio de vacuolos; o nucleo fica deformado e ¢ jogado

para a periferia da célula.

Alteragoes Citologicas Observadas

* Coilocitose: A célula apresenta o seu citoplasma vacuolizado, com o nucleo
localizado na periferia.

= Discariose: Os nticleos estdo mais hipercromicos e alterados em sua forma (divididos
em dois, disformes, etc.).

= Disceratose: A queratinizacdo esta alterada (hiperceratose ou paraceratose). Essas
alteracdes nas células sdo observadas, externamente, como uma elevacio da pele ou

mucosa, ou seja, sdo as verrugas caracteristicas da infec¢do pelo virus.

Sintomas

Geralmente a infec¢do pelo HPV ndo apresenta sintomas. Muitas vezes, o Unico sinal

indicativo da infec¢do € a presenca de verrugas, papulas ou manchas, em algum lugar da pele
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e mucosa. O risco e a sintomatologia da infec¢cdo pelo HPV sdo distintos entre os géneros. Os
homens sdo geralmente assintomaticos, e as mulheres podem desenvolver inflamag¢des no
trato reprodutivo (CASTRO-VASQUEZ; ARELLANO-GALVEZ, 2010).

Ainda que a maioria das infecgdes siga um curso benigno e se resolva
espontaneamente, a infec¢do persistente, por certos sorotipos de HPV, estd associada com o
desenvolvimento de canceres (PIQUE; JOSE, 2008). Dentre estes, incluem-se os de cérvice,
vagina, vulva, pénis, cavidade oral, pescoco, cabega e regido anal.

Os homens podem apresentar verrugas genitais assintomaticas, dai o fato de muitos
homens conviverem com as verrugas por anos sem procurar um tipo de tratamento. O que
encontramos com freqiiéncia ¢ a associagdo da infeccdo pelo HPV em pacientes com fimose e
balanopostite. Antes de fazer uma peniscopia essa infec¢do deve ser tratada. Ja as mulheres
podem apresentar além das verrugas, infecgdes associadas que se expressam como
corrimentos vaginais, vulvovaginites e colpites (inflamagao do colo uterino) (CARVALHO et
al., 2007).

A maior prevaléncia de HPV ¢ observada em mulheres sexualmente ativas com idade
inferior a 25 anos. O HPV genital ¢ encontrado em aproximadamente 10-40% dessas
mulheres. A maioria dessas infec¢des parece ser auto-limitada e ndo estd associada com
alteracdes citologicas detectaveis pela triagem do Papanicolaou. Uma minoria de mulheres
que apresentam diagnostico positivo para HPV desenvolvem alteragdes citologicas de baixo
grau (SCHIFFMAN, 1992; DE VILLIERS et al.,1992).

A maior incidéncia de lesdes de alto grau ocorre em mulheres com mais de 25 anos de
idade (SCHIFFMAN, 1992). Esses achados sugerem que HPV de alto risco, normalmente
produz uma infeccdo inaparente transitoria na area cérvico-vaginal. Algumas mulheres
desenvolvem uma infec¢do persistente nesse tecido, talvez como resultado de um mecanismo
de defesa deficiente. LesOes persistentes podem progredir para cancer cervical nessas
mulheres (LIMBERGER et al., 2012).

Caso a verruga se localize na uretra, podemos ter hematuria e disuria; na boca
podemos ter sangramento oral e a percep¢do da lesdo pela lingua; nos olhos, podem
apresentar incomodo ao piscar e dependendo da localizagao, alteragdes visuais (CARVALHO
etal., 2007).

Como ja dito anteriormente, ha diversos subtipos de HPV, e cada um tem preferéncia por

determinada area do corpo (PIQUE; JOSE, 2008):
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= Os subtipos 1, 2, 4, 26, 27, 29, 41, 57, 65 e 75 a 78 costumam causar as verrugas comuns de
pele.

= Os subtipos 3, 10, 27, 28, 38, 41 e 49 também provocam verrugas na pele, mas sdo
geralmente as chamadas verrugas planas.

= Ossubtipos 1, 2, 4, 60, 63 provocam as verrugas nas plantas dos pés.

= Os subtipos subtipos 1 a 6, 10, 11, 16, 18, 30, 31, 33, 35, 39 a 45, 51 a 59, 70 e 83 podem
provocar verrugas genitais ou anais (condiloma acuminado). Obs: 90% das verrugas genitais
sdo provocadas pelos subtipos 6 ¢ 11.

Os HPV-16 e HPV-18, que sdo os mais relacionados ao cancer do colo do utero, ndo costumam

provocar sintoma algum. O diagnostico da infeccdo ocorre geralmente através do exame citoldgico

de papanicoalou e a colposcopia com biopsia (MUNOZ et al., 2003).

Diagnostico

Quanto a apresentacdo da infeccdo, esta pode manifestar-se na forma /atente, cujo
diagnéstico € realizado unicamente por métodos de biologia molecular; subclinica, onde nao
sdo visualizados sintomas clinicos, mas ha alteragdes sutis, tais como coilocitose, disqueratose
e multinucleagdo; detectados por peniscopia, colpocitologia, colposcopia e/ou bidpsia; ou
clinica, na qual ha lesdes clinicas evidentes chamadas condilomas ou papilomas (XAVIER et
al., 2007).

Nos casos das verrugas de pele ou genitais, o diagnostico do HPV ¢ clinico, através de um
simples exame fisico com deteccdo da presenca da verruga, ndo sao necessarios outros testes. No
caso especifico das verrugas genitais, apesar do diagndstico do HPV ser dbvio, ¢ importante que o(a)
paciente seja testado(a) para outras DSTs, pois € muito comum que uma pessoa tenha mais de uma
DST ao mesmo tempo (PINHEIRO, 2016).

Ja o diagnostico do HPV nas mulheres com o colo do utero infectado ¢ mais complexo. Nao ha
sintomas € nem sempre os achados no exame Papanicolaou sdo caracteristicos de infecgdo pelo
HPV. Para pesquisar a presenga do virus, o ginecologista precisa colher durante o exame
ginecoldgico uma pequena amostra de material do colo do utero e do interior da vagina. Esse
material ¢ enviado para o laboratdrio para que se possa procurar a presenca do HPV. Se houver HPV
presente, o laboratorio € capaz de informar qual € o subtipo do virus responsavel pela infec¢do
(PINHEIRO, 2016).

Recomenda-se a realizagdo de colpocitologia a mulheres sexualmente ativas ou com idade
igual ou superior a 25 anos, com repeti¢do em um ano caso o resultado seja normal, e a seguir

trienal. O exame colpocitoldgico, para ter maior agdo preventiva, deve ser realizado, também,
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na presenga de fatores de risco como inicio precoce da atividade sexual e historia de multiplos
parceiros, ou bianual quando ndo ha fatores de risco (DERCHAIN et al., 2005; NOVAES,
20006).

As adolescentes e mulheres mais jovens ndo estdo inclusas nos programas de
rastreamento, porque nelas ha predomindncia de lesdes de baixo grau com elevada taxa de
regressdo. Dessa forma, devem-se realizar praticas educativas e assistenciais que possam
atuar sobre a realidade cultural das adolescentes e suas familias, j4 que aquelas estdo
iniciando, cada vez mais cedo, sua vida sexual (ORIA e ALVES, 2004).

Na adolescéncia, o colo normal, na maioria das vezes, apresenta uma ectopia com zona de
transformagdo imatura. Na menacme, 20% das mulheres apresentardo o que chamamos de
colo padrao, isto ¢, presenga de epitélio escamoso original e colunar, com a jun¢do escamo
colunar no orificio externo. E comum a presenga de ectopia com zona de transformacio
imatura ou madura, principalmente nas usudrias de contraceptivos hormonais (PANISSET e
FONSECA, 2009).

Embora o Brasil tenha sido um dos primeiros paises do mundo a introduzir o exame
Papanicolaou, na década de 1940, para a deteccdo precoce do cancer de colo do utero, a
doenga continua a ser um grave problema de satide publica, principalmente em regides menos
privilegiadas como a regido norte, onde a iniciacdo sexual ¢ cada vez mais precoce. Isto
porque apenas 30% das mulheres submetem-se ao exame citopatoldgico pelo menos trés
vezes na vida, o que resulta em diagnoésticos ja em fase avancada em 70% dos casos (MELLO
et al., 2010).

A citologia cérvico-vaginal, ou colpocitologia oncoética, ¢ o método mais difundido
mundialmente para rastreamento da neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Essa técnica de
detec¢do, conhecida popularmente como Papanicolaou, ou simplesmente exame preventivo
ou de prevencao, vem sendo utilizada em alguns paises, com sucesso, por mais de 30 anos e
resultou em importante reducdo dos indices de mortalidade por cancer cervical, ao redor de
50% a 70%. Entretanto, as taxas de mortalidade por cancer cervical permaneceram estaveis e
até aumentaram em paises com poucos recursos para implantagdo de programas de
rastreamento organizados (RAMA, et al., 2006; PRIMO, et al.,2007).

Quanto mais precoce for o diagndstico e a intervencdo, maior a chance de sobrevivéncia
da mulher, tornando o tratamento mais simples, menos agressivo ¢ de menor custo (PAULA,
2006).

Os métodos diagnosticos das lesdes induzidas por HPV sdo morfologicos e incluem o

exame clinico, a colposcopia, a citologia oncoldgica e a histologia. Ja a identificacdo da
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infeccdo por HPV propriamente dita inclui os métodos bioldgicos, como as hibridizagdes
moleculares de acidos nucléicos, tipo Southern Blot, captura de hibridos, hibridizagao in situ e
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) (RAMA, et al, 2008).
= No ano de 2004 as lesdes relacionadas ao HPV foram assim divididas pelo
Ministério da Satde (MS):
= Lesdes de baixo grau, lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau (LSIL), lesdo
escamosa intraepitelial (SIL), neoplasia intraepitelial cervical grau I (NIC I),
infeccdo pelo HPV e displasia leve;
= Lesdes de alto grau, lesdo escamosa intraepitelial de alto grau (HSIL), lesdo
escamosa intraepitelial II (SIL II), neoplasia intraepitelial cervical grau I (NIC II),
ou displasia moderada;
= (Carcinoma in situ, neoplasia intraepitelial grau III (NIC III), ou displasia
acentuada.
Hé ainda outros diagnosticos:
= (Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS);
= (Células glandulares atipicas de significado indeterminado (AGUS): em que se
percebem anormalidades, mas ndo sdo suficientes para a conclusdo de que

realmente existe doenca (OLIVEIRA, et al., 2007).

Muitas vezes, somente a avaliagdo clinica ndo ¢ suficiente, porque ndo detecta as
lesdes subclinicas, que sdo identificadas somente com o uso de um instrumento Optico de
magnificacdo. O estdgio subclinico ¢ considerado o principal responsavel pela transmissao
sexual da infec¢@o pelo HPV, como também, ¢ capaz de tornar o homem um reservatdrio e

agente perpetuador da infec¢do (HATCH; 1999).

Prevencao

Um dos métodos mais simples de prevencdo ¢ o uso do preservativo. No entanto, ndo pode
ser considerada uma medida 100% eficaz contra a transmissdo do HPV, porque o virus pode estar
presente em areas da genitalia que ndo ficam cobertas pelo preservativo (PINHEIRO, 2016).

Percebe-se que a realizagdo do exame citopatoldgico ¢ uma das principais estratégias
da equipe de saude para o controle do cancer do colo uterino. Segundo publicagdo do
Ministério da Satde, a principal estratégia utilizada no Brasil para deteccao

precoce/rastreamento do cancer do colo do utero ¢ a realizagdo da coleta de material para
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exames citopatologicos cervico-vaginal e microflora, conhecido popularmente como exame
preventivo do colo do utero (BRASIL, 2016).

As vacinas contra HPV sdo muito eficazes, com taxas de sucesso acima de 95%,
principalmente quando administradas em meninas jovens, que ainda ndo comecgaram a sua vida

sexual e, portanto, nunca tiveram contato com o virus HPV (PINHEIRO, 2016).

Vacina

Estudos epidemioldgicos internacionais tém mostrado que o HPV 16 ¢ o responsavel
pela maioria dos canceres do colo do utero, seguido pelo HPV 18. Juntos, perfazem cerca de
70% dos casos. Os HPVs 6 e 11 sdo responsaveis por 90% das verrugas genitais (condilomas
acuminados) (MUNOZ et al., 2004).

Existem duas vacinas disponiveis contra o HPV: Gardasil (guardian of squamous
intraepitelial lesion) também conhecida por Silgard, desenvolvida por Merck Sharp & Dohme
(New Jersey, Estados Unidos) e Cervarix (cervical + Rixenxart) desenvolvida por
GlaxoSmithKline (Rixensart, Bélgica). Ambas as vacinas sdo produzidas através de enge-
nharia genética, utilizando a tecnologia do DNA recombinante (virus cujo genoma deriva-se
da combinagdo dos genomas de duas ou mais cepas virais diferentes), e constituidas de “pseu-
doparticulas virais”, ou virus-like particles (VLPs) (SIMOES, 2010).

Ambas as vacinas sdo destinadas contra o HPV 16 e 18, associados com 70% dos
casos de cancer cervical e 40% dos carcinomas da vulva. Porém, a quadrivalente também ¢
dirigida contra os HPVs 6 e 11, relacionados com 90% das verrugas anogenitais (USHER et
al., 2008).

