UEA

UNIVERSIDADE
DO ESTADO DO
AMAZONAS

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
FUNDACAO DE MEDICINA TROPICAL DR. HEITOR VIEIRA DOURADO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL
DOUTORADO EM DOENCAS TROPICAIS E INFECCIOSAS

CARACTERIZACAO DA INFECCAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANO EM
INDIGENAS DO EXTREMO NORTE DA AMAZONIA BRASILEIRA:
COMPARACAO ENTRE ETNIAS INDIGENAS ISOLADAS E INTEGRADAS A
SOCIEDADE OCIDENTAL

ALLEX JARDIM DA FONSECA

Manaus
2015




ALLEX JARDIM DA FONSECA

CARACTERIZACAO DA INFECCAO POR PAPILOMAVIRUS HUMANO EM
INDIGENAS DO EXTREMO NORTE DA AMAZONIA BRASILEIRA:
COMPARACAO ENTRE ETNIAS INDIGENAS ISOLADAS E INTEGRADAS A
SOCIEDADE OCIDENTAL

Tese apresentada ao Programa de PGs-
Graduacdo em Medicina Tropical da
Universidade do Estado do Amazonas em
Convénio com a Fundagdo de Medicina
Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, para a
obtencdo de titulo de Doutor em Doencas
Tropicais e Infecciosas.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos de Lima Ferreira

Co-orientadora : Prof2 Dra. Angélica Espinosa Barbosa Miranda

Manaus
2015



Ficha Catalogréafica

Fonseca, Allex Jardim da

F676¢C Caracterizacdo da infeccdo por papilomavirus humano
em indigenas do extremo norte da Amazénia Brasileira:
comparacao entre etnias indigenas isoladas e integradas
a sociedade ocidental / Allex Jardim da Fonseca. --
Manaus : Universidade do Estado do Amazonas,
Fundacao de Medicina Tropical, 2015.

53 f. il

Tese apresentada ao Programa de POs-Graduacao
em Medicina Tropical — UEA e FMT Fundacdo de
Medicina Tropical, 2015.

Orientador: Prof. Dr. Luiz Carlos de Lima Ferreira.

Coorientadora: Prof? Dra. Angélica Espinosa Miranda

1. Infec¢do - Papilomavirus — Mulheres indigenas 2.

Prevencéo — Cancer - Colo atero I. Titulo.

CDU: 618.14-006(=1-82)

Ficha Catalogréfica elaborada pela Bibliotecaria da Escola Superior de Ciéncias da Salde — UEA Sheyla
Lobo Mota.



FOLHA DE JULGAMENTO

CARACTERIZACAO DA INFECCAO POR PAPILOMAVIRUS
HUMANO EM INDIGENAS DO EXTREMO NORTE DA AMAZONIA
BRASILEIRA: COMPARACAO ENTRE ETNIAS INDIGENAS
ISOLADAS E INTEGRADAS A SOCIEDADE OCIDENTAL

ALLEX JARDIM DA FONSECA

“Esta Tese foi julgada adequada para obtencdo do Titulo de Doutor em
Doencas Tropicais e Infecciosas, aprovada em sua forma final pelo Programa
de POs-Graduacdo em Medicina Tropical da Universidade do Estado do

Amazonas em convénio com a Fundacgéo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira
Dourado”.

Banca Julgadora:

Prof Dr. Luiz Carlos de Lima Ferreira
Presidente

Profa. Dra. Luisa Lina Villa
Membro

Prof. Dr. Marcus Vinicius Guimaraes de Lacerda
Membro

Prof. Dr. lvan Tramujas da Costa e Silva
Membro

Prof. Dr. Luiz Carlos Zeferino
Membro



A minha esposa,
Ana Rosa,
sem seu apoio seria impossivel

A Joana e a Marina,
pelo simples presente de ser pai de vocés



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Luiz Carlos de Lima Ferreira, por fazer jus a palavra orientador. Por
acreditar neste trabalho desde sua concepcao. Pelo exemplo de competéncia aliada
a humildade. Por sua amizade, disponibilidade e dedicacdo. Por se tornar um
exemplo profissional e humanitério para mim. Minha sincera e eterna gratidao.

A Prof2, Dr2, Angélica Espinosa Barbosa Miranda, por sua orientagéo, colaboracgio e
dedicacgéo, e por abrir as portas para que este trabalho ganhasse a proporcdo que
ganhou.

Ao Prof. Dr. Robert Burk, pela valiosa colaboracdo no campo da biologia molecular.
Por me receber de forma tdo atenciosa em sua Universidade. Pelo cuidado com os
detalhes desta pesquisa e por me ensinar a buscar a perfeicéo.

Ao lider dos povos Yanomami, Sr. David Kopenawa Yanomami, e ao lider dos povos
Macuxi e Wapichana, Sr. Clovis Ambradsio, por confiarem na minha palavra e abrirem
as portas de suas comunidades indigenas para a execucao deste estudo.

As mulheres Yanomami, Macuxi e Wapichana, que atenderam prontamente ao
convite de um desconhecido para participacdo no estudo, mesmo em se tratando da
natureza intima e pessoal desta pesquisa.

As Coordenadoras de Salde da Mulher dos Distritos Sanitarios Especiais Indigenas
do Leste (Enfermeira Maria Jos€) e Yanomami (Enfermeiras Elaine Cristina
Floréncio e Raquel Vogel), que autorizaram e apoiaram a execuc¢ao do trabalho.

Aos pilotos dos avides e motoristas da SESAI que me conduziram na dificil tarefa de
coletar os dados desta pesquisa nos confins da Amazoénia.

Aos enfermeiros e técnicos da SESAI que trabalham nos Polos-Base visitados em
areas indigenas, pelo apoio irrestrito e pela recepcao.

A Universidade do Estado do Amazonas e a Fundacdo de Medicina Tropical Dr.
Heitor Vieira Dourado, nas pessoas do Prof. Dr. Marcus Vinicius Guimardes de
Lacerda e Prof. Dra. Maria das Gracas Vale Barbosa Guerra, pela oportunidade de
avancar no mundo académico, e pelo exemplo pessoal a ser seguido.

A meus pais, por sempre me incentivarem a estudar.

A Deus, pelas portas que me tem aberto.



vi

“Cultura consiste em tudo aquilo criado pelo homem.
Cultura consiste em criar, e nao em repetir.”
Paulo Freire

Um brasileiro a frente de seu tempo.
(1921 - 1997)

“As doencas podem ser semelhantes,
mas as pessoas sado muito diferentes”

Celmo Celeno Porto
Médico, escritor e professor.



Vii

RESUMO

As mulheres indigenas da regido amazénica apresentam algumas das maiores taxas
de incidéncia de cancer de colo do utero no mundo. O objetivo do estudo foi avaliar
a citologia cervicovaginal e a infecgcdo por papilomavirus humano (HPV) em
mulheres indigenas que diferem em estilo de vida e nivel de interagdo com a
sociedade ocidental. Mulheres Yanomami vivem isoladas na Amaz6nia com um
estiio de vida de cacadores/coletores da floresta tropical. Mulheres Macuxi e
Wapichana vivem em proximidade com a sociedade ocidental. Para selecionar um
grupo representativo de mulheres de cada distrito indigena, foi utilizada amostragem
aleatéria, considerando cada polo base registrado como um conglomerado amostral.
Amostras cervicais foram coletadas para citologia e deteccéo e tipagem de HPV por
PCR e next generation sequencing. O estudo foi aprovado pela CONEP e pelos
lideres tribais. Um total de 664 mulheres nativas foram incluidas de 13 aldeias
indigenas, com uma taxa de participacdo de 76%. Mulheres Yanomami
apresentaram maior prevaléncia de citologia anormal (5,1% vs. 1,8%, p = 0,04) e de
infeccdo por HPV de alto risco (34,1% vs. 19,2%, p <0,001). Mulheres Yanomami
com mais de 35 anos de idade foram significativamente mais propensas a ter HPV
de alto risco, enquanto as mulheres menos de 35 anos nao diferiram
significativamente entre os grupos. Os tipos de HPV mais prevalentes em todo o
grupo foram HPV31l (8,7%), HPV16 (5,9%) e HPV 18 (4,4%). Conclui-se que as
mulheres Yanomami, nativas e isoladas, foram mais propensas a ser HPV + e as
prevaléncias aumentaram com a idade. Estudos sobre HPV em povos isolados
sugerem que a persisténcia da infeccado a longo prazo seja uma caracteristica dos
seres humanos pré-histéricos, e que os padrdes refletindo diminuicdo da prevaléncia
com a idade observados na sociedade ocidental represente uma mudanca recente
na histéria humana. Este estudo tem implicacdes para a prevencao do cancer de
colo do utero e o entendimento do relacionamento virus-hospedeiro.

Palavras-chaves: Servicos de Saude do Indigena; indios Sul-Americanos;
Neoplasias do colo de utero; Infec¢do por papilomavirus; Grupos étnico; Saude de
minorias.
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ABSTRACT

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. 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. A total of 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 (34.1% vs. 19.2%,
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%). We conclude that 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; South American Indians; Uterine Cervical
Neoplasms; Papillomavirus Infections; Ethnic Groups; Minority Health.
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INTRODUCAO

Cerca de 500.000 novos casos de cancer de colo de utero (CCU) séao
estimados anualmente em todo o mundo, e 80% destes ocorrem em paises de
média ou baixa renda, como o Brasil (1), onde 15.900 novos casos de CCU sao
estimados todos os anos (19 casos novos/100.000 habitantes por ano) (2). Na
Amazonia brasileira, CCU é um problema de saude publica ainda maior. Um estudo
de base populacional realizado em 2010 revelou uma taxa de incidéncia bruta anual
de 46/100.000 no estado de Roraima, possivelmente a mais elevada do Brasil (3).
Aproximadamente 10% da popula¢do em Roraima é constituida por povos indigenas
(4). No entanto, até 23% dos casos de cancer do colo do utero neste estado sao
relatados em mulheres nativas, sugerindo um maior risco de CCU para estas
minorias étnicas (estimativa de taxa de incidéncia de 110/100.000), uma das mais
elevadas taxas reportadas no mundo (3, 5).

Apesar da saude das populacbes indigenas ser identificada como uma
prioridade para OrganizacGes de Saude (6), o perfil epidemiolégico das mulheres
indigenas permanece desconhecido, devido, em parte, a falta de investigacéo e a
precariedade dos sistemas de informacéo sobre morbidade e mortalidade nesses
grupos (7). Na América do Sul, poucos estudos avaliaram a prevaléncia de HPV e de
lesGes intraepiteliais cervicais em mulheres indigenas aldeadas, e a maioria destes
estudos sédo concentrados em grupos indigenas das regides mais urbanizadas do
continente. Em grupos indigenas da América do Sul com niveis de interacao
permanente com a sociedade ocidental, a prevaléncia de HPV em mulheres
assintomaticas tem variado de 14 a 60% (8-10). Um estudo que analisou as
variantes do HPV16 em mulheres indigenas Quechua (um grupo étnico integrado a
sociedade envolvente que habita a regido de fronteira entre Argentina e Brasil)
evidenciou que 69% dos gendtipos HPV16 detectados eram variantes europeus,
refletindo a possivel influéncia da colonizagéo luso-espanhola sobre os Incas e seus

descendentes dessa regido (11).

Nos dias de hoje os grupos indigenas mais isolados nas Américas sao
habitantes da regido Amazo6nica, com altos indices de CCU e pouco conhecimento
sobre o perfil de infeccdo por HPV nestes grupos. Um estudo realizado por Ong et
al. (12) investigaram a infeccdo por HPV em mulheres de trés tribos indigenas



parcialmente isoladas da Amazénia brasileira hd 20 anos atras (Tiriy6, Waidpi e
Munduruku). Foi relatada uma prevaléncia de HPV de 14,4%. O sequenciamento
genético de trés amostras revelou mais de 10% da variabilidade nucleotidica em
relacdo ao genotipo mais proximo, e foi sugerido pelos autores que esses isolados
possivelmente fossem novos tipos de HPV, endémicos dos povos nativos da

Amazobnia.