No Brasil, desde o inicio de 2014, o Ministério da Saude tem disponibilizado no SUS a
vacina quadrupla para meninas entre 9 e 13 anos de idade (BRASIL, 2004). A vacina contra o HPV
foi desenvolvida com o objetivo de reduzir os casos de cancer do colo de utero nas mulheres. Porém,
por ser uma causa importante de cancer peniano e anal, correspondendo a cerca de 40% dos casos, a
vacinagao contra o HPV também pode ser feita em homens (CARVALHO et al., 2007).

A meta dessas vacinas € prevenir a infec¢do primaria ou persistente do HPV e prevenir
as lesdes pré-invasivas e o cancer cervical, através da indu¢do de uma resposta de anticorpos
neutralizantes contra epitopos (um local especifico de um antigeno onde os anticorpos se
ligam) conformacionais das proteinas da capside (L1) dos HPVs (LOWY et al., 2006).

Um més apos a terceira dose da vacina de HPV, aproximadamente 100% das mulheres

com idade entre 15 e 26 anos t€m anticorpos detectaveis para cada genotipo HPV, com os
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niveis sendo de 10 a 104 vezes maior do que nas infec¢des naturais (HARPER et al., 2004;
HARPER et al., 2006; VILLA et al., 2006).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou a vacina
quadrivalente para uso em meninas e mulheres com 9 a 26 anos e a bivalente para
administracdo a meninas e mulheres na faixa etaria de 9 a 25 anos (PANISSET e FONSECA,
2009). Em casos selecionados, quando o médico entender que a vacinagao trara reais beneficios para
o paciente, a vacina pode ser indicada também para pessoas acima dos 26 anos.

Do ponto de vista de satude publica, entretanto, a vacinagdo em massa da populacao ¢ feita de
forma diferente. No Brasil, o calendario vacinal s6 indica a vacinagdo em meninas entre 9 ¢ 13 anos
de idade, visto que ¢ muito mais eficaz se tomada por pessoas que nunca foram expostas ao HPV.
Isso ndo significa que homens ou mulheres até 26 anos ndo possam recorrer ao sistema privado de
saude para se vacinarem (PINHEIRO, 2016).

Ja ter sido contaminado previamente com um subtipo de HPV nao contraindica a realizagdo
da vacinagdo. Atualmente, por falta de estudos que comprovem sua seguranca para o feto, a
vacinagdo contra o0 HPV ndo estd indicada para as gestantes. Por outro lado, durante o aleitamento
materno ndo ha contraindicagdes. Como a vacina € feita com virus inativo, ela pode ser administrada
em pessoas com HIV ou qualquer outra causa de imunossupressao (PINHEIRO, 2016).

A duragdo da imunidade apds a vacinagdo e a titulagdo minima de anticorpos
protetores para evitar a doenga ainda ndo estdo claras (MARKOWITZ et al., 2007). Apos a
terceira dose, os titulos de anticorpos caem por dois anos até atingir um platd, apesar de a
quantidade de anticorpos produzidos por estimulo vacinal ser maior do que por infec¢do
natural. Estudos s6 confirmaram prote¢do por cinco anos. Um seguimento de 15 anos nos
sujeitos vacinados na Europa ird prover informagdes essenciais sobre a durabilidade da
protecdo (BORSATTO et al., 2011).

Quando administrada ainda na infancia, antes do inicio da vida sexual, a vacinacdo tem uma
eficacia de quase 100% na prevencdo de tumores malignos do colo do utero provocados pelos
subtipos 16 e 18. Quando administrada em mulheres mais velhas, j4 com vida sexual ativa e,
portanto, com maior risco de ja terem sido previamente expostas ao HPV, a eficécia cai para 44%.
Nos homens nunca expostos a0 HPV, a eficécia da vacina € um pouco mais baixa que nas mulheres,
mas, ainda assim, atinge os 90% (PINHEIRO, 2016).

Ao contrario do que ocorre em varias doengas infecciosas, ainda ndo existem sorologias pos-
vacinagdo para o HPV, ou seja, exames de sangue que sirvam para medir a concentragdo sanguinea
de anticorpos contra o papiloma virus humano ap6s a vacina. Entre os grandes estudos cientificos

que comprovam a eficacia da vacina contra 0 HPV, podemos destacar 3 deles (PINHEIRO,2016):
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* The FUTURE I trial - No qual a vacina quadrivalente foi 100% efetiva na prevencado de
verrugas anogenitais, neoplasias vulvar e vaginal, NIC1, NIC 2, NIC 3 e adenocarcinoma in
situ.

= The FUTURE II trial - No qual a vacina quadrivalente apresentou 98% de eficicia na
prevencao de casos de NIC 2, NIC 3, adenocarcinoma in situ ou cancer de colo de utero.

= PATRICIA (Papilloma trial against cancer in young adults) — No qual avacina bivalente
apresentou eficacia de 93% na prevengao de casos de NIC 2, NIC 3, adenocarcinoma in situ
ou cancer de colo de utero.

No que diz respeito ao preparo e a administracdo, a vacina quadrivalente ¢ preparada de
maneira estéril para injecdo intramuscular de 0,5 ml no seguinte esquema: més 0; 2; 6. Esse ¢
o esquema vacinal padrdo, porém ja estdo definidos os intervalos minimos. Entre a primeira e
segunda dose, o intervalo minimo ¢ de um més; entre a segunda e terceira, trés meses. Em
caso de administracio de dose menor do que a recomendada, a dose correta deve ser
readministrada (MARKOWITZ et al., 2007).

Caso a vacinacdo seja interrompida, o esquema ndo deve ser reiniciado. Se a série for
interrompida apds a primeira dose, a segunda deve ser administrada assim que possivel e o
intervalo entre a segunda e terceira doses pode ser reduzido para trés meses. Se apenas a
terceira dose estiver atrasada, deve ser administrada assim que possivel (MARKOWITZ et al.,
2007).

A vacina quadrivalente tem sido amplamente licenciada em varios paises pelo risco-
beneficio assumido. Em ensaio clinico fase III, Gardasil® foi avaliada em grupo de 5.455
mulheres, com 16 a 24 anos, sem histoérico de lesdes clinicas e citologia normal. Nesse ensaio,
foram apontadas taxas de eficacia de 100% frente aos quatro subtipos de
HPV, 100% na prevencao de NIC e adenocarcinoma in situ (AIS), 95% para lesdes
anogenitais, 98% para todos os graus de lesdes cervicais, 91% para lesdes vulvar ou vaginal
de alto grau e 100% para AIS (GARLAND et al., 2007).

A vacina bivalente, em ensaio com 1.113 mulheres (15- 25 anos), também mostrou ser
segura, bem tolerada e altamente imunogénica. A eficicia foi de 91,6% durante infeccdo
incidente ¢ 100% na infeccdo persistente, com diagndstico confirmado de HPV 16 e 18
(HARPER et al.,2004).

Apesar da vacina contra o HPV ser considerada bastante segura, ¢ importante lembrar que
ela pode causar efeitos colaterais leves, como dor no local na injecdo, dores de cabega, tonturas e
nauseas. Como a vacina serd administrada em milhdes de pessoas, € natural que nos proximos meses

e anos sejam reportados varios casos de efeitos colaterais leves. Isso, porém, nao significa que a
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vacina seja perigosa e ndo deva ser tomada. Vdrias outras vacinas presentes no calendario vacinal ha
décadas também apresentam efeitos colaterais leves frequentes (PINHEIRO, 2016).

Os eventos adversos decorrentes da vacinagdo podem ser classificados em locais ou
sistémicos. Na maioria dos individuos, houve uma boa tolerancia e os efeitos adversos mais
relatados foram os locais (LEPIQUE et al., 2009). Esses eventos foram 6% a 8% mais
frequentes do que os produzidos pelo placebo (DAWAR et al., 2007), e a maioria deles (94%)
foi de intensidade leve ou moderada. Os mais comuns foram: reagdo no local de aplicagdo
com dor, edema e eritema (TEJEDA et al., 2007).

Em relacdo aos efeitos sistémicos, ndo houve diferenca na frequéncia entre os que
receberam a vacina ou o placebo (DAWAR et al., 2007). Os mais observados foram febre,
nausea, diarreia, vOmito, tontura, mialgia, dor de dente, infec¢do de trato respiratorio,
indisposi¢do, artralgia, insonia e congestdo nasal, todos de intensidade leve ou moderada
(MCLEMORE, 2006). Obitos, Sindrome de Guillain-Barré, trombose e outros sintomas
graves ja foram reportados, mas ndo se pdde estabelecer relagdo causal direta com a vacina

(PINHEIRO, 2016)

Tratamento

Com base nos levantamentos epidemiologicos realizados em todo o mundo, admite-se
a importancia de esclarecer quanto aos aspectos clinicos e subclinicos da infec¢ao pelo HPV,
bem como sugerir tratamentos capazes de eliminar ou amenizar as lesdes, uma vez que nao
existe uma terapéutica comprovadamente capaz de eliminar o HPV nem um protocolo clinico
estabelecido para cada grau da infec¢do. Nesse caso, a escolha do tratamento tem como base
principal o grau de agressividade da lesdo, os custos e recursos envolvidos e os efeitos
adversos (FIGUEIREDO et al., 2013).

A abordagem terapéutica atual consiste basicamente em eliminar as lesdes clinicas
utilizando agentes quimicos, fisicos e imunomoduladores. Ainda assim, mesmo diante das
alternativas disponibilizadas, ndo existe até o momento uma padronizacdo terapéutica, sendo
distintas as abordagens realizadas clinicamente (SQUIQUERA, 2006).

O tratamento do HPV tem como objetivo inicial eliminar os sintomas, amenizar a
carga psicologica decorrente do estigma social e melhorar o aspecto estético do paciente,
principalmente no que se refere aos condilomas. Além disso, tenta-se com a eliminacdo das
lesdes diminuir a transmissibilidade da infec¢@o, que parece ser mais significativa na presenga
das verrugas. Entretanto ndo hd, até o momento, uma terapéutica comprovadamente capaz de

erradicar o HPV, nem um tratamento ideal para todos os pacientes. Desta forma, a
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individualizacdo do tratamento, feito ora de maneira conservadora, ora invasiva ou até mesmo
combinada, parece ser a conduta mais adequada (CARVALHO et al., 2010).

Entre os fatores que podem influenciar a escolha do tratamento estdo o tamanho, o
nimero, a morfologia e o local da lesdo; além da preferéncia do paciente, custos,
disponibilidade de recursos, conveniéncia, efeitos adversos e experiéncia do profissional de
saude. Estao disponiveis para a terapéutica contra o HPV os tratamentos quimicos, fisicos e
imunomoduladores (BRASIL, 2016).

De modo geral, os tratamentos conservadores sdo indicados para individuos com
lesdes de menor extensdo. Neste sentido, a aplicacdo de agentes quimicos constitui uma
abordagem terapéutica citodestrutiva, estando disponiveis op¢des como podofilina,
podofilotoxina, acidos bi e tricloroacéticos, 5-fluorouracil (5-FU), imiquimode e cidoforvir
(CARVALHO et al., 2010; BRASIL, 2016).

Os métodos fisicos utilizam técnicas abrasivas e excisionais importantes, tais como
eletrocauterizagdo, conizagdo, laser e crioterapia (WOLSCHICK et al., 2007).
Frequentemente estes procedimentos sdo dolorosos, podem resultar em cicatrizes e requerem
o uso de anestesia. Além disso, a recorréncia do quadro ocorre com freqiiéncia (BRANDT et
al., 2010).

No que diz respeito ao tratamento utilizando agentes imunomoduladores, observa-se o
corrente uso do Imiquimode, o qual se trata de um agente imunomodulador sintético
pertencente a classe das aminoquinolinas com atividade antitumoral e antiviral. O
medicamento foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para tratamento do
condiloma anogenital em 1997. No Brasil, seu uso foi liberado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para maiores de 12 anos (MANZIONE et al., 2010).

O imiquimode ndo destroi as lesdes, mas induz a secre¢dao local de citocinas, que
contribuem para a eliminagao das lesdes. Ao mesmo tempo, mantendo a imunidade favoravel,
as taxas de recorréncia com este medicamento sdo menores do que com a podofilotoxina
(BALAGUERA et al., 2006). Deve ser administrado por via topica uma
vez ao dia, trés vezes por semana, em noites alternadas, durante oito a dezesseis semanas
(MANZIONE et al., 2010). Apds 6 al0 horas da aplicacdo, o creme de imiquimode a 5%
deve ser lavado com 4gua e sabao neutro. Com este seguimento, o medicamento provou ser
bem tolerado, seguro e eficaz (GOTOVTSEVA et al., 2008; DIAMANTIS et al., 2009).

Outro imunomodulador bastante utilizado ¢ o Interferon.Os interferons (IFNs) sdo um
grupo de proteinas imunoreguladoras sintetizadas por linfocitos T, macrofagos, fibroblastos e

outros tipos de células, apds estimulag@o por virus, antigenos, mitogenos, DNA de dupla fita
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ou lectinas. Eles se ligam a receptores especificos nas membranas celulares e exibem seus
efeitos aumentando a capacidade dos macrofagos para destruir células tumorais, virus e
bactérias e reforgando a atividade citotoxica dos linfocitos T (LT) (YANG et al., 2009).

Devido a ag¢do imunoestimulante e antiviral, o tratamento com IFN ¢ indicado para
verrugas, sendo administrado localmente (injecdes intralesionais e aplicacdes tOpicas) ou
sistemicamente (injegdes subcutinea e intramuscular). Ao contrdrio dos tratamentos
convencionais utilizando os métodos fisicos ou quimicos, que destroem as lesdes apenas
visivelmente e possibilitam a persisténcia do HPV no epitélio adjacente as lesdes tratadas, o
IFN possui capacidade de erradicar o virus de todas as células afetadas devido ao seu efeito
imunomodulador (YANG et al., 2009).

O uso do IFN pode ser indicado em alguns casos, mas seu uso rotineiro ndo ¢
recomendado devido aos efeitos colaterais (febre, calafrios, cefaléia, alteracdes de
comportamento, nausea, supressdo da medula 6ssea, neurotoxicidade) e o elevado custo, além
da necessidade de frequentes visitas a clinica (SQUIQUERA, 2006; MARIANELLI &
NADAL, 2011), sendo contra-indicado para pacientes em lesdes de mucosas e em pacientes
imunodeprimidos (BALAGUERA et al., 2006).

No colo do utero, as lesdes provocadas pelo HPV sdo classificadas em Lesdes Intra-
epiteliais de Baixo Grau/Neoplasia Intra-epitelial grau I (NIC I), que refletem apenas a
presenca do virus, e em Lesdes Intra-epiteliais de Alto Grau/Neoplasia Intra-epitelial graus I1
e III (NICII ou IIT), que sdo as verdadeiras lesdes precursoras do cancer do colo do utero. As
lesdes de baixo grau ndo oferecem maiores riscos, tendendo a desaparecer mesmo sem
tratamento na maioria das mulheres. A conduta recomendada é a repeticdo do exame
preventivo em seis meses. O tratamento apropriado das lesdes precursoras ¢ imprescindivel
para a redug¢do da incidéncia e mortalidade pelo cancer do colo uterino. As diretrizes
brasileiras recomendam, apos confirmagdo colposcopica ou histologica, o tratamento
excisional das Lesdes Intra-epiteliais de Alto Grau, por meio de exérese da zona de
transformagdo (EZT) por eletrocirurgia. S6 o médico, apds a avaliagdo de cada caso, pode

recomendar a conduta mais adequada (INCA, 2016).
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a citologia cervical, com foco na prevaléncia e identificagdo de sorotipos
do Papilomavirus Humano (HPV) em mulheres indigenas nativas do extremo norte da
Amazonia vivendo em areas com diferentes estilos de vida e interacdes com a sociedade
ocidental: mulheres da tribo Yanomani, que se encontram isoladas, no interior da Amazdnia,
com um estilo de vida baseado em caga e colheita; e mulheres das tribos Macuxi e Wapishana

que vivem nas proximidades da sociedade ocidental.

Métodos: Para selecionar um grupo representativo de cada area, foram utilizadas amostragens
aleatdrias por conglomerados, considerando-se cada aldeamento como representante de um
dos grupos. Amostras de material da cérvice uterina foram coletadas para classificagdo
citologica e identificacdo e determinacdo dos tipos de HPV, utilizando-se os métodos de
ultima geracdo de amplificagdo da PCR e sequenciamento do genoma. O estudo foi aprovado

pelo IRB Nacional e pelos lideres das tribos.

Resultados: 664 nativas de 13 aldeias indigenas foram registradas, com uma taxa de
participagdo de 76%. Yanomami apresentaram maiores taxas de citologia anormal (5,1%
versus 1,8%, p=0,04) e predominancia do tipo HPV de Alto Risco (37,4% versus 2,5%,
p<0,001). Mulheres Yanomami > 35 anos tinham risco significativamente mais elevado de
apresentar HPV de Alto Risco, diferenga ndo observada em mulheres < 35 anos dos diferentes
grupos. A predominidncia do HPV diferiu significativamente no grupo de mulheres
Yanomami geograficamente isoladas (p<0,004). Os tipos de HPV mais comuns foram: HPV

31 (8,7%), HPV 16 (5,9%) e HPV 18 (4,4%).

Conclusao: Mulheres de origem Yanomami isoladas tinham um maior risco de serem HPV+,
com as taxas proporcionalmente mais elevadas com o aumento da idade. Os estudos do HPV
em grupos isolados, com sociedades baseadas em coleta/caga, sugerem que sua persisténcia
de longo prazo ¢ uma caracteristica presente desde humanos pré-histdricos e que os padrdes
que mostram uma reducdo de acordo com a idade nas sociedades ocidentais parecem
representar uma mudanga recente. Esses estudos tém implicagcdes na prevencdo do cancer

cervical e na melhor compreensdo das relagdes virus-hospedeiro.



41

Palavras chave: Indigenas, Servicos de saude. Indios, América do Sul. Grupos étnicos.

Saude da Minoria. Neoplasia cervical intraepitelial. Virus do Papiloma Humano.

Consideracoes iniciais

Estima-se que ocorram 500.000 novos casos de cancer cervical (CC) por ano no
mundo. Destes, 80% ocorrem em paises de renda baixa ou media, como o Brasil', pais onde
sdo registrados 15.900 casos por ano, correspondendo a uma incidéncia de 19/100.000
habitantes®. Na Regido Amazénica do Brasil, o CC é um sério problema para a satude publica.
Um estudo baseado na populagdo de 2010 revelou uma taxa anual de incidéncia de
46/100.000 nessa regido, que apresenta a maior taxa de incidéncia do pais. Estima-se que
aproximadamente 15% da populagdo amazonica no Brasil seja de indigenas®. Entretanto, 23%
dos casos de céncer cervical dessa regido ocorrem em mulheres nativas’, o que sugere um
maior risco de CC (taxa estimada de 110/100.000), representando uma das maiores taxas
reportadas do mundo’.

Apesar da melhoria da saude das populagdes indigenas constituir uma prioridade para
as organizagdes de assisténcia médica, os perfis de saude e epidemioldgico das mulheres
indigenas continuam desconhecidos, em parte, pela falta de pesquisa e pela precariedade dos
sistemas de informagdo sobre a morbidade e mortalidade desses grupos’. Na América do Sul,
alguns estudos tém avaliado a prevaléncia do HPV e de lesdes intraepiteliais cervicais em
mulheres indigenas nas florestas, enquanto muitos outros investigam grupos indigenas das
regides mais urbanizadas do continente. Em grupos da América do Sul com interagdes
permanentes com a sociedade ocidental, foi mencionado o predominio do HPV em mulheres

sem sintomas, numa faixa de 14 a 60%"'°

. Um estudo que analisou as variantes do HPV16
em mulheres da tribo Quechua (grupo étnico integrado com a sociedade ao redor) que
habitam a regido de fronteira entre a Argentina e o Brasil mostrou que variantes Europeias
foram detectadas em 69% dos gendtipos do HPV 16, refletindo assim a possivel influéncia da
colonizagdo Luso-Hispanica nos Incas e nos seus descendentes naquela regido''.

Atualmente, os grupos indigenas mais isolados encontram-se na Floresta Amazonica.
Esses apresentam altas taxas de CC e pouco se conhece a respeito do HPV. Um estudo
realizado por Ong et al.'> investigou infec¢des causadas pelo HPV em mulheres de trés

grupos indigenas isolados, pertencentes a Amazodnia Brasileira, 20 anos atras (Tiriyo, Waiapi

¢ Mundurukt). Foi constatada uma prevaléncia de 14,4% do HPV, mas foram avaliados
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apenas 19 tipos de HPV genital. O sequenciamento dos genomas das amostras revelou mais
de 10% de variabilidade em relagdo ao gendtipo mais proximo, € isso sugere que,
possivelmente, esses grupos apresentem tipos originais, particulares da populacdo Amazonica
nativa.

Populagdes diferentes, especialmente grupos indigenas isolados, podem apresentar
caracteristicas distintas das infeccdes pelo HPV, de acordo com seus antepassados, estilo de
vida e comportamento sexual. Além disso, ¢ necessario conhecimento sobre a epidemiologia
do HPV para que se entenda o papel etiologico dos diferentes tipos e variantes de HPV nessas
populagdes, a fim de se desenvolver estratégias de prevengao contra o CC. Grupos indigenas
isolados (Yanomami) e grupos com uma interacdo permanente com a sociedade (Macuxi e
Wapishana) habitam o extremo norte da Amazonia brasileira, apresentando assim uma
diferenca ecologica que pode ser utilizada para investigar a influéncia do isolamento e
condi¢des de vida pré-historicas sobre a diversidade do HPV e das doencas cervicais
associadas. Até hoje, o predominio e diversidade do HPV nesses grupos ndo havia sido
estudado. O objetivo da presente investigacdo ¢ avaliar a prevaléncia de lesdes cervicais

intraepteliais e do HPV em grupos indigenas da regido amazonica.

Metodologia

Planejamento do Estudo

Foi realizado um estudo transversal, que se baseou na selecdo de amostras aleatdrias
de mulheres indigenas provenientes do norte da regido amazdnica brasileira, para coleta de
amostras bioldgicas (swabs cervicais), entre fevereiro e julho de 2013. Esse estudo foi
projetado para avaliar a prevaléncia de lesdes cervicais intraepiteliais, utilizando citologia, e
infec¢des por HPV, utilizando amplificagdo por PCR e sequenciamento do genoma de ultima
geracdo (NGS) em populacdes previamente ndo vacinadas contra o HPV, comparando os dois
grupos definidos a seguir.

Local e Participantes

Devido a fatores culturais, étnicos e antropomorficos, o Governo Federal do Brasil
dividiu os grupos indigenas do Norte da Amazdnia em duas regides geograficas (i.e., Distritos
de Saude Indigena): Distrito Indigena do Leste (composto principalmente pelos grupos
Macuxi e Wapishana), e o Distrito Indigena Yanomami (composto pelos grupos Yanomami e

Yekuana) (Figura 1).
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Com uma populagdo estimada de 40.000 habitantes®, os povos indigenas do Distrito
Indigena do Leste sdo representados principalmente pelos Macuxi e pelos Wapishana. Eles
pertencem a filiacdo linguistica Karib e ao grupo étnico Pemom. Esses grupos podem ser
caracterizados por terem uma barreira étnica muito ténue com a sociedade ndo indigena'’. O
primeiro contato dos Macuxi com a civilizagdo ocidental ocorreu durante a colonizagao
portuguesa, na metade do Século 18. Atualmente, a maioria dos membros desses grupos
étnicos pode ser considearad como tendo um contato recente ou permanente com sociedades
ndo indigenas'®. Normalmente eles sdo fluentes na lingua portuguesa e aderiram parcialmente
a cultura, estilo de vida e crengas da civilizagdo ocidental. A maioria das moradias oferece
privacidade e sdo providas de agua corrente encanada.

Também localizados na porcdo norte da Amazonia, na fronteira entre Brasil e
Venezuela, a populacdo da tribo Yanomami chega a aproximadamente 20.000 habitantes no
Brasil*. Eles pertencem ao grupo étnico Yanomamé e possuem sua propria afiliagdo
linguistica: Yanomamam". Eles sio uma sociedade némade de cagadores, fazendeiros e
coletores provenientes da Floresta Amazodnica, e seu contato com a sociedade ndo indigena ¢
algo bem recente em sua histéria'®'”. Os Yanomami permaneceram geograficamente isolados
até o inicio do Século 20. Os primeiros contatos com esses povos nao indigenas foram
registrados entre as décadas de 1910 e 1940, principalmente entre militares e antropologistas.
Até hoje, as comunidades sdo caracterizadas por viverem em pequenos grupos isolados dentro
da floresta (acessiveis apenas por vias aéreas), mantendo assim seus costumes, idioma,
estrutura social e praticas, como infanticidio, atividade sexual precoce (ao debutarem) e de
multiplos parceiros'®. Esse grupo vive em palhogas, com piso de terra e sem agua corrente ou
encanamento proprio. Geneticistas e antropologos que estudam tal tribo concluiram que a
auséncia de similaridades genéticas, antropomorficas e linguisticas com os povos do Distrito
Leste apoia o fato de que os Yanomami so isolados desde os tempos antigos'> ',

Amostragem Aleatoria

O tamanho da amostra necessario para detectar uma Razao de Probabilidades ajustada
(aOR) maior que 1,5 (erro alpha = 0,10, bicaudal) entre os grupos foi calculado estimando a
prevaléncia de infec¢des por HPV em 20%, baseado nos resultados de estudos em mulheres
amazdnicas” '*. Considerando o intervalo de confianca de 95% e aceitacio de um erro de 4%,
a menor amostra utilizada foi de 300 pacientes por Distrito. Visto que as populacdes
indigenas se encontram espalhadas na Floresta Amazonica (dificil acesso), o processo de
amostragem consistiu em uma representacao aleatoria dos grupos, considerando cada vilarejo

como um grupo. Quarenta e duas aldeias no distrito Yanomami e 34 no Distrito Leste foram
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numeradas e uma sequéncia aleatoria (http://www.random.org/) foi gerada, considerando o
tamanho de cada vila. Os grupos selecionados foram visitados na sequencia fornecida, até que
o tamanho amostral desejado fosse alcangado.

O acesso ao Distrito Leste foi realizado por terra e por dgua, enquanto ao Distrito
Yanomami foi realizado por vias aéreas (pequenos avides e/ou helicopteros). Incluindo ambos
os grupos, 664 pacientes foram registrados. Trés mulheres foram excluidas do estudo por
recusar a coleta de amostras (n=1) ou por ndo exibirem sinais de relacdes sexuais antes dos
exames ginecologicos (n=2). Entre as 661 mulheres inclusas no estudo, 18 ndo puderam
fornecer amostrar para citologia devido a um fluxo menstrual intenso (n=15) ou por falta de
swabs de cervix e/ou vaginal secos (n=3). Dentre as 643 amostras cervicais coletadas, 607
(93,5%) foram consideradas tecnicamente satisfatorias para andlise citoldgica. As principais
causas para amostras ndo serem aceitas foram ressecamento de amostras (n=13, 2,0%) e/ou
presenga de mais de 75% de células inflamatorias (n=20, 3,1%).