Diferentes populacdes, especialmente os povos indigenas isolados, podem
apresentar caracteristicas distintas de infeccoes por HPV, relacionados a sua
ascendéncia, estilo de vida e comportamento sexual. Além disso, para o
conhecimento sobre a epidemiologia do CCU é necessario compreender o papel
etiologico dos diferentes tipos de HPV e suas variantes nessas populacoes, a fim de
desenvolver estratégias preventivas eficazes. Grupos indigenas isolados
(Yanomami) e grupos com interacdo permanente com a sociedade envolvente
(Macuxi e Wapichana) habitam o extremo norte da Amazbnia brasileira,
apresentando uma diferenca ecoldgica que pode ser usada para investigar a
influéncia do isolamento e de um estilo de vida primitiva sobre a diversidade do HPV
e sua associacao com CCU. Até a data da execucédo deste estudo, as caracteristicas
da infeccdo por HPV e sua diversidade genotipica nesses grupos indigenas séo
desconhecidas.



FUNDAMENTAGCAO TEORICA

A infeccdo pelo HPV é reconhecidamente o mais importante fator para o
desenvolvimento do CCU. O estudo pioneiro na identificacéo desta relacao causal foi
publicado pelo médico italiano Rigoni-Stern em 1842 (13). Ao revisar declaragfes de
morte de mulheres em Verona no periodo de 1760 a 1839, o Dr. Rigoni-Stern relatou
uma elevada frequéncia de CCU em mulheres casadas, vilvas e prostitutas, mas
uma baixa ocorréncia em mulheres virgens e freiras, e concluiu que o
desenvolvimento deste tipo de cancer deveria estar relacionado ao histérico sexual.
O crescimento da microbiologia na segunda metade do século XIX resultou na
tentativa de relacionar agentes infecciosos com o CCU. Os primeiros estudos a
tentar incriminar um agente viral foram direcionados para virus da herpes (14). E
foram os estudos publicados por Harald zur Hausen (15), no final dos anos 70, que
mostraram de forma concreta a relagédo entre o CCU e um agente causal viral,
altamente transmissivel sexualmente, que hoje sabe-se ser o HPV, um virus com

tropismo epitelial (pele e mucosas) da familia Papovaviridae.

Entretanto a infeccdo pelo HPV néo é suficientemente deterministica para a
evolucdo do cancer (16). Ha necessidade da associagdo de outros fatores que
influenciam direta ou indiretamente na instalacdo do processo carcinogénico no
epitélio escamoso cervical (17). Os fatores imunolégicos, a associacdo com a SIDA,
fatores genéticos como o polimorfismo da proteina p53, o tabagismo e o uso de
anticoncepcionais orais interagem, em maior ou menor intensidade, com
oncoproteinas e outros elementos do HPV, potencializando a a¢do do virus na célula
hospedeira e facilitando o desenvolvimento do processo de imortalizacdo e

carcinogénese (18).

A infeccdo pelo HPV é raramente sintomética. As lesdes cervicais induzidas
pelo HPV podem permanecer durante meses a anos e entdo podem regredir
espontaneamente ou, no caso da infeccdo pelos HPV de alto risco ou de risco
intermediario, evoluir para LSIL ou HSIL, e por sua vez, progredir lentamente para o
CCU, num intervalo médio de 10 anos ou mais (19). A infeccdo pelo HPV se
caracteriza por transmissao facil e ampla. Dados apontam que aproximadamente
80% dos individuos de populac¢des ocidentais sejam infectados ao longo da vida, e

que até 20% dos individuos normais estejam infectados pelo HPV (20).



O HPV possui um capsideo ndo envelopado icosaédrico de 55 um de
diametro limitando um genoma circular de DNA de dupla hélice composto por cerca
de 7.900 pares de bases, dividida em 4 partes: regido precoce (E), regiao tardia (L),
regido reguladora a montante (do inglés, upstream regulatory region, URR), e uma
pequena regido de alta variabilidade ndo codificadora entre E5 e L2. Todos os HPV
conhecidos possuem um conteudo genético organizado de forma muito similar, e
sdo as variacbes de mais de 10% dos nucleotideos da regido tardia 1 (L1) que

definem, em taxionomia, os genétipos de HPV(21).

Mais de 150 gendtipos do HPV ja foram descritos, e aproximadamente 100
destes ja foram sequenciados. Os gendtipos 6 e 11 sdo responsaveis pelas verrugas
genitais, manifestacdo comum e altamente infecciosa (22). Os genotipos 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 sdo os mais comumente implicados na génese
do CCU (21). Neste subgrupo considerado de alto risco carcinogénico, destacam-se
0S genotipos 16 e 18 por serem responsaveis por 70% dos casos de CCU, com uma
variacdo de 65 a 76% entre as regides brasileiras estudadas (20, 23). No Brasil, a
prevaléncia de infeccdo por HPV em mulheres com exame citolégico normal é de

aproximadamente 17% (23), sendo o0 gendtipo mais prevalente o HPV 16 (5,2%).

HPV e populac¢des nativas das Américas

Estudos avaliando a magnitude da infec¢cdo por HPV em populagbes nativas
das Américas ainda sdo escassos. Entretanto, ha relatos de elevada prevaléncia de
infeccdo por HPV neste grupo. Nos Estados Unidos, mulheres indigenas nativas
(bacia do Mississipi) foram consideradas como subgrupo de alto risco para cancer
de colo de utero devido a elevada prevaléncia de alteragfes citologicas induzidas
por HPV quando comparadas a mulheres nédo indigenas da mesma regiao (24). Algo
semelhante foi descrito por Bell et al. (25) que relataram elevada prevaléncia de HPV
em 287 indigenas nativas das Planicies do Norte dos Estados Unidos. Foi detectado
HPV-DNA no colo de utero de 21% das mulheres nativas americanas rastreadas
pela técnica de PCR. Destas, 67% foram positivas para genotipos de alto risco. Em
outro estudo, Becker et al. (26) avaliaram a incidéncia de infec¢cao por HPV e de
cancer de colo de utero em diversas comunidades indigenas nativas do Alasca e

das Planicies Centrais Norte-americanas. Os autores relataram que a incidéncia



destes agravos foi duas vezes maior em mulheres nativas em relagdo as nédo
indigenas, com grande variabilidade entre as tribos, e ressaltam a importancia dos
estudos de recorte étnico-racial, a fim de subsidiar as estratégias preventivas neste

grupo populacional especial.

Na Ameérica do Sul foi comparada a prevaléncia de infeccdo por HPV em
mulheres indigenas aldeadas da etnia Guarani (regido de Missiones - Argentina)
com mulheres caucasianas urbanas daquela regido (27). Foi utilizada a técnica de
PCR, e evidenciou-se maior prevaléncia de infeccdo por HPV em indigenas (60%)
em comparacdo as mulheres ndo indigenas (43%) de forma estatisticamente
significativa. Ainda na Argentina, outro estudo avaliou as variantes do HPV-16 em
mulheres indigenas da etnia Quechua da regiao Jujuy (noroeste do pais) (11). Os
autores detectaram uma elevada proporcdo (69%) de infeccdo por variantes
Europeus do HPV16, e concluiram que esses dados refletem a influéncia da
colonizacéo espanhola sobre os descendestes Incas nativos daquela regiao.

Dados semelhantes foram relatados em mulheres indigenas Wapichana da
Guyana Inglesa. Kightlinger et al. (28) documentaram elevada prevaléncia de CCU e
baixa adesdo aos programas preventivos em indigenas Wapichana habitantes na
floresta tropical vizinha ao estado de Roraima. Neste estudo retrospectivo, dos 2.250
exames revisados, foram descritos 5% de HSIL e 0,8% de carcinoma invasor. Dentre
as mulheres com displasia intraepitelial cervical e carcinoma invasor,
aproximadamente 60% apresentavam genotipos de HPV de alto risco (HPV 31, 25%;
HPV 16, 22% e HPV 18, 13%).

HPV e populacdes indigenas no Brasil

No Brasil o perfil epidemiolégico dos povos indigenas € muito pouco
conhecido, o que decorre da exiguidade de investigacdes, da auséncia de censos e
de outros inquéritos regulares, e da precariedade dos sistemas de registro de
informacgdes sobre morbidade, mortalidade e cobertura vacinal neste grupo étnico,

dentre outros fatores (7).

Um estudo de ambito nacional que realizou uma analise descritiva de mais de

4 milhdes de exames citopatoldgicos do colo de utero constantes no SISCOLO no



periodo de 2008 — 2012 ilustra esta dificuldade (29). Apenas 8% dos exames
coletados no pais registraram a informacéo de raca/cor da mulher rastreada. Apesar
da elevada taxa de ndo completude das informacdes, os autores registraram maior
propor¢cdo de lesbes compativeis com invasdo do colo de atero em mulheres
indigenas em comparacdo as nao indigenas, apesar de nao ter sido observada
diferenca de proporcdo de lesGes pré-malignas cervicais. Tal situacado sugere maior
susceptibilidade para as mulheres indigenas no Brasil, possivelmente relacionada a

barreiras culturais, comportamentais e de acesso as acdes de controle do CCU.

Poucas investigacdes originais abordando a saude da mulher indigena estédo
disponiveis no Brasil. Em Rondénia, resultados de exames citopatoldgicos do colo
do utero de 147 mulheres indigenas da etnia Surui e 197 da etnia Cinta-larga foram
revisados por Rodrigues et al. (30) Os dados revelaram elevadas prevaléncias de
lesBes atipicas do colo de utero: ASC-US em 10,2%; LSIL em 3,6%; HSIL em 2%;
carcinoma invasor em 0,5%. Outro estudo com metodologia semelhante também
revisou retrospectivamente resultados de rastreamento do cancer de colo de utero
no parque indigena do Xingu entre 1989 e 1996 (31). Das 423 mulheres rastreadas,
apenas 12% apresentaram exame citoldégico normal. Em 1,2% das mulheres foi
detectado LSIL, 1,7% HSIL e cancer invasivo em 1,2% das mulheres rastreadas,
prevaléncias consideradas elevadas pelos autores quando comparadas a relatos
historicos em mulheres ndo indigenas. Em 84% das mulheres do Xingu foi
constatada atipia inflamatoria, decorrente de infec¢cdes genitais sexualmente
transmissiveis. Esta vulnerabilidade ao HPV em tribos indigenas do Xingu foi
confirmada por Speck et al. (32) quase uma década apds, ao realizar estudo
prospectivo sobre rastreamento do cancer de colo de utero, também no parque
indigena do Xingu 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, Mendes estudou 424 indigenas de 16 etnias diferentes,
em estudo de corte transversal. Os exames citolégicos cervicais revelaram LSIL em
2,1%, HSIL em 3,3% e carcinoma invasor em 1,2% (33). Evidéncias similares foram
publicadas por Pereira et al. (34) que identificou 5,1% de LSIL e 0,6% de HSIL
(nenhum caso de carcinoma invasor) ao revisar retrospectivamente os laudos de 989
mulheres das aldeias Jaguapird e Bororé em Dourados, Mato Grosso do Sul, entre
2004 e 2006.



Estudos utilizando métodos de biologia molecular para avaliar a prevaléncia
de infeccdo por HPV sdo ainda mais escassos. Brito et al. (8) realizaram a pesquisa
de HPV em um pequeno grupo (n=49) de mulheres indigenas aldeadas da etnia
Parakana do estado do Para. Foi relatada deteccéo por PCR do HPV em 14,3% das

pacientes examinadas, sendo em um terco por HPV de alto risco carcinogénico.



PROBLEMA DA PESQUISA

Qual a prevaléncia de HPV em mulheres indigenas habitantes nas areas de
reserva do DSEl Leste e Yanomami da regido Amazbnica Brasileira? As
caracteristicas da infecgdo por HPV diferem entre tribos com diferentes graus de

contato com o a sociedade ocidental?



HIPOTESES

As mulheres indigenas do extremo norte da Amazodnia brasileira

possuem elevada prevaléncia de infec¢ao por HPV.

As caracteristicas genotipicas dos HPV encontrados diferem entre

grupos com diferentes graus de contato com a sociedade ocidental.