Coleta dos espécimes e extracdo do DNA

Foram necessarias duas visitas para cada aldeia indigena. A primeira para obter o
consentimento de seus lideres, explicando o proposito do estudo e para visitar as familias,
para convidar as mulheres para participar dos mesmos. Durante a segunda visita, entrevistas,
exames ginecologicos e coletas de amostras cervicais foram realizados nas unidades médicas
basicas, mantidas pelo Governo Federal Brasileiro, localizadas estrategicamente perto das
tribos (em 4reas remotas), apos obten¢do de consentimento formal, traduzido para suas
linguas nativas, e voluntario das mulheres das tribos. Intérpretes que falavam os dialetos
nativos foram utilizados durante o estudo. Mulheres sexualmente ativas que responderam ao
convite foram registradas, incluindo mulheres de todas as idades, gravidas e pds-parto.
Mulheres que ndo possuiam experiéncia sexual, ndo indigenas (mesmo que morassem na
comunidade) e aquelas que ndo entenderam o propdsito do estudo foram excluidas.

Entrevistas realizadas individualmente coletaram informacdes demograficas e clinicas.
ApOs essas, as participantes foram submetidas a exames ginecoldgicos, incluindo exame
especular com coleta de células cervicais, utilizando um bastdo cervical e espatulas de
madeira, de acordo com as recomendagdes da Organiza¢io Mundial de Satde (WHO)™. As
amostras foram expostas em laminas, preparadas e analisadas por dois patologistas seniores.
Uma segunda amostra cervical foi coletada em um container para transporte de espécime
(STM; Qiagen, CA) e o DNA foi isolado utilizando kits QLamp DNA"“ (Qiagen, CA),
seguindo os protocolos padrdo. Todas as amostras foram separadas utilizando um volume

igual de solu¢do tampao (TE). Todas as amostras foram processadas em uma capela com
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fluxo laminar em um laboratdrio fisicamente isolado, onde a amplificagdo por PCR foi
realizada.

Desenho de iniciadores (primers) NGS (Next Generation Sequencing) e origens
das amostras

Visto que o espectro dos tipos de HPV presentes nessa populacdo era desconhecido,
foi utilizado um novo ensaio de sequenciamento de ultima geracdo desenvolvido
recentemente no laboratorio Burk (manuscrito em preparagdo). Resumidamente, duas regides
alvo foram utilizadas para determinar o gendtipo do HPV (informagdes adicionais no anexo).
Para cada ensaio, varios primers degenerativos especificos para diferentes géneros, espécies
ou tipos de HPV foram agrupados e um codigo de barras de DNA (8-bp Hamming) unico foi
anexado ao 5’ terminal de cada primer. Cada codigo de barra era diferente em pelo menos 2-
bp em comparagio com 0s outros primers”".

Amplificacdo e Sequenciamento de Next-Gen PCR

Uma aliquota de cada DNA foi amplificada usando primers oligonucleotideos
codificados por 8-bp para cada ensaio NGS. Para todas as amostras, um unico codigo de
barras foi introduzido ao amplicon de PCR pelos primers diretos e reversos. Resumidamente,
uma amostra de um pL. de DNA em uma reagdo com 25 pL contendo quantidade igual de
AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Life Technologies, CA) e HotStart-IT FideliTaq DNA
Polymerase (Affymetrix, CA). As condi¢des da PCR incluiram uma desnaturacao inicial por 5
minutos a 95°C seguido por 15 ciclos a 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 68°C por 1
minuto, 25 ciclos a 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 68°C por 1 minuto, ¢ uma
extensdo final a 68°C por 10 minutos. As temperaturas de aquecimento do ensaio fapR foram
ajustadas a 57°C pelos primeiros 15 ciclos e 62°C para os 25 ciclos seguintes.

Uma amplificagdo bem-sucedida do fragmento de HPV previsto foi estimada para
cada “amplicon” de acordo com intensidade relativa da banda quando colocada em gel de
etidio e comparada a um controle; os produtos da PCR codificados de todas as amostras
foram agrupados ajustando-se de acordo com a concentragdo de DNA dos produtos da PCR
adicionando-se menos para amostras com produtos de PCR abundantes. Caso ndo fosse
observado amplicon pela coloragdo com brometo de etidio, 20 pL de reagdo eram adicionados
a mistura. As misturas de produtos da PCR foram purificadas com QIAquick Gel Extraction
Kit (Qiagen, CA); uma aliquota de amplicons de DNA purificados foi preparada usando a
[NluminaTruSeq DNA SamplePreparation Kit e sequenciada em uma IlluminaHiSeq (Illumina
Inc., San Diego, CA) na Instalagdo compartilhada de Epigenetica Albert Einstein utilizando
uma leitura de 150bp Paired-End.
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Limite de OTU e Determinacao de HPV Positivo

Os valores de corte foram definidos com a finalidade de remover “clusters de baixa
frequéncia”. Em cada ensaio foram suprimidos raros OTUs, dependendo da quantidade de
sequéncias de cada colecdo de illumina ou listas de sequéncia. Por exemplo, O taxon (tipo de
HPV) era considerado negativo quando o numero de leituras em uma amostra era menor que
0.5% do maximo de leituras do mesmo tipo em outra amostra. Uma amostra era considerada
negativa quando o total de leituras de HPV era menor que um limite definido para cada
ensaio. Para um dado tipo de HPV ser considerado presente em uma dada amostra, o numero
de leituras deveria ser maior que 1% do total de leituras de HPV da amostra.

Controle de qualidade dos procedimentos laboratoriais

Cem amostras (15%) foram aleatoriamente selecionadas para Re-amplificacdo e
sequenciamento NG. Os ensaios foram realizados de forma cega. De acordo com a
prevaléncia dos genotipos de HPV entre os dados originais e o grupo de controle foi maior
que 96% (kappa = 0.90). Os seguintes tipos de HPV foram considerados de alto risco:
16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66°".

Métodos de analise de dados

Andlises estatisticas descritivas padrdo foram realizadas, incluindo distribuigdes de
frequéncia por varidveis categdricas, medianas e amplitude interquartil ou médias e desvios
padrdo (DP) para variaveis continuas com distribui¢des ndo normais ou normais (gaussianas),
respectivamente. Foram estimados prevaléncia e um intervalo de confianca de 95% baseados
em uma distribui¢do binomial. Para comparar as médias das amostras (varidveis com
distribui¢do normal e uma homogeneidade de variancia) foi utilizado o teste T de Student.
Para outros casos, o teste de Mann-Whitney foi utilizado. O teste de qui-quadrado foi
utilizado para comparar diferencas em proporcdes de varidveis categdricas. Taxas de chance e
intervalos de confianca de 95% foram calculados em analises de uma variavel e taxas de
chance ajustadas para regressdes logisticas de multiplasvariaveis. O critério de selecdo para
varidveis em analises de multiplasvariaveis foi o valor critico p<0.15 nas analises de uma de
variaveis individuais. O indice de diversidade de Shannon-Weiner foi utilizado para comparar
a diversidade dos tipos de HPV entre grupos. O coeficiente de Cohen (kappa) foi utilizado
para avaliar a concordancia entre observadores. Os dados foram expostos em tabelas e
analisados utilizando o software MedCalc® versdo 12.7.0 (Ostend, Belgica)

Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo IRB da instituicdo de origem e pelo Comité Nacional de

Eticas em pesquisas envolvendo seres humanos em Brasilia - DF (Documento numero
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325/2012; protocolo CONEP 16.800). Os lideres das tribos concordaram e autorizaram
formalmente a execu¢do do estudo, mas questdes relativas a comportamento sexual e menarca
ndo foram aprovadas e, por isso, excluidas dos questiondrios. As participantes foram bem
informadas a respeito dos objetivos e métodos do estudo, e assinaram (ou carimbaram com
impressoes digitais) os formularios de consentimento. Foi necessaria assisténcia de tradutores
profissionais. Todas as amostras foram codificadas e ndo apresentam informagdes sobre a

identidade das participantes.

Resultados

Para estudar as diferengas entre indigenas representados pelo antigo estilo de vida da
floresta e aqueles com estilo de vida mais ocidental, foram selecionadas amostras aleatorias
de duas regides do norte do Brasil (ver figura 1). Treze vilas indigenas foram visitadas e 664
mulheres nativas foram registradas, representando 76% das mulheres sexualmente ativas
dessas localidades, de acordo com o censo demograficoindigena (...). Dentre essas amostras,
359 (54%) mulheres eram Macuxi ou Wapishana de 5 tribos aleatoriamente selecionadas do
Distrito Leste (Malacacheta, Pium-Taiano, Camara, Boqueirao e Vista Alegre), e 305 (46%)
eram de 8 vilas Yanomami (Dmini, Maturaca, Marari, Paimi-u, Surucucu, Alto Mucajai,
Awaris ¢ Erico).

A media de idade foi 35.8 (+/- 14.5) anos, variando entre 12 e 92 anos.
Aproximadamente um tergo das participantes tinham entre 3 ou 4 filhos (n=241, 36.4%) e 48
(7.2%) mulheres estavam gravidas durante o periodo dos exames. Das 46 mulheres sem filhos
(6.9%), 27 haviam estado gravidas pelo menos uma vez. A média de idade entre as mulheres
gravidas do primeiro filho foi de 18.6 anos (+/-4.1). A maioria das mulheres eram casadas ou
viviam com um homem (n=359, 80.9%). Dentre essas, a media de idade de casamento foi de
20.6 anos (+/- 7.9). A Tabela 1 mostra as caracteristicasdemograficas entre os grupos étnicos.
As mulheres Yanomami eram mais jovens, casaram mais cedo, tiveram os primeiros filhos
mais cedo e apresentavam maior probabilidade de estarem gravidas.

Quando perguntadas se haviam realizado pelo menos um teste de Papanicolaou nos
ultimos trés anos, 366 (58%) de 631 mulheres informaram que haviam realizado o mesmo.
Dentre as mulheres com 25 anos ou mais velhas (n=517), 427 (82.6%) contaram ter realizado
3 ou mais testes de Papanicolaou. Apenas 22 (3.3%) mulheres sabiam dos resultados de seus
testes antes de receberam a citologia, e todas eram do distrito Leste. Oito mulheres do distrito

Leste (2.2%) haviam sido submetidas a histerectomias, das quais 2 por conta de cancer
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cervical. Apenas 2 mulheres Yanomami haviam passado pelo mesmo procedimento e ndo
sabiam a indicacdo de tal procedimento.

Entre as 607 amostras citoloégicas consideradas tecnicamente satisfatorias, a
predominancia de anomalias citologicas foi de 3.3% (95% IC: 2.1 até 5.1%) e um caso de
carcinoma invasivo (0.17%). A prevaléncia de citologias anormais foi maior em mulheres
indigenas do distrito Yanomami que do distrito Leste (5.1% vs 1.8%, respectivamente,
p=0.04). Nao houve uma diferenga significativa em infiltragdes inflamatérias nos espécimes
obtidos dos grupos Yanomami e do Leste (68.0% vs 74.7%, respectivamente). A Tabela 2
mostra a citologia e os resultados sobre o HPV para cada grupo.

A prevaléncia global de HPV foi 39,7% (95% CI: 37.6% a 41. 8%). Infec¢do pelo
HPV foi mais comum em mulheres Yanomami do que em mulheres Macuxi ou Wapishana
(45.9% vs 34.5%, respectivamente, p = 0.003). Entre os casos positivos, infec¢cdes por
multiplos tipos de HPV foram detectados em 45.1%, e variaram de 2 tipos (n = 58) a 11 tipos
de HPV (n = 1), com uma média de 1.9 tipos de HPV por participante positiva. A prevaléncia
de infec¢des por multiplos tipos foi maior em mulheres do distrito Yanomami quando
comparadas com mulheres do distrito oriental (45,9% vs 34,5%, respectivamente; p=0,02).
Sessenta tipos diferentes de HPV (Representando 12 grupos de espécies de HPV) foram
detectados (figura 3). Entre mulheres Yanomami, 42 espécies de HPV foram detectadas,
comparado com 52 tipos entre mulheres Macuxi e Wapishana (tabela 2). Além disso, a analise
de diversidade de tipos de HPV usando a medida de diversidade Shannon-Weiner indicou que
existe uma maior diversidade de tipos de HPV entre mulheres Yanomami (dados
complementares). Oito tipos de HPV tiveram variabilidade de sequéncia maior do que 5% em
relagdo ao genotipo mais proximo no seguimento amplificado, a maioria (n=7; 87,5%) foram
do grupo Oriental. Os tipos mais prevalentes entre mulheres Yanomami foram HPV 16 (n =
29, 9.5%), HPV 31 (n =27, 8.8%). Enquanto HPV 31 (n = 17,8.3%), HPV 68 (n = 14, 3.8%),
HPV 53 (n = 11, 3.0%) foram os grupos mais comuns em mulheres do distrito Oriental. A
prevaléncia de tipos HPV Alto Risco foi de 26.5% (n = 173) e foi maior em mulheres
Yanomami (34.1% vs 19. 2%, p< 0.0001). As mulheres Yanomami também tiveram maior
prevaléncia de infecgdes por HPV16 (9,5% vs 2,8%, p=0,001) e HPV18 (7,2% vs 1,9%,
p=0,003) comparado com mulheres Macuxi ou Wapishana. Nao houve diferenca de
prevaléncia de HPV (HPVde alto risco) entre grupos étnicos para participantes abaixo dos 35
anos de idade (figura 4). Entretanto, considerando mulheres com mais que 35 anos, o grupo
Yanomami teve maior prevaléncia de infeccdo por HPV, HR-HPV, HPV16 ¢ HPVI8 em

relacdo ao grupo oriental (tabela 3). Trés casos de HSIL e/ou carcinoma foram identificados
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em mulheres Yanomami com mais de 45 anos infectadas com tipos de HR-HPV (16 ¢ 31). A
prevaléncia de infeccao por HPV em casos de ASC-US e LSIL (n = 17) foi 88% e os tipos
mais comuns foram HPV31 (41,1%) e HPV16(17,3%).