Existem gendétipos de HPV endémicos, ainda n&o descritos, em

mulheres de grupos indigenas mais isolados na Amazonia Brasileira.
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JUSTIFICATIVA

Um minimo de conhecimento sobre a epidemiologia do HPV é necessario
para se entender o papel de seus diversos subtipos no desenvolvimento do CCU de
uma determinada populacdo, e consequentemente elaborar estratégias preventivas
efetivas contra o céncer, especialmente envolvendo vacinagcdo contra o HPV.
Populacdes diferentes podem apresentar caracteristicas distintas de infeccdo viral,
como abrigar genadtipos variados do HPV no trato genital. Até o momento, 0s povos
indigenas do extremo norte da Amazoénia Brasileira ndo foram estudados quanto a

prevaléncia do HPV e seus gendtipos.

Adicionalmente, o estudo da infeccdo por HPV em grupos étnicos isolados
pode enriquecer o conhecimento da relacdo virus-hospedeiro, bem como fornecer

pistas sobre a historia da evolu¢cdo do HPV em primatas humanos e pré-humanos.
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OBJETIVOS

Objetivo primario

e Avaliar a prevaléncia de infeccdo cervical por HPV em mulheres
indigenas aldeadas do extremo norte da regido amazonica do Brasil.

Objetivos secundarios

Comparar as prevaléncias de lesbes pré-malignas e malignas do colo

de utero nas indigenas estudadas, segundo etnia e idade;

e Analisar os fatores de risco demogréaficos e socioculturais relacionados

a infeccao por HPV e alteracdes citologicas cervicovaginais;
e Descrever a ocorréncia de novos tipos de HPV na populacéo estudada;

e Comparar os tipos de HPV mais frequentes e sua diversidade
ecoldgica entre as etnias com diferentes graus de interagdo com a

sociedade envolvente.
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METODOS

Desenho do Estudo

Trata-se de um estudo de corte transversal, de analise quantitativa, que
consistiu na busca ativa de mulheres indigenas habitantes de areas de reserva do
extremo norte da regido Amazonica do Brasil, para coleta de material (secre¢ao)
mucoso do canal endocervical e fundo vaginal. O estudo foi desenhado para avaliar
a prevaléncia de lesdes pré-malignas e malignas do colo de utero e da infec¢éo por
HPV, mediante realizacdo de teste de citologia oncética e de amplificacdo do DNA
viral por PCR e sequenciamento macico em paralelo (aqui denominado next
generation sequencing - NGS), além de aplicacdo de questionario sobre dados
pessoais e demograficos. A coleta de material em campo ocorreu entre fevereiro e
julho de 2013.

Local do estudo e Participantes

Devido a fatores culturais, étnicos e antropomorficos o Governo Federal do
Brasil, representado pela Secretaria de Saude Indigena (SESAI) — Ministério da
Saude, dividiu os povos indigenas do extremo norte amazénico em duas regides
geograficas sob gestdo estratégica de dois Distritos Sanitarios Especiais Indigenas
(DSEI): o DSEI Leste (composto principalmente pelas etnias Macuxi e Wapichana); e
o DSEI Yanomami (etnias Yanomami, Yekuana, Xirixana, Patamona e Sanuma)
(figura 1). Os grupos étnicos de ambos DSEls ndo sdo homogéneos e se

caracterizam por graus distintos de interagédo com a sociedade envolvente.
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Figura 1. Mapa do extremo norte da Amazénia Brasileira. Delimitacdo geogréfica dos Distritos
Sanitarios Especiais Indigenas do Leste e Yanomami.
Fonte: Secretaria de Saude do indio — Ministério da Saude, Brasil.

Comunidades indigenas do DSEI Leste

Com uma populacdo estimada em 40.000 habitantes (35), as comunidades
integrantes do DSEI Leste sdo representadas principalmente pelos Macuxi e
Wapichana (36). Habitam as areas de campo e serras localizadas no norte e leste do
estado de Roraima, distribuido por 39.420 km?. Pertencem a filiacdo linguistica
Karib, e & unidade étnica Pemon (37). Registram-se aproximadamente 307 aldeias
indigenas em trés grandes blocos: Terra indigena Raposa Serra do Sol, Terra
Indigena Sdo Marcos e um conjunto de oito pequenas aldeias mais isoladas no
extremo norte do estado (vale do Rio Uraricoera).

Estas comunidades, em especial as Macuxi, se caracterizam por possuir
fronteiras étnicas bastante ténues com a sociedade nao indigena, em virtude de

arranjos habitacionais e socioecondmicos integrados por individuos de diferentes



14

procedéncias ao longo de dois séculos de interagcdo (37). O inicio do contato dos
Macuxi data da ocupacéo colonial portuguesa do Vale do Rio Branco, meados do
século XVIII (38). As informacdes disponiveis sobre o contato com os Macuxi e
Wapichana nesse periodo séo raras e fragmentadas. Nestes 2 séculos de interacédo
com a sociedade envolvente, sua historia, que iniciou como uma estratégia militar, &
marcada por recrutamento da for¢ca de trabalho dos indios na regido, ocupacao das
terras indigenas por atividades agropecuarias e garimpeiras, e expulsdo dos

indigenas de suas aldeias originais.

Figura 2: Mulheres indigenas Wapichana, voluntarias da pesquisa, aguardando exame médico no
Polo-base da comunidade indigena Malacacheta - DSEI Leste, Roraima — Brasil, 2013.

Hoje a maioria dos integrantes destas etnias é classificada como de interacao
recente ou interagdo permanente com a sociedade ndo indigena, fluentes em lingua
portuguesa, e aderentes aos costumes sociais, habitos e crencas ocidentais (figura
2). Comumente residem em casas privativas com acesso a energia elétrica e agua

encanada (39).
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Comunidades indigenas do DSEI Yanomami

Também situados ao norte da Amazobnia, na regido de fronteira Brasil-
Venezuela, os povos Yanomami sdo constituidos por aproximadamente 40.000
habitantes (35), sendo aproximadamente 20.000 destes habitantes no Brasil
(estados de Roraima e Amazonas), onde habitam uma area de 96.650 km?. Os
Yanomami pertencem a unidade étnica Yanomamd, e possuem filiacdo linguistica
propria: Yanomamam (40). Constituem uma sociedade tipicamente errante, de
cacadores, agricultores e coletores da floresta tropical amazonica, sendo o contato
com os ndo indios um fato muito recente em sua historia (41, 42). Os Yanomami
permaneceram até o inicio do século XX isolados geograficamente em seus
territorios, de tal forma que os Unicos e raros contatos que 0S mesmos mantiveram
por varios séculos foram restritos a outros grupos indigenas vizinhos. Nas décadas
entre 1910 e 1940 foram registrados os primeiros contatos com nao indios,
sobretudo com cacadores e soldados militares da Comissédo de Limites, além de

viajantes (antropologos) estrangeiros (42, 43).

Figura 3: Mulheres Yanomami e criancas aguardando atendimento no Polo-base da comunidade
indigena Marari, DSEI Yanomami - Amazonas - Brasil.
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Ainda hoje as comunindades Yanomami se caracterizam por viver em grupos
isolados na floresta tropical (da sociedade nédo indigena, e de grupos indigenas
vizinhos) em tribos relativamente pequenas (de 40 a 250 habitantes), permanecendo
aldeados e mantendo seus costumes como lingua nativa, estrutura social tipica,
erraticidade, habitos como o infanticidio, além de inicio precoce da atividade sexual
e multiparidade (figura 3 e 4). Os Yanomami residem em casas comunitarias
(multiplas familias), construidas com barro, madeira e palhogas, sem acesso a

energia elétrica ou 4gua encanada.

Figura 4: Foto de mulheres e crianga Yanomami, comunidade indigena Watoriki, Polo-base Demini,
DSEI Yanomami, Amazonas — Brasil, 2013. Voluntarias da pesquisa.
Fonte: Acervo préprio.

Geneticistas e linguistas, ao estudarem os Yanomami, concluiram que a
auséncia de afinidade genética, antropomorfica e linguistica com os grupos étnicos

do DSEI Leste motivou o isolamento desta etnia desde os tempos remotos (40, 44-
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46). Ressalta-se, portanto, que a divisdo geografica atualmente percebida entre as
areas dos dois DSEIls néo foi demarcada arbitrariamente por governos, mas ocorreu
de forma natural, seguindo as intera¢des historicas entre os habitantes nativos da
floresta. A separacdo geografica entre os DSEls Leste e Yanomami representa a
expressdo fisica das diferencas culturais, antropomoérficas e genéticas
historicamente preservadas entre estes grupos (47-49).

Procedimentos de Pesquisa

As entrevistas e coleta de material foram realizadas nos Polos-base (PoB) da
Secretaria de Saude do indio (SESAlI — Ministério da Salde) localizadas
estrategicamente nas comunidades indigenas em é&reas de reservas demarcadas
(figuras 5 e 6). Tratam-se de Unidades de Saude que praticam assisténcia basica
em saude aos indigenas aldeados. Todas as coletas (de dados e material biol6gico)
foram realizadas pelo pesquisador principal, em conjunto com funcionarios da

SESAI, fluentes nos dialetos locais.

Figura 5: Polo-base da comunidade indigena Canauani - DSEI Leste, Roraima - Brasil.
Fonte: acervo proprio.
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Nos PoB localizados nas reservas indigenas atuam regularmente equipes de
saude compostos por um enfermeiro, dois técnicos de enfermagem, um odontdlogo,
um assistente de consultério dentario, e agentes indigenas de saude, sob gestao
dos Distritos Sanitarios Especiais Indigenas - SESAI. As equipes dos PoB atuam
inseridas em areas indigenas por periodos que variam de 20 a 30 dias consecutivos,
guando ocorre a troca de equipe. A composi¢cdo completa da equipe é rara, pois a

atuacdo de médicos é escassa e eventual. O acesso dos profissionais a estas

comunidades é restrito e controlado pelos DSEls.

Figura 6: Polo-base da comunidade indigena Demini, DSEI Yanomami, Amazonas - Brasil. Mulheres
voluntarias aguardando atendimento médico. Tradutor da SESAI (blusa vermelha) e enfermeira da
SESAI, que realizaram entrevistas nesta comunidade.

Fonte: Acervo proprio.

Apbs obter o consentimento dos lideres tribais da comunidade, o pesquisador,
em conjunto de profissionais de saude do PoB, realizou visita as familias das
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comunidades para esclarecimento e convite para participacdo na pesquisa. N&o
houve selecdo de pacientes. Todas as mulheres que procuraram atendimento no

PoB foram atendidas, até cessacao da demanda.

g oty = ke
= . v 8

Figura 7: Palestra ministrada pelo pesquisador para convite e esclarecimento dos propésitos e
métodos da pesquisa aos habitantes de comunidade indigena Boqueirdo, etnia Macuxi, DSEI Leste.
Roraima - Brasil.

Fonte: Acervo proprio.

No PoB, primeiramente as voluntarias foram esclarecidas sobre os propésitos
e métodos da pesquisa (figuras 7), com ajuda de tradutores, e consentiram
formalmente com o estudo (TCLE, anexo 1). Foram entdo submetidas a entrevista
baseada em questionario arguindo sobre dados pessoais e familiares. Perguntas
abordando historico sexual, sexarca e menarca foram vetadas pelos lideres tribais.
O questionario (em anexo) apresentava questdes sobre: 1) identificacdo; 2)
procedéncia; 3) estado marital; 4) tempo de casamento/unido marital; 5) nimero de
filhos e gestacdes; 6) idade do filho primogénito; 7) historia de exames ginecoldgicos
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preventivos prévios. Todos os documentos e amostras referentes a cada voluntaria
possuiam dupla identificacdo com nome e numeracdo de registro na pesquisa por

meio de etiqueta.

Critérios de inclusao

Participaram da pesquisa mulheres de todas as idades que procuraram
atendimento no PoB das comunidades apOs convite pessoal ou publico. Foram
incluidas mulheres gestantes, puérperas, lactantes, mulheres com historia de
histerectomia ou conizac¢édo do colo de utero. Mulheres com sangramento menstrual
foram incluidas na pesquisa, porém sem coleta de lamina de citologia cervicovaginal
caso sangramento importante, sendo coletada apenas amostra para pesquisa de
HPV-DNA por PCR. Voluntarias em dia com o0 seu exame preventivo (teste de
Papanicoloau realizado ha menos de 1 ano) também foram incluidas na pesquisa,

independente do resultado prévio.