Considerando um teste citologico anormal (ASC-US, LSIL e HSIL), uma analise uni
variada revelou que pertencer ao grupo Yanomami aumentava o risco de atipia (OR= 2,64;
1C95%= 1,5 - 7,1). Idade menor do que 35 anos e/ou gestacdo também aumentaram
significativamente o risco de anormalidade citologica (Tabela 3). Etnia, idade, gestacdo, e
teste Papanicolaou prévio foram avaliados em uma andlise multivariada. Pertencer ao grupo
étnico continuou como fator de risco dobrando a chance de ter uma citologia cervical alterada.
Estar gravida também aumentou significativamente o risco da citologia normal. A idade e
teste Papanicolau prévio foram fatores de risco para citologia anormal neste modelo
Usando infeccdo por HPV Alto Risco como um desfecho, pertencer ao grupo Yanomami
dobrou o risco de infec¢do em relagdo a ser Macuxi ou Wapishana (OR = 1,98; 1C95% = 1,2 -
2,6). Ser solteira, ter 35 anos de idade ou menos e declarar mais de quatro gestacdes também
foram fatores de risco significantes em uma andlise multivariada de infec¢do pelo HPV.
Identificaram 2 fatores de risco independentes: ser Yanomami aumentou em 64% o risco de
Infeccdo por HPV Alto Risco (aOR = 1,64; IC 95% = 1,1 - 2,4), e ser solteira quase dobrou o
risco de HPV Alto Risco (aOR =1,96; IC 95% = 1,2 - 3,2) (tabela 3).

Avaliacdo da prevaléncia de HPV por aldeia revelou um agrupamento geografico das
regides com maior prevaléncia de HPV. No grupo Yanomami, as aldeias localizadas no
nordeste do distrito Yanomami (figura um) e marcadas como 4, 7 e 8§ (n= 60) apresentaram
uma maior prevaléncia de infeccdo por HR-HPV do que as outras aldeias Yanomamis
dispersas (50,0% vs 30,3%; p= 0,005; OR= 2.29; 1C95% = 1.2 - 4,0). As aldeias Yanomamis
localizadas no Nordeste também apresentaram uma maior prevaléncia de HPV 31, HPV 16 e
HPV 66 do que outras aldeias. Entre o grupo Oriental, a aldeia marcada como B (n = 70),
localizada no norte do distrito, teve uma maior prevaléncia de infec¢cdes por HPV Alto Risco
comparativamente com os outros grupos (30,0% vs 16,5%; p=0,01; OR=2,16; IC95% = 1,1 -
3,9).

Discussao

Um progresso significante pode ser observado nas ultimas décadas referente a
publicagdes sobre a satude reprodutiva da mulher no contexto brasileiro. E notavel, no entanto,

que esse progresso cientifico se desenvolveu principalmente na populacdo urbana, deixando
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uma importante lacuna no entendimento das determinantes de satde e doenca de mulheres
indigenas no Brasil.

Este estudo ¢ a primeira amostragem aleatoria de um grupo de mulheres de dificil
acesso e revelou uma elevada prevaléncia de HPV em grupos indigenas do norte da Amazonia
Brasileira que alcancou o valor de 45.9% em mulheres Yanomami. Essa prevaléncia ¢ maior
do que aquela relatada normalmente no Brasil. Estudos sobre a prevaléncia do HPV sdo
frequentemente concentrados em regides mais desenvolvidas do pais Sul e Sudeste atingindo
valores de 10.4 a 24.5% em mulheres sintomaticas (ndo-indigenas). Dois estudos foram feitos
em regides amazonicas. Rocha et al. conduziu um estudo de base populacional avaliando
mulheres ndo indigenas da regido amazonica do Brasil (area rural e urbana). A prevaléncia do
HPV foi 29.1%, considerada elevada pelos autores. Semelhante ao nosso estudo,v97% das
citologias foi normal. Castro et al. também acessou a prevaléncia HPV em mulheres urbanas
da Amazonia central (Brasil). Eles detectaram uma prevaléncia de HPV no valor de 25%
entre mulheres assintomdticas que procuravam o servico de preven¢do, menor do que a
encontrada no nosso estudo. No entanto, ¢ notavel que nesses estudos avaliando mulheres de
areas urbanas da AmazoOnia, a prevaléncia relativa de HPV 16 foi substancialmente maior do
que em mulheres indigenas. Rocha et al. descreveu que quase 60% dos virus detectados foram
HPV 16 (58.1%), seguido pelo pelo HPV 58 (20. 0%), enquanto Castro et al. reportou uma
prevaléncia do HPV 16 de 56% entre mulheres positivas. No grupo Yanomami, o HPV 16
contabilizado foi somente 19% das amostras positivas, e no grupo Makushi e Wapishana
somente 8%. O oposto foi encontrado quando se tratou do HPV tipo 18. O HPV 18 nido foi
comumente detectado nos estudos Brasileiros, ou ele teve uma prevaléncia abaixo de 1% em
mulheres assintomadticas. No estudo de Rocha et al. Nenhum participante foi positivo para
HPV 18 da mesma maneira no estudo de Castro. No entanto, HPV 18 foi o terceiro tipo mais
comum no nosso estudo, presente em 7% das mulheres e Yanomami (15% das amostras
positivas), € 2% no grupo indigena Oriental (5% das amostras positivas).

Uma grande diversidade genotipica de HPV foi observada nos dois grupos indigenas.
Enquanto Rocha et al. encontrou 14 tipos de HPV (16 33 81, 6,70,31,35,45,52,53,61,68,71 ¢
89) e Castro et al. descreveu 7 tipos de HPV (16 33,66,13,33,58,68), em mulheres da
Amazodnia, nosso estudo detectou mais de 60 tipos de HPV. Essa diversidade revelou uma
grande prevaléncia de HPV Alto Risco ndo vacinados nos distritos indigenas, indicando que
69% das mulheres indigenas infectadas pelo HR-HPV ndo estariam protegidas pela vacina, a
ndo ser que tenha ocorrido protecdo cruzada com o tipo de HPV filogeneticamente mais

proximo. Embora protecdo cruzada tenha sido descrita entre os tipos de HPV 45 e 31, estudos



51

sobre protecdo cruzada ainda sdo limitados. Mesmo assim, o desenvolvimento de uma vacina
nanovalente para o HPV recentemente aprovada pela FDA nos Estados Unidos representa a
possibilidade de uma melhor cobertura vacinal para mulheres indigenas.

Os resultados acima classificam mulheres indigenas, particularmente mulheres
Yanomami, como pertencentes ao grupo de alto risco para infeccdo pelo HPV e cancer de
colo do utero. Nosso estudo também revelou uma diferenca significante na prevaléncia de
lesdes cervicais entre os dois grupos étnicos estudados, os quais diferiram em dois séculos da
interagdo com a sociedade adjacente, com a qual tem coexistido geograficamente, mas
historicamente e socialmente separados. O impacto das mudancas ambientais e sécio-
culturais, que acontecem em praticamente todas as comunidades indigenas na saude da
mulher tem apontado para uma crescente incidéncia de doengas degenerativas como diabetes,
hipertensdo e cancer em indigenas americanos. Isso se deve ao crescente contato com a
sociedade ocidental e o seu estilo de vida. Nesse contexto, era esperado que as comunidades
do distrito Oriental tivessem uma maior prevaléncia de HPV Alto Risco e lesdes precursoras
de cancer de colo de tutero, pois eles tiveram uma tiveram uma interagdo mais prolongada com
a sociedade adjacente em relagdo ao grupo Yanomami. No entanto, os dados apontam o
contrario. Ser um membro de um grupo indigena mais isolado foi um fator de risco para
lesdes intra-epiteliais cervicais. Isso sugere que os Yanomami tém sustentado infecgdes pelo
HPV por um maior periodo histdrico.

Caracteristicas relevantes e praticas culturais da satde reprodutiva das mulheres
Yanomami foram destacadas por Early et al. e podem ajudar a explicar o risco elevado de
HPV e cancer cervical. Esse estudo antropoldgico reportou que garotas Yanomami moram na
casa dos seus pais até dois anos apds a menarca (12,4 anos em média), momento em que se
mudam para casa dos pais do noivo e iniciou atividade sexual. De acordo com nosso estudo, a
média de idade materna no momento do nascimento do primeiro filho foi de 16 anos. Somado
a exposi¢do sexual precoce, eles reportaram um curto periodo entre gestacdes, multiparidade
(Taxa de fertilidade = 8 criancas por mulher) E multiplos parceiros sexuais. Os autores
também destacaram que durante o periodo reprodutivo (15 a 40 anos), as mulheres Yanomami
passam aproximadamente 90% do tempo gravidas e/ou amamentando. O importante fator que
pode contribuir para uma maior prevaléncia de lesdes intra-epiteliais cervicais em mulheres
Yanomami ¢ o seu isolamento geografico na floresta. Dificuldades para as mulheres
entenderem e aceitarem o rastreamento, deficiéncias na infraestrutura e barreiras logisticas
relacionadas a dificuldade de acesso podem explicar a pequena inclusdo das mulheres

Yanomami a um programa de prevencdo completo e eficiente. A maior prevaléncia de
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mulheres Yanomami que nunca fizeram exame citologico relatada no presente estudo
corrobora essa nogao.

Um topico que merece atengdo ¢ a relagdo entre HPV e idade nesses grupos. A
prevaléncia do HPV por idade no grupo indigena do distrito Oriental apresentou uma curva
em L, similar aquela descrita para mulheres brasileiras ndo-indigenas. No entanto o distrito
Yanomami apresentou uma curva em U. Isso enfatiza a elevada e crescente prevaléncia de
HPV e HR-HPV em mulheres Yanomami a partir dos 35 anos, alcancando a prevaléncia de
aproximadamente 80% apo6s os 55 anos. Um interessante estudo descreveu o perfil da
citologia cervical (mais de 4 milhdes de testes) realizados em mulheres indigenas e ndo-
indigenas através do Brasil (Entre 2008 e 2012). Quando grupos étnicos foram comparados, a
prevaléncia de HSIL foi duas a trés vezes maior em mulheres indigenas do que ndo-indigenas
no grupo mais velho (maior que 64 anos de idade). A maior prevaléncia de HR HPV
demonstrada no nosso estudo pode ajudar a explicar este achado. Uma curva similar foi
observada em mulheres nativas da Nigéria rural e outras regides da Africa Subsaariana.
Clarke et al. realizou um estudo de base populacional sobre a prevaléncia de HR-HPV em
mulheres africanas e, apesar deles terem uma menor prevaléncia de HPV comparado com o
nosso estudo, os autores também descreveram um aumento da prevaléncia de infec¢do por
HR-HPV apds os 35 anos de idade. A explicagdo para esta elevada prevaléncia de HR-HPV
em idades mais velhas permanece indefinida. Problemas culturais e comportamentais, levando
a exposi¢do sexual continua em idades mais velhas, e uma menor capacidade de combate ao
virus entre indigenas de idade mais avangada podem estar relacionados com esse processo. A
implicacdo da persisténcia ao longo prazo da infeccdo pelo HPV em comunidades de
cagadores-coletores isoladas da Amazonia e da Africa sugere que isso pode ser uma
caracteristica do homem ancestral e esse padrdo que reflete uma diminui¢do da prevaléncia
com a idade na sociedade ocidental representa uma mudanca recente. Essas caracteristicas da
histéria natural do HPV implicam uma adaptagdo viral a comportamentos e caracteristicas da
populacdao de hospedeiros para uma adequagdo viral continua objetivando ter sucesso como
organismo simbiotico.

Este estudo teve limitagdes. Primeiro, o desenho em corte transversal ndo permite o
uso do critério casualidade e temporalidade, pois desfecho e fatores de risco foram medidos
simultaneamente, portanto viés e causalidade reversa ndo puderam ser eliminados. Segundo, a
maioria das mulheres Yanomami ndo conhecia o calendario cristdo, elas informaram suas
idades baseadas em ciclos lunares, o que faz com que esse dado seja relativamente impreciso,

principalmente para os participantes mais velhos, requerendo cautela em sua analise. No
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entanto, nos avaliamos os dados de idade usando o padrao IARC de categorias etérias, o que
deu maior credibilidade aos resultados obtidos.

Apesar da identificagdo de oito novos genomas de HPV, somente um foi identificado
no grupo étnico mais isolado. Esses tipos foram raros, e nés fomos incapazes de identificar
novos Papiloma virus endémicos em mulheres Yanomamique supostamente estavam
socialmente isoladas de populag¢des ndo indigenas por pelo menos 12.000 anos. Parece mais
provavel que a maioria, se ndo todos, os tipos de HPV evoluiram milhares de anos atrads em
primatas pré-histdricos e adquiriram formas Gendmicas similares aquelas existentes hoje em
dia. Mesmo assim, estudos futuros das variantes do HPV nessas mulheres deverdo elucidar

melhor suas origens.