Critérios de exclusao

Foram excluidas mulheres sexualmente virgens, mulheres nao indigenas
(mesmo que residentes na comunidade), e as que ndo conseguiram compreender 0s
propésitos da pesquisa e que nao assinaram (ou realizaram impresséao digital) no
TCLE.

Amostra e amostragem

Para o célculo do tamanho amostral, a prevaléncia da infec¢do por HPV na
populacdo alvo foi estimada em 15%, baseada nos resultados de 2 estudos
analogos realizados em mulheres indigenas da Amazoénia, utilizando a técnica de
PCR (8, 12). Considerando intervalo de confianca de 95% e erro aceitavel de 4%.
Obteve-se tamanho amostral minimo de 250 mulheres para o Distrito Yanomami e

322 mulheres para o Distrito Leste. Supondo uma perda de até 10% de amostras
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e/ou dados, o tamanho de amostra final foi de 275 mulheres do DSEI Yanomami e
355 do DSEI Leste. Este tamanho amostral tem poder de 90% para detectar Odds
Ratio ajustada maior que 1,5 com intervalo de confianca de 95% (erro alfa = 0.10,

bilateral).

Para tanto, foi utilizada a formula:

B N.Z%p.(1—-p)
“Z2p.(1—p)+et (N—-1)

n

Onde: n =tamanho amostral minimo;

N = tamanho da populacgao;

Z = referéncia normal da distribuicdo para o intervalo de confianca
desejado;

p = prevaléncia estimada de infeccdo para HPV na populacéo alvo;

e = maior erro aceitavel.

Como os povos indigenas estdo distribuidos na forma de pequenas
comunidades indigenas em areas de reserva, de dificil acesso, o processo de
amostragem consistiu de amostragem aleatoria por conglomerado. Todos os PoB
registrados foram numerados. Uma sequéncia de numeros aleatérios foi gerada

(http://www.random.org/), ponderada pelo tamanho da populacdo de cada

comunidade, e as comunidades indigenas de cada distrito indigena foram visitadas
em ordem sequencial, até alcance da meta amostral em cada distrito. Arbitramos
gue um numero minimo de 5 PoB de cada distrito deveria ser incluido na pesquisa,

mesmo que a meta amostral ja tivesse sido alcancada.

O DSEI Leste de Roraima possui 34 PoB que prestam assisténcia a 307
aldeias indigenas. As 5 comunidades do DSEI Leste sorteadas estdo expostas na
tabela 1. O acesso as comunidades deste DSEI foi realizado por via terrestre, em

carros da SESAI, ou via fluvial (balsas).


http://www.random.org/
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Tabela 1: Polos-base e comunidades indigenas aleatoriamente selecionados no DSEI Leste.

Polo-Base Comunidades Distancia Via de acesso Etnia mais Mulheres
. de Boa prevalente incluidas (n)
Atendidas pelo PoB Vista (km)
Malacacheta Malacacheta, 110 terrestre Wapichana 94
Campinho, Barro
Vermelho
Pium-taiano Barata, Pium, Anta, 140 terrestre Wapichana 69
Anta Il
Canauani Canauani, 120 terrestre Wapichana 70
Sédo Marcos
Boqueirdo Boqueirdo, 250 terrestre Macuxi 85
Mangueira, Sucuba,
Arapua, Raimundao
Vista Alegre Vista Alegre, Darora, 150 terrestre + Macuxi 42

Mauixé, llha, Campo
Alegre

fluvial

Fonte: SIASI/SESAI/MS(35).

Para o DSEI Yanomami, 0 acesso as comunidades foi realizado por via aérea,

em avides monomotores com capacidade para até 6 passageiros e/ou helicopteros.

Este DSEI possui 35 PoB, que atendem a 282 tribos indigenas, total de 20.507
habitantes(35).

Em virtude das comunidades do DSEI Yanomami serem menos populosas, foi

necessaria inclusdo de 8 PoB para alcance da meta amostral neste distrito (figura 8

e 9). Os PoB do DSEI Yanomami sorteados e suas respectivas comunidades

atendidas foram expostas na tabela 2.
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Figura 8: Mapa do Distrito Sanitario Indigena Yanomami. Polos-base sortedos e visitados
assinalados no mapa (em vermelho).
Fonte: SESAI, MS.

Tabela 2: Polos-base e comunidades indigenas sorteados no DSEI Yanomami.
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Polo-Base Comunidades Tempo de véo Viade Etnias mais Mulheres
sorteado atendidas a partir de Boa acesso prevalentes incluidas
Vista (n)

Alto Mucajai Pewa-u, Uxi-a, Kuisipi, 40 min Aérea Xirixana, 18
lhihimakok, Yanomami

Awaris Awaris, Yekuana 2h 20min Aérea Yekuana, 35

Sanuma

Demini Watoriki, Wananari-U 2h 10min Aérea Yanomami 48

Erico Ericé, Catiri, Comini 1h 5 min Aérea Xiriana 20

Marari Castanha, Taibrapa 2h 30min Aérea Yanomami 25

Maturaca Maturacd, Ariabu 3h 30min Aérea Yanomami 107

Palimi-u Palimi-a, Uximamoli, 2h 10 min Aérea Yanomami 22
Halikatu-u

Surucucu Koriaupé, xirimihiki, 2h 30min Aérea Yanomami 29

Xiate-0 (avido +

helicéptero)

Fonte: SIASI/SESAI/MS(35).
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Coleta de material biolégico

ApGs a entrevista, a mulher voluntaria foi submetida a exame ginecologico. A
coleta foi realizada pelo médico pesquisador, frequentemente com auxilio de
funcionarios da SESAI. Apds a insercdo de espéculo vaginal, foi procedida inspecéo

visual do colo de Utero, se existente.

Figura 9: Transporte aéreo da equipe de pesquisa (avido da SESAI) para realizagéo do estudo nas
comunidades indigenas sorteadas do DSEI Yanomami. Chegada na pista de pouso da comunidade
Demini, Amazonas, Brasil.

Fonte: Acervo proprio.

Citologia Oncoética

Para obtencdo de esfregacos citolégicos da ectocérvice uterina e de fundo de
saco vaginal foi utilizada a espatula de Ayres. A coleta de material representativo do
canal endocervical foi realizada através da escovacdo endocervical. As amostras
foram distendidas em l|aminas de vidro, duplamente identificadas. O material

estendido na lamina foi imediatamente borrifado com solugéo fixadora (Vagispec®,
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Adlin Plastico LTDA, Santa Catarina — Brasil), constituida por propilenoglicol e alcool
absoluto, armazenado e transportado para o Laboratério de Patologia do Estado de
Roraima. Neste laboratdrio as laminas foram coradas segundo técnica tradicional,
conforme recomendado por diretrizes brasileiras (50), que sumariamente consiste de
imersfes das laminas consecutivamente em alcool etilico 99,5° GL, corante

hematoxilina, corante Orange, corante EA-50, e xilol.

As laminas foram analisadas por 2 meédicos patologistas, experts em
citopatologia e professores universitarios de patologia, no Laboratério de Patologia
do Estado de Roraima (Boa Vista — RR) e no Departamento de Patologia da
Fundacao de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado — Amazonas. A leitura das
laminas foi realizada segundo as diretrizes brasileiras para o rastreamento do CCU
(50), e a nomenclatura brasileira para laudos citopatoldgicos cervicais. As citologias
foram classificadas segundo o Sistema Bethesda (51): 1) normal ou inflamatorio; 2)
atipia celular escamosa de significado indeterminado — do inglés ASC-US; 3) atipia
celular escamosa sendo impossivel descartar neoplasia de alto grau — ASC-H; 4)
leséo intraepitelial de baixo grau (do inglés LSIL); 5) lesdo intraepitelial de alto grau
(do inglés HSIL); 6) lesdo sugestiva de carcinoma invasor; 7) atipias de células
glandulares de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas ou quando

nao se pode excluir lesdo de alto grau; 8) lesdo sugestiva de adenocarcinoma.

Coleta de material para biologia molecular: HPV-DNA

Durante exame especular, foi coletado material bioldégico para pesquisa de
HPV-DNA por PCR com aparelho de coleta especifico para este proposito (HC2
DNA Collection Device®, Digene Inc., USA). O kit de coleta e transporte contém
escova cervical que foi inserida no canal endocervical, com profundidade de 1 a
1,5cm do orificio externo e girada por 3 voltas completas, e entéo retirada e inserida
no tubo de transporte, contendo solugédo tampé&o para conservacéo do DNA. O tubo
foi fechado hermeticamente apds quebra da haste da escova (em local exato) em
seu interior, e duplamente identificado. Segundo orientacdo do fabricante, as

amostras poderiam permanecer em temperatura ambiente por até 2 semanas.
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Em mulheres gravidas ou possivelmente gravidas, ndo foi coletado material
endocervical. Nestas, a coleta de material para pesquisa de DNA foi realizada por

escovacao da ectocérvice e fundo de saco vaginal.

Processamento de amostras bioldgicas

ApOs coleta das amostras biologicas (HPV-DNA) em area indigena, as
mesmas foram transportadas em recipiente primario de transporte e coleta,
hermeticamente vedado, para Boa Vista, capital do estado de Roraima e sede dos
DSEIs Yanomami e Leste. Foram estocadas em baixas temperaturas (-80°C) em um
prazo de até 4 meses da coleta. Posteriormente transportadas, em baixas
temperaturas, para o Laboratorio Burk, no Albert Einstein College of Medicine,

Yeshiva University, Nova York, EUA, onde foram processadas laboratorialmente.

Recuperacédo de DNA

Para recuperacado do DNA das amostras, foi utilizado o kit de DNA QlAamp®
(Qiagen, USA) seguindo o protocolo recomendado: 1 mL do meio liquido contento o
esfoliado do colo de atero foi centrifugado a 3.000 rpm por 5 minutos. Ao pellet
extraido foi adicionado 20 pL de proteinase K, e entdo incubado a 56°C por 1h para
lise. Foi adicionado 200 pyL de tampao de lise AL, e apds agitagdo da amostra, 200
ML de etanol 96%. O material foi transferido para colunas mini spin (2 mL) e
centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. Descartado o sobrenadante, a coluna mini
spin foi transferida para novo tubo e adicionado 500 pL de tampao de lavagem AW1.
Novamente centrifugado por 1 minuto a 8.000 rpm e descartado o sobrenadante.
Repetido o processo de lavagem com 500 pyL de tampao AW2 e centrifugado por 3
min a 14.000 rpm. A coluna spin foi removida cuidadosamente, e transferida para
tubo de microcentrifugacdo com 100 yL de tamp&o AE para eluicdo do DNA da

coluna, e centrifugado por mais 1 minuto a 8.000 rpm.
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Desenho de primers para NGS e para origem das amostras

Uma vez que o espectro de tipos de HPV presentes em populagdes isoladas
nao era conhecido, utilizamos um novo ensaio de NGS recentemente desenvolvido
no laboratorio Burk. Em resumo, duas regides alvo foram usadas para genotipagem
de HPV (Figura 10). Para cada ensaio, varios primers diferentes de HPV
(especificos para géneros, espécies ou tipos) foram misturados com concentragdes
proporcionais. Uma unica sequéncia de 8-pb de DNA foi anexado a extremidade 5'
de cada primer (“cddigo de barras”), e esta sequéncia era especifica para cada
participante da pesquisa. Cada codigo de barras possuia diferencas nucleotidicas de

pelo menos 2 pb de qualquer outro primer de outra participante (52).

[ I BN BN BN BN DN |
A A ? N\ N\
- Fragmento -
alvo
Cébcligo de Primer Primer  cédigo de
arras Forward Reverse barras
(8pb) (8pb)
forward reverse
URR E6

Regido alvo 1
(spfF)

6000 HPV16 2000

Regido alvo 2
(fapR)

Figura 10: Desenho dos primers para a amplificacdo por PCR de HPV-DNA e next generation
sequencing. (URR: upstream regulation region, ou regido reguladora a montate).
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Além disso, uma sequéncia de 4 pb foi inserida a esquerda (interposta entre a
sequéncia codigo de barras e o primer forward propriamente dito, denominado
primer spfF) e uma outra sequéncia de 4 pb foi adicionada a direita (entre o cédigo

de barras e o primer reverse, denominado primer fapR).