Conclusao

Mulheres indigenas do extremo norte da Amazonia brasileira, especialmente o grupo
étnico Yanomami, tem risco aumentado de cancer de colo de utero, devido a alta prevaléncia
de HR-HPV e a uma maior diversidade de gendtipos. Um aumento da prevaléncia de HPV
com a idade também foi observado em mulheres Yanomami, o que pode representar um
padrdo cacador-coletor. Existe uma menor prevaléncia relativa e absoluta de HPV16 em
relacdo ao que foi descrito para mulheres nao indigenas no Brasil, e o oposto observado para
o HPV18. Apesar da identificacdo de oito potenciais novos tipos de genoma de HPV, ndo
fomos capazes de demonstrar a presenga de um novo Papiloma virus endémico unicamente

entre mulheres Yanomami.
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ABSTRACT

Objective: Indigenous women from the Amazon regions have some of the highest rates of
cervical cancer in the world. This study evaluated cervical cytology and human papillomavirus
(HPV) in native women that differ by lifestyle and interaction with western society. Yanomami
women are isolated deep in the Amazon with a hunter/gatherer lifestyle. Macuxi and

Wapishana women live in proximity to western society.

Methods: To select a representative group of women from each district, random cluster
sampling was used, considering each registered village as a cluster.Cervical samples were
collected for cytology and HPV detection and typing by PCR amplification and next generation

sequencing.The study was approved by the National IRB and by tribal leaders.

Results: 664 native women were enrolled from 13 indigenous villages with a 76% participation
rate. Yanomami women had higher rates of abnormal cytology (5.1% vs. 1.8%, p=0.04) and
prevalent HR-HPV (37.4% vs. 2.5%, p<0.001). Yanomami women >35y of age were significantly
more likely to have HR-HPV, whereas women <35y did not significantly differ between groups.
Prevalence of HPV was significantly different amongst geographically clustered Yanomami
women (p<0.004). The most prevalent HPV types in the entire group were HPV31 (8.7%),
HPV16 (5.9%) and HPV18 (4.4%).

Conclusion: Isolated endogenous Yanomami women were more likely to be HPV+ and rates
increased with age. Study of HPV in isolated hunter-gather peoples suggests that long-term
persistence is a characteristic of prehistoric humans and patterns reflecting decreased
prevalence with age in western society represents recent change. These studies have

implications for cervical cancer prevention and viral-host relationships.

Keywords: Indigenous, Health Services. Indians, South American. Ethnic Groups. Minority

Health. Cervical Intraepitelial Neoplasia. Human Papillomavirus.
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BACKGROUND

Among the nearly 500,000 new cases of cervical cancer (CC) estimated annually
worldwide, 80% occur in middle or low income countries such as Brazil}, where 15,900 new
cases of cervical cancer occur each year (19/100,000)2. In the Brazilian Amazon region, CC is a
major public health problem. A population-based study® conducted in 2010 revealed an annual
incidence rate of 46/100.000 in the Amazonian region, which is the highest incidence rate in
Brazil. Demographicaly approximately 15% of the Brazilian Amazonian population is
constituted by indigenous peoples®. However, 23% of cervical cancer cases in this region are
reported in native women3, suggesting a higher risk of CC (estimate incidence rate

110/100,000) which is amongst the highest rates reported in the world®.

Despite improving the health of indigenous populations being identified as a priority
for Healthcare Organizations®, the health and epidemiological profile of indigenous women
remains unknown, due, in part, to the lack of research and the precariousness of information
systems on morbidity and mortality in these groups’. In South America, few studies have
assessed the prevalence of HPV and cervical intraepithelial lesions in indigenous women in the
jungle, whereas many studies have investigated indigenous groups from the most urbanized
regions of the continent. In indigenous groups in South America with permanent interactions
with western society, the reported prevalence of HPV in asymptomatic women ranged from 14
to 60% #1°. A study that analyzed the HPV16 variants in Quechua indigenous women (an ethnic
group integrated within the surrounding society) that inhabit the border region between
Argentina and Brazil reported that 69% of HPV16 genotypes detected were European variants,
reflecting the possible influence of Portuguese - Spanish colonization of the Inca and their

descendants of that region®.

Currently most isolated indigenous groups in the Americas are inhabitants of the
Amazonian rainforest, with high rates of cervical cancer and little knowledge of the HPV within

.22 investigated HPV infection in women of three isolated

these groups. A study by Ong et a
indigenous tribes from the Brazilian Amazon twenty years ago (Tiriyo, Waiapi and Munduruku).
They reported a HPV prevalence of 14.4% but only evaluated 19 types of genital HPV. Genetic
sequencing of samples not typing revealed more than 10% nucleotide variability in relation to
the nearest genotype, and it was suggested that these isolates were possibly novel types,

endemic to native Amazonian population.

Different populations, especially isolated indigenous people, may exhibit distinct

characteristics of HPV infections, related to their ancestry, lifestyle and sexual behavior.



Moreover, knowledge about the epidemiology of HPV is necessary to understand the etiologic
role of different HPV types and variants in these populations in order to develop effective
preventative strategies against CC. Isolated indigenous groups (Yanomami) and groups with
permanent interaction with the surrounding society (Macuxi and Wapishana) inhabit the
extreme north of the Brazilian Amazon, presenting an ecological difference that can be used to
investigate the influence of isolation and prehistoric living conditions on HPV diversity and
associated cervical disease. To date, the prevalence and diversity of HPV in these groups have
not been studied. The objective of this investigation was to evaluate the prevalence of cervical

intraepithelial lesions and HPV in indigenous groups from the Amazon region.
METHODS
Study Design

A cross-sectional study was performed, which consisted of selecting a random sample
of indigenous women in remote areas of the northern Amazon region of Brazil, to collect
biological samples (cervical swabs), between February and July 2013. The study was designed
to evaluate the prevalence of cervical intraepithelial lesions by cytology, and HPV infection by
PCR amplification and next generation sequencing (NGS) in a pre-HPV vaccination population

comparing two groups of women defined below.
Study site and participants

Due to cultural, ethnic and anthropomorphic factors, the Federal Government of Brazil
has divided the indigenous groups from northern Amazonian region into two geographic
regions (i.e., Indigenous Health Districts): the Eastern Indigenous District (composed mainly by
Macuxi and Wapishana groups), and the Yanomami Indigenous Disctrict (Yanomami and

Yekuana groups) (Figure 1).

With an estimated population of 40,000 inhabitants* indigenous people from the
Eastern Indigenou District are mainly represented by Macuxi and Wapishana. They belong to
the Karib linguistic affiliation and the Pemon ethnic group. These groups are characterized by
having very tenuous ethnic borders with non-indigenous society®3. The initial contact of Macuxi
with western civilization occured during the Portuguese colonial occupation in the mid
eighteenth century. Today most members of these ethnic groups are classified as having
recent or permanent interactions with the non-indigenous society®. They are usually fluent in
Portuguese language, and partially adhering to Western culture, life styles and beliefs. Most

dwellings allow privacy and usually include running water and plumbing.
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Also located in the northern Amazon, in the border region between Brazil and
Venezuela, the Yanomami people are made up of approximately 20,000 inhabitants in Brazil®.
The Yanomami belong to the Yanomamé ethnic unity, and have their own linguistic affiliation:
Yanomamam?®®. They are a typical nomadic society of hunters, farmers and gatherers of the
Amazon rainforest, and their contact with non-indigenous people is only very recent in their
history!® 7. The Yanomami have remained geographically isolated until the early twentieth
century. In the decades between 1910 and 1940 the first contact with non-indigenous people
was recorded, mainly with military soldiers and anthropologists. Even today, the Yanomami
communities are characterized by living in small, isolated groups in the rainforest (accessable
only by air), keeping their customs, native languages, social structure and practices such as
infanticide, early sexual activity (debut) and multiparity®. They live in community thatched
huts with dirt floors and neither running water nor plumbing. Geneticists and anthropologists
studying the Yanomami have concluded that the absence of genetic, anthropometric and
linguistic similarity with indigenous people from the Eastern District supports the view that the

Yanomami have been isolated since ancient times® 122,

Random sampling

The sample size needed to detect an adjusted Odds Ratio (aOR) higher than 1.5 (alpha
error = 0.10, two sided) between groups was calculated estimating the prevalence of HPV
infection at 20%, based on the results of studies in indigenous Amazonian women® 12,
Considering a confidence interval of 95% and an acceptable error of 4%, a minimum sample
size of 300 patients was surveyed in each District. As indigenous people are distributed in small
villages spread in the Amazon forest with difficult access, the sampling process consisted of
random cluster sampling, considering each registered village as a cluster. Forty-two villages in
the Yanomami District and 34 in the Eastern District were numbered, and a random sequence
was generated (http://www.random.org/) weighted by the size of the villages. The selected

villages were visited in order of randomization until the target sample size was achieved.

The access to the Eastern District was made by land or waterway, and the access to the
Yanomami District was by air (small plane and/or helicopter). Including both groups, 664 were
enrolled. Three women were excluded from the study who either declined sample collection
(n=1) or did not have signs of prior sexual activity during the gynecological examination (n=2).
Among the 661 women included in the study, 18 did not have cytology specimens obtained
due to excessive menstrual flow (n=15) or absence of a cervix and/or dry vaginal swabs (n=3).

Among 643 cervical samples collected, 607 (93.5%) were considered technically satisfactory for

AR
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cytologic evaluation. The major causes of unsatisfactory samples were desiccation artefacts

(n=13, 2.0%) and/or presence of more than 75% inflammatory cells (n=20; 3.1%).

Specimen collection and DNA extraction

Two visits to each indigenous village were necessary. The first to obtain the consent of
tribal leaders by explaining the purpose of the study, and to visit families of the village, in
order to invite women to participate. During the second visit, interviews, gynecological
examination and cervical sample collections were performed in basic health units maintained
by the Federal Government of Brazil, located strategically near indigenous villages in remote
areas, after formal informed consent of volunteer women, translated to their native language,
was obtained. Interpreters speaking the native dialects were used throughout the study.
Sexually active women who responded to the invitation were enrolled including women of all
ages, pregnant women and postpartum women. Women without prior sexual activity, non-
indigenous women (even living in the community), and those who could not understand the

purposes of the study were excluded.

A structured individual interview collected demographic and clinical information,
afterwhich the participants underwent a gynecological examination including speculum
examination with collection of cervical cells, using a cervical brush and wodden spatula,
according to the recommendations of the World Health Organization (WHOQ)?. The cells were
applied to slides, fixed in the field and analyzed by two senior pathologists. A second cervical
sample was collected into specimen transport medium (STM; Qiagen, CA) and DNA was
isolated using QlAamp DNA® kits (Qiagen, CA) following the recommended protocol. All
samples were eluted in an equal volume of TE buffer. All samples were processed in a
BioSafety Cabinet in a laboratory physically separated from where the PCR amplification was

performed.
NGS Primer design and sample sources

Since the spectrum of HPV types present in this isolated population was unknown, we
utilized a novel next-gen sequencing assay recently developed in the Burk laboratory
(manuscript in preparation). Briefly, two targeted regions were used for HPV genotyping
(Supplementary data). For each assay, several degenerate primers specific to different HPV

genera, species or types were pooled and a unique 8-bp Hamming DNA barcode was appended



to the 5’ terminal end of each primer. Each barcode was at least 2-bp different from all other

primers?4,

Next-Gen PCR amplification and sequencing

An aliquot of each DNA was amplified using 8-bp barcoded oligonucleotide primers for
each NGS assay. For all samples, a unique barcode was introduced to the PCR amplicon by the
forward and reverse primers. In brief, 1ul DNA sample in a 25ul reaction with an equal amount
of AmpliTag Gold DNA Polymerase (Life Technologies, CA) and HotStart-IT FideliTag DNA
Polymerase (Affymetrix, CA). The PCR conditions included an initial 5 min denaturation at 95°C
followed by 15 cycles at 95°C for 1 min, 55°C for 1 min, and 68 °C for 1 min, 25 cycles at 95 °C
for 1 min, 60 °C for 1 min, and 68 °C for 1 min, and a final extension at 68 °C for 10 min. The
annealing temperatures of the assay fapR were adjusted to 57 °C for the first 15 cycles and 62

°C for the second 25 cycles.