Amplificacao por PCR e sequenciamento next-gen

Uma aliguota de cada DNA amostral foi amplificado por PCR usando os
primers com 8 pb de oligonucleotideos como cddigo de barras para cada ensaio de
NGS. Para todas as amostras, um coédigo de barras unico foi introduzido ao
fragmento amplificado pela PCR pelos primers forward e reverse. Em resumo, uma
reacdo de 25 uL foi realizada com uma mistura igual de AmpliTag Gold DNA
polimerase® (Life, USA) e HotStart-TI FideliTaq DNA Polimerase® (Affymetrix,
USA), além de 1 ul do DNA de cada individuo, e os primers contendo os cédigos de
barra especifico para cada individuo da amostra. Os ciclos de PCR consistiram de
um preaguecimento de 95°C durante 5 min seguido por 15 ciclos de: 95°C durante 1
min, 55°C durante 1 min, e 68°C durante 1 min. E entédo 25 ciclos de: 95°C durante 1
min, 60°C durante 1 min, e 68°C durante 1 min. E uma extensao final a 68°C durante
10 min. As temperaturas de anelamento da polimerase do ensaio usando o primer
fapR foram ajustadas a 57°C durante os primeiros 15 ciclos e 62°C durante os

outros 25 ciclos.

Amplificacdo bem sucedida do fragmento previsto foi estimada pela
concentracdo do fragmento amplificado através da comparacéo do brilho relativo da
banda, contra um controle, por eletroforese em gel. Os produtos de PCR (com seus
codigos de barras) de todas as amostras foram misturadas em concentracdes
molares de DNA aproximadamente iguais (0 volume a ser misturado de cada
amostra foi variavel, entre 1 uL e 20 uL). Se nenhum fragmento amplificado foi
observado por coloragédo com brometo de etidio, mesmo assim 20 uL da reagéo foi
adicionado a mistura de todas as amostras positivas. As misturas de produtos de
PCR foram purificados com o QIAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen, USA); uma
aliquota de produtos de amplificacdo de DNA purificados foi preparado utilizando o

Kit de Preparacdo de Amostras de DNA TruSeq llumina® e sequenciados no
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aparelho HiSeq Illlumina® (lllumina Inc., California, USA) no Albert Einstein

Epigenomics Facility (New York, USA) usando leituras término-pareadas.

Procedimentos de bioinformética e classificagcdo taxonémica

Para os procedimentos de bioinformatica e classificagdo taxonO6mica, as
leituras de DNA término-pareadas do Illlumina® foram analisadas individualmente de
acordo com seus codigos de barra especificos para cada amostra, usando
Novobarcode v1.00® (http://www.novocraft.com/), filtradas para leituras de baixa
gualidade (Q20) e de curto tamanho (50 pb), utilizando Prinseg-lite v0.20.4® (53), e
transformadas em leituras Unicas usando o Flash v1.2.7® (54). As leituras terminais
gue nao puderam ser unificadas foram anexados e reservadas. As sequéncias lidas
foram entdo submetidas a restricdo de quimeras usando UChime® (55) em
USEARCH v 7.0.1001® (56) contra um banco de dados de referéncia “ouro” para
papilomavirus. Todas as leituras que passaram pelo filtro de controle de qualidade
foram entdo agrupadas em unidades taxondmicas de operacdo com 95% de
identidade (do inglés, OTUs) e atribuida uma taxonomia de HPV utilizando
USEARCH®. Uma tabela de contagem do numero de vezes que cada tipo de HPV
foi observado em cada amostra foi criada e a taxonomia de cada virus detectado foi
classificada a nivel do tipo de HPV (e ndo suas variantes). A figura 3 demonstra o

fluxograma de procedimento de bioinformatica.

Criamos um conjunto de dados de papilomavirus para atribuicdes
taxondmicas usando o algoritmo UPARSE® (57). Em resumo, todas as leituras
foram classificadas segundo a abundancia das mesmas, para descartar 0s
singletons, a fim de melhorar a especificidade do método diagndstico. As sequéncias
classificadas foram entdo agrupadas em OTUs dentro do limite de 95% de
identidade. Uma vez que as sequéncias quiméricas foram abatidas a partir do
conjunto de dados, os OTUs agrupados foram classificados usando o algoritmo
UPARSE-REF® e o0 banco de dados de referéncia (proprio) para HPV. Note-se que
as sequéncias de referéncia foram aparadas para incluir apenas a regidao amplificada
por cada ensaio NGS, excluindo assim as sequéncias dos cédigos de barra. Se as
OTUs apresentarem identidade de 60 a 95% em relacdo as sequéncias de HPV do

banco de dados de referéncia, estas representavam potenciais tipos novos de
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papilomavirus. As OTUs com menos de 60% de identidade para um tipo de HPV

conhecido foram classificadas como sequéncias ndo-papilomavirus.

o _
0s predutos de PCR com cadige de barra
de todas as amestras foram misturados

Amplificagio por PCR |

Primers (codigos de barra dnicos) ‘

em concentracdes molares de DNA
semelhantes entio purificades

——

Checagem geral da qualidade da leitura

Next-Gen sequencing |

Sequenciam. em paralelo macige ‘

usando FastQC

_—

Qualidade da leitura = Q20

L
Analise individual das sequéncia
de DNA

Novobarcode (definiciio da origem
da amostra pelo codigo de barras)

Filtro de qualidade |

Tamanho daleitura z 50 pb

Leituras individuais que falharam na
unificagao foram reservadas

Banco de dados "oura” para

Prinseq-lite ‘

h

Unificagdo das leituras multiplas ‘

Flash |
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Restrigdo de quimeras ‘

papilomavirus usado como referéncia
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Classificacio da leitura ‘

sequéncia de nucleotidecs

Uma tabela com classificagio da

Usearch usesearch-global |

.
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Ucstripper.py |
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Figura 11: Fluxograma detalhado de procedimentos de bioinformatica para andlise e classificacao
taxonémica de HPV, a partir das leituras do sequenciamento NG, Laboratério Burk, Nova York, EUA,

2014.
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Ponto de corte da OTUs e definicdo de positividade para HPV

Valores de corte foram estabelecidos para remover leituras (OTUs) de baixa
frequéncia. Dependendo do numero total de sequéncias, OTUs pouco frequentes
foram descartados em cada ensaio do NGS. Para cada amostra, o0 teste de
positividade para um tipo de HPV foi considerada negativa se o numero de leituras
na amostra foi inferior a 0,5% do niamero maximo de leitura deste mesmo tipo em
uma outra amostra do mesmo ensaio. Uma amostra foi considerada negativa se o
namero total de leituras de HPV foi inferior a este limiar definido para cada ensaio.
Para cada uma das amostras positivas com multiplos tipos de HPV, para um dado
tipo de HPV ser considerado presente, o numero de leituras deveria ser maior do

que 1% do numero total de leituras de HPV naquela amostra.

Analises de controle de qualidade

Cem amostras (15%) foram selecionadas aleatoriamente para repeticdo da
amplificagcdo por PCR e NGS. Os ensaios foram realizados de modo cego. A
concordancia da prevaléncia de gendtipos de HPV entre os dados originais e o

conjunto de controle de qualidade foi superior a 97% (indice kappa = 0,92).

Método de analise de dados

Definicdo de variaveis

A variavel desfecho principal foi a prevaléncia de infeccdo por HPV (e seus
genotipos), calculada pela razdo entre nimero de amostras positivas € numero de
exames coletados, e expressas com intervalo de confianca de 95%. A prevaléncia
de lesdes pré-malignas e malignas cervicais foi considerada variavel desfecho
secundéria, e definida como a razdo entre nimero de resultados alterados e o
namero de exames coletados no periodo. Dados pessoais e demograficos das

voluntarias foram considerados variaveis independentes/descritivas.
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Analise estatistica

Andlise estatistica descritiva foi realizada, incluindo frequéncia de distribui¢cdo
para variaveis categoricas, e médias (com desvio padrdo) e medianas (com desvio
interquartilico) para variaveis continuas, com distribuicdo normal e ndo normal,
respectivamente. A prevaléncia das variaveis desfecho e seus intervalos de
confianga de 95% (IC95%) foram estimados baseados em distribuicdo binomial, e
corrigidos pela estrutura etaria (SIASI) das comunidades indigenas de cada DSEI.
Para comparacdo de meédias amostrais, foi utilizado o teste t de Student para
variaveis de distribuicdo normal e com homogeneidade de variancias amostrais.
Sendo, foi utilizado o teste de Mann-Whitney para este propdsito. A concordancia
entre observadores foi realizada pelo indice kappa de Cohen. A avaliacdo de
diversidade ecologica para tipos de HPV foi realizada pelo indice de Shannon-
Weiner (calculado com logaritmo natural), e a comparacao entre os indices de cada
grupo foi realizado pelo teste de Mann-Whitney. Foi utilizado o teste do x-quadrado
para comparar diferencas de proporcdes de variaveis categoricas. Odds ratio (OR) e
IC95% foram calculados em andlise univariada e Odds Ratio ajustada (aOR) em
analise multivariada por regressao logistica. O critério de selecdo de variaveis
explicativas para entrada na andlise multivariada foi o valor critico de p<0,15 na
analise univariada. Os dados foram tabulados e analisados utilizando-se o software
MedCalc® versédo 12.7.0 (Ostend, Bélgica).

Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da Fundacédo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado — AM, e pela
Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (Parecer n® 325/2012; protocolo CONEP
16.800). Os lideres tribais consentiram e autorizaram a execucéo do estudo (figura
12). Ressalta-se que perguntas sobre menarca, sexarca, histérico de doencas
sexualmente transmissiveis e comportamento sexual foram vetadas pelos lideres

tribais e foram excluidas do questionario. Ratifica-se que todas as voluntarias foram
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esclarecidas sobre os propdsitos e métodos do estudo em seus préprios dialetos,
com auxilio de tradutores da SESAI, e consentiram formalmente com a sua

participacao.

Figura 12: Reunido com lideres tribais Yanomami durante reunido de Conselho Indigena Yanomami
para obtencado de autorizacao da pesquisa. Comunidade indigena Maturaca - DSEI Yanomami,
Amazonas, Brasil.

Fonte: Acervo préprio.
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RESULTADOS

Para estudar as diferencas entre os povos indigenas que possuem um estilo
de vida primitivo na floresta e um estilo de vida mais ocidental, foi selecionada uma
amostra aleatoria de 2 regibes do norte do Brasil. Treze aldeias indigenas foram
visitadas e 664 mulheres nativas foram incluidas, representando 76% das mulheres
habitantes das comunidades, em idade reprodutiva (15 a 40 anos), de acordo com o
senso demografico indigena (4). Destas, 359 (54%) eram mulheres Macuxi ou
Wapichana, e 305 (46%) eram mulheres Yanomami. Trés indigenas foram excluidas
da coleta de material biolégico por ndo permitir a coleta do exame (n=1) e por néo
apresentarem sinais de atividade sexual prévia ao exame ginecolégico (n=2). A
amostra final consistiu de 661 mulheres.

A média de idade foi de 35,8 anos (x 14,5), e variou de 12 a 92 anos. Cerca
de um terco dos patrticipantes tinha entre 3 e 5 filhos (n = 241, 36,4%) e 48 (7,2%)
mulheres estavam gravidas no momento do exame. Dentre as 46 mulheres sem
filhos (6,9%), 27 j& haviam engravidado pelo menos uma vez. A idade média das
mulheres no primeiro parto foi de 18,6 anos (x 4,1). A maioria das mulheres eram
casadas ou viviam com um homem (n = 539, 80,9%). Entre estas, a idade média ao
casamento foi de 20,6 anos (x 7,9). A tabela 3 apresenta e compara as
caracteristicas demograficas entre os grupos étnicos. As mulheres Yanomami eram
mais jovens, se casaram com menos idade, tiveram o primeiro parto em uma idade

mais jovem e eram mais propensas a estar atualmente gravidas.

Quando perguntadas se haviam realizado pelo menos um teste de
Papanicolau, nos ultimos trés anos, 366 (58%) de 661 mulheres relataram ter
realizado o teste. Considerando somente as mulheres entre 25 e 64 anos (nh = 517),
427 (82,6%) das mulheres relataram ter sido rastreadas para cancer do colo do Gtero
uma ou mais vezes, e 264 (51,0%) das mulheres afirmaram que eles haviam
realizado trés ou mais exames citologicos cervicais. As mulheres Yanomami
informaram menor cobertura do programa de rastreamento preventivo (tabela 3).
Apenas 22 (3,3%) mulheres estavam cientes dos resultados da sua citologia prévia,
e todos eram do Distrito Leste. Oito mulheres do Distrito Leste (2,2%) haviam sido

submetidas a histerectomia, das quais duas foram por cancer de colo de Uutero.
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Apenas duas mulheres Yanomami haviam sido submetidas a histerectomia e

desconheciam do motivo da cirurgia.

Tabela 3: Caracteristicas demogréficas e clinicas de mulheres indigenas nativas da regido norte da

Amazobnia brasileira, Brasil, 2013.

Distrito Yanomami  Distrito Leste p valor

Idade (anos) 33.1 (¢¥13.1) 38,1 (+14.6) 0,001
Namero de filhos 3.5 (x2.3) 4.6 (¥2.9) ns
Namero de gravidezes prévias 4.5 (£2.8) 5.5 (¥3.4) ns
Atualmente gravida 32 (10.4%) 16 (4.4%) 0.004
Idade ao nascimento do primeiro filho (anos) 16.0 (¥3.1) 20.1 (¢4.8) 0.004
Situacdo marital

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

Casada/uniao estavel 249 (81.6%) 290 (80.3%) ns

Vilva/separada/divorciada 20 (6.5%) 14 (3.9%) ns
Idade ao casamento (anos) (n=573) 17.1 (#5.1) 21.5 (£8.3) 0.001
Realizagdo do exame de Papanicolaou pelo menos:

1 vez nos ultimos 3 anos (n=631) 118 (42.0%) 248 (70.6%) <0.0001

1 vez ao longo da vida (>24 anos) (n=517) 158 (72.8%) 269 (89.6%) <0.0001

3 vezes ao longo da vida (>24 anos) (n=517) 75 (34.5%) 189 (63.0%) <0.0001

Histerectomia prévia

2 (0.6%)

8 (2.2%)

ns

ns: nao significativo (p<0,05).

Dentre as 607 amostras citoldégicas consideradas tecnicamente satisfatorias, a

prevaléncia de alteracdes citologicas foi de 3,3% (IC 95%: 2,1 - 5,1%). Citologias
alteradas consistiram de 10 casos de ASC-US (1,6%), 7 casos de LSIL (1,15%), 2

casos de HSIL (0,33%) e 1 caso de carcinoma invasivo (0,17%). A prevaléncia de

citologia alterada foi maior nas mulheres indigenas do Distrito Yanomami do que do

Distrito Leste (5,1% vs 1,8%, respectivamente, p = 0,04). Nao houve diferenca

significativa quanto a presenca de infiltrado inflamatério nas citologias das mulheres
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Yanomami e das mulheres do Distrito Leste (68,0% vs 74,7%, respectivamente). A

tabela 4 mostra e compara os resultados da citologia e HPV para cada grupo.

Tabela 4: Resultados de citologia cervicovaginal e pesquisa de HPV-DNA.

Distrito Yanomami Distrito Leste p valor
Laminas satisfatorias 275 (94.2%) 332 (94.5%) ns
Alteracao na citologia cérvicovaginal (qualquer) 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
Cancer invasivo 1 (0.4%) 0 ns
Infeccdo por HPV (todas as idades) 140 (45.9%) 124 (34.5%) 0.003
<35 anos 88 (44.6%) 79 (44.1%) ns
>35 anos 52 (49.0%) 45 (25.0%) <0.0001
Infeccdo por HPV de alto risco (todas as idades)® 104 (34.1%) 69 (19.2%) <0.0001
<35 anos 65 (32.9%) 50 (27.9%) ns
>35 anos 39 (36.8%) 19 (10.5%) <0.0001
Infeccdo por HPV16 (todas as idades) 29 (9.5%) 10 (2.8%) 0.001
<35 anos 17 (8.6%) 7 (3.9%) ns
>35 anos 10 (9.4%) 3 (1.6%) 0.005
Infeccdo por HPV18 (todas as idades) 22 (7.0%) 7 (1.9%) 0.003
<35 anos 14 (7.1%) 6 (3.5%) ns
>35 anos 7 (6.6%) 1 (0.5%) 0.008
Coinfeccdo por multiplos tipos de HPV (todas as 72 (23.6%) 47 (13.0%) <0.0001
idades)
<35 anos 49 (24.8%) 33 (18.4%) 0.02
>35 anos 23 (21.3%) 14 (7.7%) <0.0001
Tipos cumulativos de HPV detectados / amostra 2.1 1.8 0.02
positiva
Diversidade de tipos de HPV em mulheres
positivas
Numero de tipos de HPV 42 52 =
indice de diversidade ecolégica# 0.52 0.39 0.012

4PV de alto risco corresponde aos tipos:16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66.

*indice de Shannon-Wiener (calculado em logaritimo natural).
ns: ndo significativo; ASC-US: do inglés, atipia celular escamosa de significado indeterminado; LSIL: do
inglés, lesdo intraepitelial de baixo grau; HSIL: do inglés, lesdo intraepitelial de alto grau.
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A prevaléncia de HPV foi de 39,7% (IC 95%: 37,6% a 41,8%). A infeccao pelo
HPV foi mais comum em mulheres Yanomami do que em mulheres Macuxi e
Wapichana (45,9% vs 34,5%, respectivamente, p = 0,003). Entre 0s casos positivos,
coinfeccdo por multiplos tipos de HPV foi detectado em 17,1% das mulheres, e
variou de dois 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 infeccbes multiplas tipo foi maior
nas mulheres do Distrito Yanomami do que nas do Distrito Leste (29,6% vs 13,0%,

respectivamente; p < 0,0001).
Figura 13: Prevaléncia de HPV por grupo de espécies.
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*diferenca significativa na prevaléncia de HPV entre os grupos indigenas (p<0,05).

Sessenta tipos diferentes de HPV (representando 12 grupos de espécies de
HPV) foram detectados (figura 13). Nas mulheres Yanomami, foram detectados 42
tipos de HPV, em comparacdo com 52 tipos nas mulheres Macuxi e Wapichana
(Tabela 4). Adicionalmente, a analise de diversidade de tipos de HPV indicou maior
diversidade ecoldgica para as mulheres Yanomami. Oito tipos de HPV apresentaram
variabilidade nucleotidica no fragmento amplificado maior que 5% em relacdo ao
genaotipo mais proximo, a maioria (n = 7; 87,5%) eram do Distrito Leste. Os tipos
mais prevalentes em mulheres Yanomami foram HPV16 (n = 29; 9,5%), HPV31 (n =
27; 8,8%) e HPV18 (n = 22; 7,2%). Considerando as mulheres Macuxi e Wapichana,
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o HPV31l (n = 17; 8,6%), HPV68 (n = 14; 3,8%), e 0 HPV53 (n = 11; 3,0%) foram os
mais comuns.
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Figura 14: Prevaléncia de HPV (grafico A) e de HPV de alto risco (gréafico B) por grupos de

idade, mulheres Yanomami, Macuxi e Wapichana, Brasil, 2013.

A prevaléncia de tipos de HPV de alto risco foi de 26,5% (n = 173), e foi maior
nas mulheres Yanomami (34,1% vs 19,2%, p < 0,0001). As mulheres Yanomami
também apresentaram maior prevaléncia de infeccéo por HPV16 (9,5% vs 2,8%, p =
0,001) e por HPV18 (7,2% vs 1,9%, p = 0,003) em relagdo as mulheres Macuxi e
Wapichana. Nao houve diferenca na prevaléncia de HPV (ou HPV de alto risco)
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entre os grupos étnicos quando analisadas apenas participantes abaixo de 35 anos

de idade (figura 14). No entanto, considerando-se as mulheres com mais de 35

anos, o grupo Yanomami apresentou maior prevaléncia da infeccédo pelo HPV, HPV

de alto risco, HPV16 e HPV18 em relacédo ao grupo do DSEI Leste (tabela 4). Foram

identificados trés casos de HSIL e/ou carcinoma invasor em mulheres Yanomami,

todas com mais de 45 anos de idade, infectadas com tipos HPV de alto risco (HPV16
e HPV31). A prevaléncia da infec¢cdo pelo HPV nos casos de ASC-US e LSIL (n =
17) foi de 88%, e os tipos mais comuns foram HPV31 (41,1%) e HPV16 (17,3%).

Tabela 5: Analises univariada e multivariada dos fatores de risco para altera¢cdes citolégicas em
mulheres indigenas nativas da regiao norte da Amazonia.

Variaveis independentes

Citologia cervicovaginal alterada (qualquer alteragéo)*

Total Sim (%) p valor OR (IC 95%) OR ajustado (IC 95%)
Distrito Yanomami 275 14 (5.1%) 0.04 264 (1.5-7.1) 2.1 (1.1-5.5)
Distrito do Leste 332 6 (1.8%) 1 1
Gréavida 44 7 (15.9%) 0.0002 8.69 (3.2 — 23.6) 5.8 (2.0-16.6)
Nao gravida 563 12 (2.1%) 1 1
Até 35 anos 326 15 (4.6%) 0.033 3,32(1.1-10.1) 2.0 (0.8-6.7)
Mais de 35 anos 279 4 (1.4%) 1
Pelo menos 1 Papan. ao 471 12 (2.5%) 0.13 0.48 (0.2-1.2) 0.65(0.2-1.7)
longo da vida
Né&o 136 7 (5.1%) 1 1
Solteira 86 2 (2.3%) ns 0.72(0.2a3.1) -
Casada/unido estavel 521 17 (3.2%) 1
Pelo menos 1 Papan. nos 342 10 (2.9%) ns 0.91(0.3-2.5) -
ultimos 3 anos
N&o 233 7 (3.0%) 1
Idade ao nascimento do 1° 252 6 (2.3%) ns 0.85(0.2-3.0) -
filho <20 anos
220 anos 141 4 (2.8%) 1
Mais de 4 gravidezes 286 11 (3.8%) ns 1.52 (0.6 —1.8)
4 ou menos gravidezes 317 8 (2.5%) 1

*alteracdo citolégica: ASC-US, LSIL, HSIL e carcinoma; ns: ndo significativo (p>0,15 para andlise

univariada, ndo selecionado para analise multivariada).
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Considerando o0 exame citoldgico alterado (ASC-US, LSIL e HSIL) como
desfecho (tabela 5), a andlise univariada revelou que pertencer ao grupo Yanomami
aumentou o risco de atipia celular (OR = 2,64; 1C95% = 1,5 - 7,1). Idade menor que
35 anos e estar gravida também aumentaram significativamente a chance de
anormalidade citolégica. Etnia, idade, gravidez e testes de Papanicolau anteriores
foram avaliadas em analise multivariada. Pertencer a etnia Yanomami se manteve
como um fator de risco, dobrando a chance de ter alteracdo da citologia cervical
(@aOR =2,10; IC95% = 1,1 - 5,5). Estar gravida também aumentou significativamente
o risco de citologia alterada (aOR = 5,82; IC95% = 2,0 - 16,6) em analise
multivariada. ldade e exame de Papanicolaou anterior ndo se confirmaram como
fatores de risco independentes para anormalidades citologicas em analise

multivariada.

Considerando agora a infec¢cao por HPV de alto risco como desfecho (tabela
6), pertencer ao grupo Yanomami duplicou o risco de infecgcdo em relacdo ao grupo
Macuxi e Wapichana (OR = 2,01; IC95% = 1,4 - 2,8). Ser solteira, ter até 35 anos de
idade, ter mais de quatro gestacdes também foram fatores de risco significativos. A
analise multivariada para infeccdo por HPV de alto risco identificou dois fatores de
risco independentes: ser Yanomami aumentou em 70% o risco de infeccédo (aOR =
1,70; 1C95% = 1,1 - 2,5), e ser solteira dobrou esse risco (aOR = 2,32; 95% CI = 1,3-
3,5).