Successful amplification of the predicted HPV fragment was estimated for each
amplicon by relative band intensity in an ethidium gel compared to a control; barcoded PCR
products from all samples were pooled adjusting for DNA concentration of the PCR produtcs
by adding less for samples with abudant PCR product. If no amplicon was observed by
ethidium bromide staining, 20ul of reaction was added into the pooled mixture. The PCR
product mixtures were purified with QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, CA); an aliquot of
purified DNA amplicons was prepared using the Illumina TruSeq DNA Sample Preparation Kit
and sequenced on an lllumina HiSeq (lllumina Inc., San Diego, CA) at the Albert Einstein

Epigenomics Shared Facility using 150bp paired-end reads.
Bioinformatics pipeline and taxonomic classification

The paired-end short Illumina reads were demultiplexed according to their sample-

specific barcodes using Novobarcode v1.00 (http://www.novocraft.com/), filtered for low

quality reads (Q20) and short length (50 bp) using prinseg-lite v0.20.4 %°, and merged to single
reads using FLASh v1.2.7 . The single-end reads that failed to merge were appended. These
sequences were then subjected to cull the chimeras using UChime 2’ in USEARCH v 7.0.1001 28
against a “gold” PV reference database. All reads passing the QC filter were then clustered into
95% identity operation taxonomic units (OTUs) and assigned an HPV taxonomy using USEARCH
and a training PV dataset. A table of counts for the number of times each HPV type was

observed in each sample was created; the taxonomy was classified at the type level (Figure 2).
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We created a training PV dataset for taxonomic assignments using the UPARSE
algorithm?®. In brief, all of merged reads were sorted by abundance to discard the singletons in
order to improve specificity. The sequence abundances were then OTU clustered within the
95% identify threshold. After chimeric sequences were culled from the data sets, the clustered
OTUs were classified using UPARSE-REF algorithm and a PV reference database. Note that the
reference sequences were trimmed to only include the region amplified by each NGS assay. If
OTUs hitting the reference database had 60% - 90% identities to an exiting PV type, they
represented potential novel PV types. A representative OTU set was then assigned with a novel
virus (NV) ID and added to the training PV dataset using the most abundant OTU from each
bin. The OTUs with less than 60% identities to an exiting PV type were assigned to be non-PV
sequences. Several scripts, consisting of a combination of publicly available software and those
developed in-house using R v3.0.2, python v2.7.5, perl v5.12.4 and shell to handle the different

data and formats were used to assist the reads assignment.

OTU cutoff and definition of HPV positivity

Cutoff values were set to remove “low frequency clusters”. Depending on the total
number of sequences, we pruned rare OTUs by each NGS assay, each illumina library, or each
sequencing lane. For each sample, the taxon (HPV type) was considered negative if the number
of reads in the sample was less than 0.5% of the maximum read number of this type in another
sample. A sample was considered negative if the total number of HPV reads was less than a
defined threshold for each assay. Within each sample, for a given HPV type to be considered
present, the number of reads had to be greater than 1% of the total number of HPV reads in

the sample.
Quality control of laboratory procedures

One hundred samples (15%) were randomly selected for repeat amplification and NG
sequencing. The assays were performed in a blinded fashion. The concordance of the
prevalence of HPV genotypes between the original data and the quality control set was greater
than 96% (kappa = 0.90). The following types were considered high-risk HPV (HR-HPV) types:
16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66%.

Methods of data analysis
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Standard descriptive statistical analyzes were performed, including frequency

distributions for categorical variables, and medians and interquartile ranges (IQR) or means
and standard deviations (SD) for continuous variables with non-normal and normal
distributions, respectively. Prevalence and 95% confidence intervals (Cls) were estimated
based on the binomial distribution. For comparison of sample means (variables with normal
distribution and homogeneity of variances) the Student's t test was used. Otherwise, the
Mann-Whitney test was used. The x-square test was used to compare differences in
proportions of categorical variables. Odds Ratios (OR) and 95% Cls were calculated in
univariate analyzes and adjusted Odds Ratio (aOR) in multivariate logistic regression analyzes.
The selection criteria of variables to enter the multivariate analyzes was the critical value of
p<0.15 in the univariate analyzes. Shannon-Weiner diversity index was used to compare HPV
type diversity between groups. Cohen’s kappa coefficient was used to evaluate interobserver
agreement. Data were tabulated and analyzed using the software MedCalc® version 12.7.0

(Ostend, Belgium).

Ethical Aspects

The study was approved by the IRB of the parent instituition and by the National
Committee for Ethics in Research involving Human Beings in Brasilia - DF (Document No.
325/2012; Protocol CONEP 16,800). Tribal leaders agreed and formally authorized the
execution of the study, but questions on sexual behavior and menarche were not approved
and excluded from the questionnaire. The female participants were widely informed about the
study aims and methods, and signed (or fingerprinted) the consent form. Assistance from
professional translators was used as necessary. All samples were coded and did not have

individual identifying information.

RESULTS

In order to study differences between indigenous people representing an ancient life
style in the jungle and a more western life style, we selected a random sample from 2 regions
of northern Brazil (see figure 1). Thirteen indigenous villages were visited and 664 native
women were enrolled, representing 76% of the sexually active women within these locals,
according to indigenous demographic sensus (SIASI). Among this sample, 359 (54%) women

were Macuxi or Wapishana from 5 randomly selected villages in the Eastern District



(Malacacheta, Pium-Taiano, Camar3d, Boqueirdo and Vista Alegre), and 305 (46%) women were
from 8 Yanomami villages (Demini, Maturacd, Marari, Palimi-U, Surucucu, Alto Mucajai, Awaris

and Erico).

The average age was 35.8 (+14.5) years, and ranged from 12 to 92 years. Nearly one
third of the participants had between 3 and 5 children (n=241, 36.4%) and 48 (7.2%) women
were pregnant at the time of examination. Of 46 women without children (6.9%), 27 had been
pregnant at least 1 time. The mean age of the women at first child birth was 18.6 years (+4.1).
Most women were married or living with a man (n=539, 80.9%). Among these, the average age
at marriage was 20.6 years (£7.9). Table 1 shows demographic characteristics between the
ethnic groups (table 1). The Yanomami women were younger, married at an earlier age, had a

first childbirth at a younger age and were more likely to be currently pregnant.

When asked if they had at least one Pap test within the last three years, 366 (58%) of
361 women reported having had a Pap test. Amongst the women aged 25 years or older
(n=517), 427 (82.6%) women reported having been screened for cervical cancer one or more
times with 264 (51.0%) women stating they had 3 or more Pap tests. Only 22 (3.3%) women
were aware of the results of their prior cytology, and all were from the Eastern District. Eight
women from the Eastern District (2.2%) had undergone prior hysterectomy of which 2 were
for cervical cancer. Only 2 Yanomami women had undergone hysterectomy and were unaware

of the reason for surgery.

Among the 607 cytologic samples considered technically satisfactory, the prevalence of
cytologic abnormalities was 3.3% (95% Cl: 2.1 to 5.1%). The abnormal smears included 10
cases of ASC-US (1.6%), 7 cases of LSIL (1.15%), 2 cases of HSIL (0.33%) and 1 case of invasive
carcinoma (0.17%). The prevalence of abnormal cytology was higher in indigenous women
from the Yanomami District than from the Eastern District (5.1% vs 1.8%, respectively, p=0.04).
There was no significant difference in inflammatory infiltrates in the specimens obtained from
the Yanomami and Eastern groups (68.0% vs 74.7%, respectively). Table 2 shows cytology and

HPV results for each group.

The overall prevalence of HPV was 39.7% (95% Cl: 37.6% to 41.8%). HPV infection was
more common in Yanomami women than in Macuxi and Wapishana women (45.9% vs 34.5%,
respectively, p = 0.003). Among the positive cases, HPV multiples type infections were
detected in 45.1%, and ranged from 2 types (n = 58) to 11 types of HPV (n = 1), with a mean of

1.9 HPV types per positive participant. The prevalence of multiple type infections was higher in



women from the Yanomami District than from the Eastern District (45.9% vs 34.5%,

respectively; p = 0.02).

Sixty different HPV types (representing 12 HPV species groups) were detected (figure
3). In the Yanomami women, 42 HPV types were detected, compared to 52 types in the Macuxi
and Wapishana women (table 2). In addition, analysis of HPV type diversity using the Shannon-
Weiner diversity measure indicated there was greater HPV type diversity amongst the
Yanomami women (supplementary data). Eight HPV types had sequence variability higher than
5% in relation to the closest genotype in the amplified fragment, the majority (n = 7; 87.5%)
were from the Eastern group. The most prevalent types in Yanomami women were were HPV
16 (n = 29; 9.5%), HPV 31 (n = 27; 8.8%) and HPV 18 (n = 22; 7.2%). Whereas, HPV 31 (n = 17;
8.6%), HPV 68 (n = 14; 3.8%), HPV 53 (n = 11; 3.0%) were the most common in women from
the Eastern District. The prevalence of HR-HPV types was 26.5% (n = 173), and was higher in
Yanomami women (34.1% vs 19.2%, p <0.0001). The Yanomami women also had a higher
prevalence of HPV16 (9.5% vs 2.8%, p = 0.001) and HPV18 infections (7.2% vs 1.9%, p = 0.003)
compared to Macuxi and Wapishana women. There was no difference in the prevalence of
HPV (or high-risk HPV) between the ethnic groups for participants below 35 years of age
(figure 4). However, considering women older than 35 years, the Yanomami group had a
higher prevalence of HPV infection, HR-HPV, HPV16 and HPV18 in relation to the Eastern group
(table 3). Three cases of HSIL and/or carcinoma were identified in Yanomami women over 45
years infected with HR-HPV types (HPV 16 and 31). The prevalence of HPV infection in cases of
ASC-US and LSIL (n = 17) was 88%, and the most common types were HPV31 (41.1%) and
HPV16 (17.3%).

Considering an abnormal cytological test (ASC-US, LSIL and HSIL), univariate analysis
revealed that belonging to the Yanomami group increased the risk of atypia (OR= 2.64; IC95%=
1.5 - 7.1). Age younger than 35 years and/or pregnancy also significantly increased the risk of
cytologic abnormality (see Table 3). Ethnicity, age, pregnancy and previous Pap smear tests
were evaluated in multivariate analysis. Belonging to the Yanomami ethnic group remained a
risk factor, doubling the chance of having altered cervical cytology (aOR= 2.10; 95% Cl= 1.1 —
5.5). Being pregnant also significantly increased the risk of abnormal cytology (aOR= 5.82;
IC95%= 2.0 — 16.6). Age and previous Pap smear were risk factors for cytologic abnormalities in

this model.

Using HR-HPV infection as an outcome, belonging to the Yanomami group doubled the

risk of infection in relation to being Macuxi or Wapishana (OR = 1.98; IC95%= 1.2 — 2.6). Being

69



single, 35 years old or less, and reporting more than four pregnancies were also significant risk
factors. Multivariate analysis of HPV infection identified 2 independent risk factors: being
Yanomami increased by 64% the risk of HR-HPV infection (aOR = 1.64; Cl 95%= 1.1 — 2.4), and
being single almost doubled the risk of HR-HPV (aOR = 1.96; Cl 95%= 1.2 —3.2) (see Table 3).

Evaluation of HPV prevalence by village revealed a geographic clustering of regions
with a high HPV prevalences. In the Yanomami group, the villages located in the northeast of
the Yanomami District (see figure 1) and marked as 4, 7 and 8 (n = 60) presented a higher
prevalence of HR-HPV infection than the other dispersed Yanomami villages (50.0% vs 30.3%; p
= 0.005; OR = 2.29; CI95% = 1.2 — 4.0). The Yanomami villages located in northeast also
presented a higher prevalence of HPV 31, HPV 16 and HPV 66 than villages. Amongst the
Eastern group, the village marked as B (n = 70), located in the north of the Eastern District, had
a higher prevalence of HR-HPV infections compared to the other groups (30,0% vs 16,5%; p=
0,01; OR=2.16; CI95% = 1.1 — 3.9).

DISCUSSION

Significant progress can be observed in recent decades regarding publications on
women's reproductive health in the Brazilian context. It is noted however that scientific
progress has developed mainly in the urban population3! 3% 33, remaining an important gap in

understanding the determinants of health and disease of indigenous women in Brazil.

This study is the first random sampling of a difficult to access group of women and
revealed a high prevalence of HPV in indigenous groups from northern Brazilian Amazonian
region, reaching 45.9% in Yanomami women. This is a higher prevalence than those usually
reported in Brazil. Studies on the HPV prevalence are generally concentrated in the more
developed regions in the country (south and southeast), ranging from 10.4 to 24.5% in
asymptomatic (non-indigenous) women 3*3¢. Two studies were performed in Amazon regions.
Rocha et al.*’ conducted a population-based study evaluating non-indigenous women of the
Amazonian region of Brazil (rural and urban area). The prevalence of HPV was 29.1%,
considered high by the authors. Similarly to our study, 97% of cytologies were normal. Castro
et al.?® also assessed the HPV prevalence in urban women from the central Amazon region
(Brazil). They detected a HPV prevalence of 25% among asymptomatic women seeking the

preventive service, lower than in our study. However it is remarkable that in these studies
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evaluating urban women of Amazonia, the relative prevalence of HPV16 was substantially
higher than in the indigenous women. Rocha et al.*” described that almost 60% of HPVs
detected were HPV16 (58.1%), followed by HPV 58 (20.0%), while Castro et al.®® reported a
HPV16 prevalence of 56% among positive women. In the Yanomami group, the HPV16
accounted for only 19% of positive samples, and in Makushi and Wapishana group only 8%.

The opposite was found regarding the HPV18. The HPV18 has not been commonly detected in

36, 39 40,41 |,

Brazilian studies® °°, or it usually has a prevalence below 1% in asymptomatic women

137 no participant was positive for HPV-18 as well as in Castro’s study?2,

the study of Rocha et a
However, HPV18 was the third most common type in our study, present in 7% of Yanomami
women (15% of the positive samples), and 2% in the Eastern indigenou group (5% of positive

samples).

A high genotypic diversity of HPV in both indigenous groups was observed. While
Rocha et al.*” found 14 types of HPV (16, 33, 81, 6, 70, 31, 35, 45, 52, 53, 61, 68, 71, and 89)
and Castro et al.*® described 7 types of HPV (16, 33, 66, 13, 33, 58, 68) in women from
Amazonia, our study detected more than 60 types of HPV. This diversity revealed a high
prevalence of non-vaccine HR-HPV in the indigenous districts indicating that 69% of the
indigenous women infected by HR-HPV would not be protected by the vaccine, unless cross-
protection with the closest phylogenetical HPV-type occurred. Although cross-protection has
been described** for HPV45 and HPV31, studies concerning cross protection are limited.
Nevertheless, development of a nanovalent HPV vaccine recently FDA approved in the USA

presents the possibility of better coverage for indigenous women.