A avaliacdo da prevaléncia de HPV por PoB também revelou uma
aglomeracao geografica de elevadas prevaléncias de HPV no grupo Yanomami. As
aldeias localizadas no nordeste do Distrito Yanomami (EricO, Alto-Mucajai e Palimi-U;
n = 60) apresentaram maior prevaléncia de infeccdo HPV de alto risco do que os
outros PoB Yanomami (50,0% vs 30,3%, p = 0,005; OR = 2,29; IC95% = 1,2-4,0). No

Distrito Indigena do Leste nao houve diferenca significativa entre os PoB.
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Tabela 6: Andlises univariada e multivariada dos fatores de risco para infec¢éo por HPV de alto risco

em mulheres indigenas nativas da regido norte da Amazénia.

Variaveis independentes

Infeccdo por HPV de alto risco*

Total Sim (%) p valor OR (IC 95%) OR ajustado (IC
95%)

Distrito Yanomami 275 114 (37.4%) <0.0001 2.01 (1.4 -2.8) 1.70 (1.1 - 2.5)
0,

Distrito do Leste 332 81 (22.5%) 1 1

Gravida 44 17 (35.4%) ns 1.32 (0.7 -2.4) -
0,

Néo grévida 563 176 (27.2%) 1

Até 35 anos 326 129 (35.2%) <0.001 1.84 (1.2-2.6) 1.35(0.8-2.1)
0,

Mais de 35 anos 219 64 (22.7%) 1 1

Pelo menos 1 Papan. ao 471 136 (29.4%) 0.09 0.74 (0.5-1.1) 1.07 (0.5-1.9)

longo davida 136 54 (35.8%) 1 1

Nao

Solteira 86 41 (49.9%) 0.0001 2.57 (1.6 - 4.1) 2.32(1.3-3.9)
0,

Casada/unido estéavel 521 136 (27.5%) 1 1

Pelo menos 1 Papan. nos 342 91 (26.8%) 0.01 0.64 (0.4 -0.9) 0.77 (0.4 -1.3)

ultimos 3 anos 233 91 (36.4%) 1 1

Nao

Mais de 4 gravidezes 286 105 (36.8%) 0.002 1.75(1.2-2.4) 1.53 (0.9-2.3)

317 81 (25.0%) 1 1

4 ou menos gravidezes

* HPV de alto risco: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66.;
ns: nao significativo (p>0,15 para analise univariada, ndo selecionado para analise multivariada).



42

DISCUSSAO

Apesar dos avancos significativos referentes as publicacbes sobre o céancer
feminino no cenario brasileiro nas dltimas décadas, as investigacoes
epidemioldgicas sobre etnicidade e saude da mulher trabalham, em sua maioria, no
contexto urbano, com mulheres negras (58, 59), permanecendo uma grande lacuna
no conhecimento dos determinantes de salude e doenca das mulheres indigenas no

Brasil.

Este estudo € um dos estudos pioneiros por amostragem aleatéria de um
grupo de mulheres indigenas da Amazénia de dificil acesso e revelou uma alta
prevaléncia de HPV e de anormalidade citol6gicas cervicais em mulheres indigenas
habitantes do norte da regido amazoénica brasileira. As mulheres Yanomami, mais
isoladas geografico e culturalmente, apresentaram maior prevaléncia de lesbes
citolégicas que as mulheres Macuxi e Wapichana. As prevaléncias de LSIL e HSIL
nas mulheres Yanomami (1,5% e 0,7%, respectivamente) assemelham-se as
relatadas em outros estudos abordando a saude da mulher indigena no Brasil.
Mendes et al. (33) estudou 424 mulheres indigenas de 16 etnias diferentes, no
estado do Para e encontrou 2,1% de LSIL, 1,2% de HSIL. Pereira et al. (34)
identificaram, entre 2004 e 2006, em Dourados, Mato Grosso do Sul, 2,1% de
exames com LSIL e 0,6% de HSIL entre 989 mulheres da aldeia Jaguapiru e 1,8%
LSIL e 1,1% de HSIL na aldeia Bororo. Para comparacao, estudos classicos de
ambito nacional sobre alterac¢des citolégicas cervicais em mulheres ndo indigenas no
Brasil revelaram prevaléncias mais baixas. Lippman et al. (60) descreveram o0s
resultados do rastreamento de 818 mulheres (ndo indigenas) assintomaticas
(procedentes de zonas urbanas e rurais brasileiras), com baixa prevaléncia de LSIL
(0,9%), e nenhum caso de HSIL ou cancer invasivo. Um classico estudo de corte
transversal (61) realizado em 2.329 mulheres brasileiras assintomaticas (n&o
indigenas) revelou apenas 0,9% de LSIL e 0,2% de HSIL. Tais prevaléncias
relatadas em mulheres nédo indigenas brasileiras assemelham-se as encontradas no
presente estudo, em mulheres indigenas Macuxi e Wapichana, consideradas de
interacdo permanente com a sociedade ocidental (0,9% de LIBG e nenhum caso de
LIAG).
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Nosso estudo também evidenciou elevada prevaléncia de infeccdo por HPV,
chegando a 45,9% em mulheres Yanomami. Tal prevaléncia de HPV é maior do que
aguelas comumente relatadas no Brasil. Estudos sobre prevaléncia de HPV no Brasil
sdo geralmente concentrados nas regides mais desenvolvidas do pais (Sul e
Sudeste), e estes estudos revelam taxas que variam de 13 a 28% em mulheres
assintomaticas (ndo-indigenas), e geralmente utilizam PCR seguido de
sequenciamento genético baseado no método Sanger (62-64). Dois importantes
estudos foram realizados em regides da Amazonia. Rocha et al. (65) publicaram um
estudo de base populacional avaliando mulheres nao-indigenas da regido
amazoénica do Brasil (de areas rural e urbana). A prevaléncia de HPV foi de 29,1%,
considerada alta pelos autores. Assim como em nosso estudo, 97% das citologias
foram normais. Castro et al. (66) também avaliaram a prevaléncia de HPV em
mulheres urbanas da Amazobnia central (Brasil). Utilizando o sequenciamento
genético tipo Sanger, eles detectaram infeccdo cervical por HPV em 25% das
participantes que consistiam de mulheres assintomaticas que procuram 0 Servico
preventivo e mulheres referenciadas a um servico terciario com suspeita de infeccao
por HPV. Ainda assim, uma prevaléncia inferior ao nosso estudo. No entanto, é
notavel que, nesses estudos que avaliaram mulheres ndo indigenas da Amazonia, a
prevaléncia relativa (e absoluta) de HPV16 foi substancialmente maior do que nas
mulheres indigenas do nosso estudo. Rocha et al. (65) descreveram que quase 60%
dos HPVs detectados foram HPV16 (uma prevaléncia absoluta de HPV16 = 16,8%),
enquanto Castro et al. (66) relataram uma prevaléncia relativa de HPV16 de 56%
entre as mulheres positivas (prevaléncia absoluta = 14,8%). No grupo Yanomami, o
HPV16 foi responsavel por apenas 19% das amostras positivas (prevaléncia
absoluta = 9,5%), e no grupo Macuxi e Wapichana, apenas 2,8% em termos
absolutos. O oposto foi encontrado em relacdo ao HPV18. O HPV 18 nao tem sido
comumente detectado em estudos brasileiros, ou, geralmente se apresentam com
uma prevaléncia inferior a 1% em mulheres assintomaticas. No estudo de Rocha et
al. nenhuma participante foi positiva para HPV-18, bem como no estudo de Castro et
al. No entanto, o HPV18 foi o terceiro tipo mais comum no nosso estudo, presente
em 7% de mulheres Yanomami (15% de amostras positivas), e 2% no grupo

indigena do Leste (5% de amostras positivas).
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Observou-se também uma alta diversidade genotipica de HPV em ambos 0s
grupos indigenas, porém maior nas mulheres Yanomami. Enquanto Rocha et al. (65)
encontraram 14 tipos de HPV (16, 33, 81, 6, 70, 31, 35, 45, 52, 53, 61, 68, 71 e 89) e
Castro et al. (66) descreveram apenas 7 tipos de HPV (16, 33, 66, 13, 33, 58, 68) em
mulheres da Amazobnia, o nosso estudo detectou mais de 60 tipos de HPV. Néao
obstante que tal diferenca possa estar também relacionada com os métodos
laboratoriais diferentes, esta diversidade implicou em consideravel prevaléncia de
HPVs de alto risco ndo preveniveis pela vacina quadrivalente (utilizada no Brasil)
nos distritos indigenas, de modo que 69% das mulheres indigenas infectadas pelo
HPV de alto risco ndo seriam protegidas pela vacina quadrivalente, a menos que
protecdo cruzada ocorresse com tipos filogeneticamente proximos aos HPVs
vacinais. Apesar de protecdo cruzada ter sido descrita para os HPV45 e HPV31 (67),
estudos referentes a protecdo cruzada ainda sao limitados. No entanto, o
desenvolvimento de uma vacina de HPV 9-valente (68), com protecao expandida
para os HPV 31/33/45/52/58, recentemente aprovado pelo FDA nos Estados Unidos,

representa a possibilidade de uma melhor eficacia para estas mulheres indigenas.

Os resultados acima classificam as mulheres indigenas do norte da Amazonia
como de alto risco de infeccao pelo HPV e cancer de colo de utero. Em especial o
grupo Yanomami, que coexiste geograficamente, mas historico e socialmente
separado do grupo Macuxi e Wapichana. O impacto das mudancas ambientais e
socioculturais que ocorrem em praticamente todas as comunidades indigenas sobre
a saude das mulheres tém apontado para o aumento da incidéncia de doencas
cronicas e degenerativas devido ao crescente contato com o estilo de vida ocidental
(69). Neste contexto, seria esperado que as comunidades do Distrito Leste
apresentassem uma maior prevaléncia de lesdes precursoras do cancer de colo do
Gtero, uma vez que possuem dois séculos a mais de interacdo com a sociedade
envolvente em relacdo as Yanomami. No entanto, o0os dados apontam
consistentemente para o oposto. Ser um membro do grupo indigena mais isolado foi
um fator de risco para lesdes intra-epiteliais cervicais e para infeccdo por HPV de
alto risco. Este fato, juntamente com a elevada biodiversidade genotipica de HPV,
pode significar que os Yanomami abrigam endogenamente infec¢des por HPV ha um
longo periodo historico, precedendo a chegada dos colonizadores europeus na

Ameérica.
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Caracteristicas e praticas culturais relevantes para a salde reprodutiva das
mulheres Yanomami foram destacados por Early et al. (70) e podem ajudar a
explicar o seu elevado risco para HPV e cancer de colo de utero. Este estudo de
enfoque antropolégico descreveu que as meninas Yanomami residem na casa de
seus pais até 2 anos apdés a menarca (12,4 anos, em média), quando se mudam
para a casa dos pais do noivo e comegam a atividade sexual. Em consonancia com
0 nosso estudo, Early et al. relataram uma média de idade materna no momento do
nascimento do primeiro filho de 16 anos. Além da exposicdo sexual precoce.
Relataram também um curto periodo intergenésico, multiparidade (taxa de fertilidade
= 8 filhos por mulher), e multiplos parceiros sexuais. Os autores também destacaram
que, durante o periodo reprodutivo (15 a 40 anos), as mulheres Yanomami passam
cerca de 90% do seu tempo gravidas e/ou amamentando. Outro fator importante que
pode contribuir para a maior prevaléncia de lesGes intraepiteliais cervicais entre os
Yanomami € o seu isolamento geogréfico na floresta. Dificuldades de entendimento
e aceitacdo do rastreamento pelas mulheres, deficiéncias de infraestrutura e
barreiras logisticas relacionadas a dificuldades de acesso podem explicar a baixa
inclusdo das mulheres Yanomami nos programas de prevencdo. A maior prevaléncia
de mulheres Yanomami (em idade alvo) que nunca havia realizado um exame

citologico no presente estudo corroboram com esse conceito.