The above results classify indigenous women, particularly the Yanomami women, at
high risk for HPV infection and cervical cancer. Our study also revealed a significant difference
in prevalence of cervical lesions between the two ethnic groups studied, which differed in 2
centuries of interaction with the surrounding society, and that have been coexisting
geographically but historically and socially separated. The impact of environmental and socio-
cultural changes that take place in virtually all indigenous communities on women's health
have pointed to increased incidence of degenerative diseases such as diabetes, hypertension
and cancer in American indigenous peoples, due to increasing contact with western society
and lifestyles® 44, In this context, it was expected that the communities of Eastern District
would have a higher prevalence of HR-HPV and precursor lesions of cervical cancer, since they
have a longer interaction with the surrounding society in relation to the Yanomami. However,

the data consistently point to the opposite. Being a member of the most isolated indigenous
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group was a risk factor for cervical intraepithelial lesions. This suggests that the Yanomami

have sustained HPV infections over a long historical period.

Relevant characteristics and cultural practices of reproductive health of Yanomami
women were highlighted by Early et al.'” and may help explain their risk of HPV and CC. This
anthropological study reported that Yanomami girls reside in their parent’s house up to 2 years
after menarche (12.4 years on average), when they move into the house of the groom's
parents and start sexual activity. According to our study, Early reported an average maternal
age at the time of first birth of 16 years. In addition to early sexual exposure, they reported a
short period between pregnancies, multiparity (fertility rate = 8 children per woman), and
multiple sexual partners. The authors also highlighted that during the reproductive period (15
to 40 years), the Yanomami women spend approximately 90% of their time pregnant and/or
breastfeeding. An important factor that may contribute to the higher prevalence of cervical
intraepithelial lesions among the Yanomami is their geographical isolation in the forest®*,
Difficulties of women’s understanding and acceptance of the screening, infrastructure
deficiencies and logistical barriers related to access difficulties may explain the low inclusion of
Yanomami women to complete and effective prevention programs. The higher prevalence of
Yanomami women who had never had a cytological examination reported in the present study

corroborate this notion.

A topic that deserves attention is the relation between HPV and age in these groups.
The prevalence of HPV in the Eastern indigenous District presented an L-shaped curve, similar
to that described for non-indigenous Brazilian women*. However the Yanomami district
presented a U-shaped curve. It emphasizes the high and increasing prevalence of HPV and HR-
HPV in Yanomami women from 35 years of age, reaching a prevalence of approximately 80%
after 55 years. An interesting study* described the profile of cervicovaginal cytology (more
than 4 million tests) performed in indigenous and non-indigenous women throughout Brazil
(between 2008 and 2012). When ethnic groups were compared, the prevalence of HSIL was 2-
3 times higher in indigenous women than in non-indigenous women in the elderly group (> 64
year of age). The high prevalence of HR-HPV demonstrated in our study may help explain this
finding. A similar curve shape has been observed in native women from rural Nigeria and other
regions of Sub-Saharan Africa. Clarke et al. perfomed a population based study on HR-HPV
prevalence in African women and, althought they had a lower prevalence of HPV than our
study, the authors also described an increasing prevalence of HR-HPV infection after 35 years
old. The explanation for this high HR-HPV prevalence at older ages remains elusive. Cultural

and behavioral issues, leading to continuing sexual exposure at older ages, and a lower ability
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of viral clearance among older indigenous women may be implicated in this process. The

implication of long-term persistence of HPV infection in isolated hunter-gather peoples from
Amazonia and Africa suggests that it could be a characteristic of ancient man and that patterns
reflecting decreased prevalence with age in western society represents recent change. These
features of the natural history of HPV imply viral-host adaptation to the behaviors and
characteristics of the host poplation for continued viral fitness and success as a replicating

symbiotic organism.

This study has limitations. First, the cross-sectional design does not allow the use of
temporality and causality criterion, since outcome and risk factors were measured
synchronously, so bias and reverse causality could not be eliminated. Second, most Yanomami
women did not know the Christian calendar, and they informed their age based on lunar
cycles, making this data relatively imprecise, mainly for the older participants, requiring
caution in this analysis. However, we have analysed age data using the standard IARC age

categories, what strengthen the credibility of the results.

Despite the identification of 8 novel HPV genomes, only 1 was identified in the most
isolated ethnic group. These types were rare, and we were unable to identify novel endemic
papillomaviruses in the Yanomami women that are supposed to have been socially isolated
from non-indigenous populations for at least 12,000 years. It seems more likely that most, if
not all, HPV types evolved thousands of years ago in prehuman primates and took genomic
forms similar to those existing today. Nevertheless, future studies of the HPV variants in these

women should better disclose their origins.

CONCLUSION

Indigenous women from the extreme north of the Brazilian Amazon, especially the
Yanomami ethnic group, have increased risk of CC, due to the high prevalence of HR-HPV and a
high genotypic diversity. An increasing prevalence of HPV with age was observed in Yanomami
women, which may represent a hunter-gatherer pattern. There was a lower relative and
absolute prevalence of HPV16 in relation to that described in non-indigenous women from
Brazil, and the opposite was observed for HPV18. Despite the identification of 8 potential
novel HPV genomes, and we were unable to demonstrate the presence of novel endemic

papillomaviruses unique to the Yanomami women.
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Table 1: Demographic and clinical features of native indigenous women from the

northern Brazilian Amazonian region. (Brazil, 2013).

Yanomami District | Eastern District p value

Age (years) 33.1(+£13.1) 38,1 (+14.6) 0,001
Number of children 3.5 (%£2.3) 4.6 (£2.9) Ns
Number of previous pregnancies 4.5 (+£2.8) 5.5 (+3.4) Ns
Currently pregnant 32 (10.4%) 16 (4.4%) 0.004
Age by the birthdate of first child (years) 16.0 (+3.1) 20.1 (x4.8) 0.004
Marital status

Single 34 (11.1%) 57 (15.8%) ns

Married/living together 249 (81.6%) 290 (80.3%) ns

Widow/divorced 20 (6.5%) 14 (3.9%) ns
Age at the marriage (years) (n=573) 17.1 (£5.1) 21.5 (+8.3) 0.001
Had undergone at least 1 Pap test within 118 (42.0%) 248 (70.6%) <0.0001
last 3 years (n=631)
Had undergone at least 1 Pap test life long 158 (72.8%) 269 (89.6%) <0.0001
(>24 years old) (n=517)
Had undergone at least 3 Pap test life long 75 (34.5%) 189 (63.0%) <0.0001
(>24 years old) (n=517)
Previous hysterectomy 2 (0.6%) 8 (2.2%) ns

Ns: not significative.



Table 2: Cervical cell cytology and HPV results.

7R

Yanomami District Eastern District p value
Satisfactory cytologic samples 275 (94.2%) 332 (94.5%) ns
Any intraepithelial lesion 14 (5.1%) 6 (1.8%) 0.04
ASC-US 7 (2.5%) 3(0.9%) ns
LSIL 4 (1.5%) 3(0.9%) ns
HSIL 2(0.7%) 0 ns
Invasive cancer 1(0.4%) 0 ns
HPV positive (all ages) 140 (45.9%) 124 (34.5%) 0.003
<35 years old 88 (44.6%) 79 (44.1%) Ns
>35 years old 52 (49.0%) 45 (25.0%) <0.0001
High-Risk HPV positive (all ages)* 104 (34.1%) 69 (19.2%) <0.0001
<35 years old 65 (32.9%) 50 (27.9%) ns
>35 years old 39 (36.8%) 19 (10.5%) <0.0001
HPV16 positive (all ages) 29 (9.5%) 10 (2.8%) 0.001
<35 years old 17 (8.6%) 7 (3.9%) ns
>35 years old 10 (9.4%) 3 (1.6%) 0.005
HPV18 positive (all ages) 22 (7.0%) 7 (1.9%) 0.003
<35 years old 14 (7.1%) 6 (3.5%) ns
>35 years old 7 (6.6%) 1(0.5%) 0.008
HPV multiple type positive (all ages) 140 (45.9%) 124 (34.5%) 0.003
<35 years old 88 (44.6%) 79 (44.1%) ns
>35 years old 52 (49.0%) 45 (25.0%) <0.0001
Number of HPV types detected/woman 21 1.8 0.02
(positive samples)
Diversity of HPV types in population
Number of HPV types 42 52 -
HPV types/sample size 0.14 0.14 -
Shannon diversity index* 5.16 4.75 0.012

&High-risk HPV types: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66.

*In decreasing order of prevalence (novel types not included).
#Calculated using logarithm base 2.

Ns: not significative; ASC-US: atypical squamous cell of unknown significance; LSIL: low grade
squamous cell intraepithelial lesion; HSIL: high grade squamous cell intraepithelial lesion.
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Table 3. Univariate and multivariate analyses of risk factors for HR-HPV-DNA detection in native indigenous women from northern Amazonian

region.

High-risk HPV infections*

Demographics and clinical features Total Yes (%) p value OR (95% Cl) Adjusted OR (95% CI)
Yanomami District 305 104 (34.1%) <0.0001 2.01 (1.4-2.8) 1.64 (1.1-2.4)
Eastern District 332 69 (19.2%) 1 1

Pregnant during the test

Yes 44 17 (35.4%) Ns 1.32 (0.7-2.4) 1.24 (0.7-3.1)
No 563 176 (27.2%) 1 1

Age

Less than 35 years old 326 129 (35.2%) <0.001 1.84 (1.2-2.6) 1.33 (0.8-2.0)
Older than 35 years 279 64 (22.7%) 1 1

Had undergone at least 1 Pap test life long

Yes 471 136 (29.4%) Ns 0.74 (0.5-1.1) 1.11 (0.4-1.8)
No 136 54 (35.8%) 1 1

Marital status

Single 86 41 (49.9%) 0.0001 2.57 (1.6-4.1) 2.22 (1.2-3.8)
Married-living together 521 136 (27.5%) 1 1

Had undergone at least 1 Pap test within last 3 years

Yes 342 91 (26.8%) 0.01 0.64 (0.4-0.9) 0.77 (0.4-1.3)
No 233 91 (36.4%) 1 1

Age at the birthdate of 1st child

< 20 years old 252 73 (28.9%) Ns 1.31 (0.3-3.6) 1.11 (0.2-5.4)
> 20 years old 141 35 (24.8%) 1 1

Number of pregnancies

>4 pregnancies 286 105 (36.8%) 0.002 1.75 (1.2-2.4) 1.52 (0.8-2.3)
<4 pregnancies 317 81 (25.0%) 1 1

* High-risk HPV types: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66

Ns: not significative (p<0.05). All variables were adjusted for all other variables in multivariate analysis.

doi:10.1371/journal.pone.0133635.t003

This study is the first random sampling of a difficult to access group of women and revealed

a high prevalence of HPV in indigenous groups from northern Brazilian Amazonian region,

reaching 45.9% in Yanomami women. Despite differences in laboratory methods, this seems to
be a higher prevalence than those usually reported in Brazil. Studies on the HPV prevalence are
generally concentrated in the more developed regions in the country (south and southeast),
ranging from 10.4 to 24.5% in asymptomatic (non-indigenous) women [34-36]. Two studies
were performed in Amazon regions. Rocha et al.[37] conducted a population-based study eval-
uating non-indigenous women of the Amazonian region of Brazil (rural and urban area). They
used a Sanger-based sequencing of HPV-DNA, and the prevalence of HPV was 29.1%, consid-
ered high by the authors. Similarly to our study, 97% of cytologies were normal. Castro et al.
[38] also assessed the HPV prevalence in urban women from the central Amazon region
(Brazil). Also using Sanger-based sequencing, they found a HPV prevalence of 25% among
asymptomatic women seeking the preventive service, lower than in our study. However it is
remarkable that in these studies evaluating urban women of Amazonia, the absolute prevalence
of HPV16 was substantially higher than in the indigenous women. Rocha et al.[37] described
that almost 60% of HPVs detected were HPV16 (58.1%), an absolute HPV16 prevalence of
16,8%, while Castro et al.[38] reported an absolute HPV16 prevalence of 14,8%. In the



Figure 1: Map of the northern Amazonian region of Brazil. Geographical demarcation
of the Eastern and Yanomami Indigenous Districts, Brazil, 2014. Location of the randomly
selected villages, in order of visit. Yanomami District: 1-Auaris; 2-Maturaca; 3-Marari; 4-Erico;
5-Surucucu; 6-Demini; 7-Palimi-U; 8-Alto Mucajai. Eastern District: A-Malacacheta; B-Camar3;

C- Vista Alegre; D-Pium; E-Boqueirdo.
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Figure 2: Detailed workflow of bioinformatics pipeline and taxonomic classification of HPV.
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Figure 3:HPV prevalence by HPV species groups,

1 Yanomami M Eastern

Alp 29 Aphal Alphab Alpha3 Alphald Alphal0 Alphall Gamma Alphad Alohal Alphad Alphal3

HPV species groups

*sianificative difference of prevalence of HPV hetween ethnic groups (p<0.05),

2



High-risk HPV infection (26)

23

Figure 4: Prevalence of high-risk HPV by age group.
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Figure: Primer desing for PCR amplification of HPV-DNA and next generation sequencing.