Um tépico que merece atencao € a relacdo entre HPV e a idade das mulheres
nestes grupos. A prevaléncia de HPV no Distrito Indigena do Leste apresentou uma
curva em forma de L, semelhante ao descrito para mulheres néao indigenas do Brasil
e de outros paises ocidentais. No entanto, o Distrito Yanomami apresentou uma
curva em forma de U. Ressalta-se a elevada e crescente prevaléncia de HPV e HPV
de alto risco em mulheres Yanomami a partir de 35 anos de idade, atingindo uma
prevaléncia de cerca de 80% ap0s os 65 anos (60% para HPVs de alto risco). Um
estudo nacional (29) descreveu o perfil de citologia cervicovaginal (mais de 4
milhdes de testes) realizados em mulheres indigenas e nao-indigenas em todo o
Brasil (entre 2008 e 2012). Quando os grupos étnicos foram comparadas, a
prevaléncia de HSIL foi 2-3 vezes maior em mulheres indigenas do que em mulheres
ndo-indigenas no grupo de idosas (> 64 anos de idade), merecendo uma andlise
mais especifica, segundo os autores. A alta prevaléncia de HPV de alto risco

demonstrada em nosso estudo pode ajudar a explicar este achado. Este padréo de
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curva de prevaléncia ascendente com a idade também foi observado em mulheres
nativas da Nigéria rural e outras regides da Africa Sub-Sahariana. Clarke et al. (71)
realizaram um estudo de base populacional sobre a prevaléncia de HPV de alto risco
em mulheres africanas e também observaram um aumento expressivo da
prevaléncia de infeccdo HPV de alto risco ap6s 35 anos de idade. A explicacdo para
essa inusitada prevaléncia de HPV em idades mais avancadas permanece
indefinida. Questbes culturais e comportamentais, levando a continua exposicao
sexual em idades mais avancadas, e uma menor capacidade de depuracédo viral
entre as mulheres indigenas mais velhas podem estar implicadas neste processo. A
persisténcia a longo prazo da infecgcao por HPV em povos isolados da Amazbnia e
da Africa, que apresentam um estilo de vida tipo cacador-coletor, sugere que este
padrdao ascendente pode representar, nos dias atuais, uma caracteristica da mulher
primitiva, e que os padrdes refletindo diminuicdo da prevaléncia de HPV com a idade
na sociedade ocidental atual representem uma mudanca recente, possivelmente
uma adaptacdo virus-hospedeiro ao longo dos milénios, que propiciou sucesso

evolutivo do HPV como um organismo simbiotico replicativo.

Apesar da identificacdo de oito novos genomas de HPV, apenas um foi
identificado no grupo étnico mais isolado. Estes tipos foram raros, e ndo fomos
capazes de identificar novos tipos de HPV endémicos nas mulheres Yanomami, que
supostamente estdo isoladas (ou parcialmente isoladas) das populagdes né&o
indigenas ha pelo menos 12.000 anos. Parece mais provavel que a maioria, se nao
todos, os tipos de HPV evoluiu milhares de anos atras, em primatas pré-humanos
até as formas gendmicas analogas as atuais, e se mantiveram genomicamente
estaveis até os dias de hoje. Estudos futuros sobre as variantes de HPV nessas

mulheres podem elucidar as origens do HPV.

Este trabalho possui limitagdes. Primeiro, 0 método de amostragem utilizado,
por conglomerado, pode falhar em tornar a amostra fielmente representativa da
populacdo. Em virtude das dificuldades logisticas de acesso, este foi o melhor
método de amostragem possivel. Entretanto, a selecdo aleatéria de comunidades
estudadas aumenta a representatividade da amostra. Segundo, o delineamento
transversal ndo permitiu a utilizacdo da temporalidade como critério de causa para a
infeccdo por HPV, uma vez que fatores de risco e desfecho foram aferidos

sincronicamente e o viés da causalidade reversa ndo pode ser eliminado. Terceiro, 0
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uso de formularios para coleta de dados referentes a fatores de risco pode ser falho,
em virtude de ocultagdo da verdade e mascaramento de respostas. Somam-se a
isso barreiras culturais e de linguagem peculiares as populacdes indigenas. Porém,
o fato dos procedimentos de pesquisa terem sido realizados em conjunto com
profissionais da SESAI, habituais para as mulheres estudadas, fortalece a
credibilidade das observagdes. Por ultimo, a maioria das mulheres Yanomami ndo
conhecia do calendéario cristdo, e suas idades sao registradas e informadas
baseadas no ciclo Ilunar, tornando estes dado relativamente impreciso,
principalmente para as participantes mais idosas, 0 que requer cautela na
interpretagdo. No entanto, n0s analisamos os dados de idade utlizando as
categorias de idade padronizadas pela IARC (International Agency for Research on

Cancer), o que aumenta a credibilidade dos resultados.
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CONCLUSAO

As mulheres indigenas do extremo norte da Amazonia brasileira, em especial
da etnia Yanomami, possuem risco aumentado de cancer de colo de utero, devido a
alta prevaléncia de HPV de alto risco e uma elevada diversidade genotipica. O
aumento da prevaléncia de HPV com a idade foi observado nas mulheres
Yanomami, 0 que pode representar um padrao de infeccdo viral em mulheres com
estilo de vida cacador-coletor. Houve uma menor prevaléncia relativa e absoluta de
HPV16 em relacdo ao descrito em mulheres ndo-indigenas do Brasil, e 0 oposto foi
observado para o HPV18. Apesar da identificacdo de oito potenciais novo genomas
de HPV, ndo fomos capazes de demonstrar a presenca de novos papilomavirus

endémicos originais das mulheres Yanomami.

Quando disponivel no Brasil, a vacina 9-valente contra o HPV deveria ser
prioritariamente oferecida as comunidades indigenas por apresentar maior
diversidade genotipica de HPV, e consequente menor representatividade dos

genaotipos virais presentes nas vacinas atualmente disponiveis contra o HPV.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo abre oportunidades para avaliacdo das variantes do HPV, em
especial dos tipos 16, para melhor definicdo de suas origens e co-evolugdo com 0s
nativos das Américas. Apesar da nao identificacio de genomas novos neste
trabalhos, estudos mais amplos podem ser capazes de identificar tipos de HPV

endémicos destas populacdes especiais.
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ANEXO 1:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A voluntaria foi convidada
para participar do projeto de pesquisa chamado “CARACTERIZACAO DA INFECCAO PELO
PAPILOMAVIRUS HUMANO EM INDIGENAS DO ESTADO DE RORAIMA: COMPARACAO ENTRE
ETNIAS INDIGENAS CULTURALMENTE ISOLADAS E INTEGRADAS A SOCIEDADE

OCIDENTAL" pelo médico Allex Jardim da Fonseca, pesquisador da Fundacédo de Medicina Tropical

Heitor Vieira Dourado (Manaus - Amazonas).

O objetivo do estudo é pesquisar se o colo de Utero das mulheres indigenas esta infectado
pelo virus (papilomavirus humano) HPV, que é o causador do cancer de colo de Gtero. Esse é o
cancer mais comum em mulheres indigenas e pode ser evitado se o virus for descoberto em tempo.
Por isso a pesquisa é importante pois nao se conhece ao certo o quanto a infeccdo por esse virus é
comum em mulheres das comunidades indigenas de Roraima.

Caso aceite participar do estudo, a voluntaria respondera a perguntas do médico sobre sua
vida pessoal. Em seguida sera realizado exame ginecolégico pelo funcionario da SESAI, em conjunto
com o médico responsavel pela pesquisa, em uma unidade de atencdo bésica (Polo Base) da sua
comunidade indigena. O exame consiste na introducdo do espéculo vaginal e inspecdo do colo de
Utero. Posteriormente o funcionario da SESAI coleta um pouco do muco (secregdo) do colo de Utero
(do fundo da vagina) com um bastéo plastico macio e esfrega o material coletado em pedaco de vidro
para a realizacdo das laminas de Papanicolaou (para prevencédo do colo de Utero) e uma parte desse
material sera entregue ao Dr. Allex Jardim, e guardadas dentro de tubos plasticos para realizacdo de
testes mais elaborados. As amostras serdo levadas para Manaus e para uma Universidade dos
Estados Unidos (chamada Albert Einstein College of Medicine) e armazenadas, onde sera realizado o
teste mais elaborado (chamado PCR, reagdo em cadeia da polimerase) para detectar o virus HPV e
outros exames para detectar o tipo de HPV. O médico responsavel pela pesquisa garante que apés o
uso das amostras para a deteccdo do virus, as amostras dos virus HPV serdo descartadas. A
realizacdo do exame de colo de Utero pode causar desconforto, dor local e sangramento pela vagina.
Caso estas complicacBes ocorram, 0 médico Dr. Allex se responsabiliza pelo tratamento.

Os beneficios desta pesquisa sdo: 1) a voluntaria sera beneficiada por estar realizando o
melhor exame para a pesquisa do virus HPV e para a prevencao o cancer de colo de utero; 2) de
forma coletiva, a pesquisa podera caracterizar a infec¢do pelo HPV na comunidade indigena, o que
pode ajudar o DSEI (Distrito Sanitario Especial Indigena) na melhor prevencao do cancer de colo de
Utero.

O Dr. ALLEX JARDIM garante que os dados da entrevista e o resultado do teste de HPV
serdo guardados em sigilo e ndo havera exposicdo de seu nome de forma alguma. E garantido a
voluntéaria o direito de ndo responder perguntas sobre sua vida intima. Os resultados do exame serao

entregues a voluntaria. A voluntaria esta ciente e autoriza a realizacdo dos procedimentos acima
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citados e a utilizagcao dos dados para fins didaticos e divulgagéo cientifica, contanto que seja mantido
o sigilo em relacao a identidade da voluntaria.

Foi esclarecida também que a decisao de ndo participar do estudo ndo prejudica a sua saude.
Podera pedir para sair do estudo a qualquer momento. Ou podera pedir novos esclarecimentos se
achar necessério.

Caso a voluntaria tenha algum gasto com seu transporte até o local da coleta, o Dr. Allex
jardim ira repor o valor gasto pela voluntaria. Caso haja algum dano (problema) relacionado a
participacdo na pesquisa, estes serdo indenizados (pagos) pelo pesquisador Dr. Allex Jardim e pela
Instituicdo. Recebe uma copia deste termo que assina. Caso a voluntaria necessite de esclarecimento
sobre questdes éticas relacionadas a este projeto, podera entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa da Fundacdo de Medicina Tropical Heitor Vieira Dourado, na Av. Pedro Teixeira n. 25,
Bairro D. Pedro I, Manaus, Amazonas. Telefone de contato:  (92) 2127-3572.

Caso o teste de HPV seja positivo, o pesquisador garante que sera providenciado
agendamento de consulta no servigo ginecologia e/ou oncologia do Hospital de Geral de Roraima
para que o problema seja resolvido da melhor maneira possivel para a voluntaria. Caso o teste de
Papanicolaou (o0 exame preventivo do cancer de colo de Utero) seja positivo, independente do exame
de PCR, o pesquisador também garante as providéncias de agendamento de consulta no referido

hospital para as condutas de tratamento.

NOME DA VOLUNTARIA DATA: / /

Testemunha:

Pesquisador: Dr. Allex Jardim da Fonseca tel. : (95) 2121-0612 allex.jardim@bol.com.br
Av. Brigadeiro Eduardo Gomes, s.n. Bairro Aeroporto. Boa Vista — Roraima.

Unidade de Alta Complexidade em Oncologia de Roraima.
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ANEXO 2

Instrumento de pesquisa: formulario para entrevista

Etiqueta de
. ID
Data: / / Comunidade:
Po6lo-Base:
Nome:
Idade: (anos)

Etnia: (1) Yanomami (2) Yekuana (3) Macuxi (4) Wapichana (5) Outra

Situacdo Conjugal: (1) solteira (2) unido estavel (3) viava (9) Nao sabe

Héa quanto tempo é casada: anos OU meses
Numero de filhos: (vivos)

Numero de gravidezes: (n)

Idade do filho mais velho: Idade do filho mais novo:

Esta gravida: (1) sim (2) ndo (9) ndo sabe

Quantas vezes ja fez o preventivo na vida: vezes (99) ndo sabe
Fez o preventivo nos dltimos 3 anos: (1) sim (2) ndo (9) ndo sabe

Ja teve diagnéstico de infeccdo por HPV ou NIC: (1) sim (2) ndo (9) nao sabe
Possui alguma queixa ginecolégica: (1) dor (2) corrimento (3) sangramento

(4) leséo genital (5) outro (6) ndo (9) ndo sabe.

Observagao:
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