Deteccao de DNA de Papilomavirus Humano
(HPV) em mulheres gravidas utilizando a urina
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RESUMO

Este trabalho foi realizado com o objetivo de investigar a incidéncia de DNA de Papilomavirus Huma-
no (HPV) em wurina de gestantes atendidas no Hospital Divina Providencia, do municipio de Frederico
Westphalen da Regido do Médio Uruguai. As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratério de
Biologia Molecular da ULBRA onde foram submetidas aos processos de extracdio de DNA e amplifica-
cdo por PCR (Polimerase Chain Reaction) utilizando primers especificos do genoma viral. Os fragmen-
tos de DNA foram wisualizados em eletroforese em gel de agarose (1,5%). Das 70 gestantes que partici-

param do estudo, 9 apresentaram contaminacdo wviral, sendo 12,9% da populacdo estudada positiva para
HPV.
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ABSTRACT

The purpose of this study was to investigate the incidence of human papillomavirus (HPV) in pregnants
at the Hospital Divina Providencia, in Frederico Westphalen, at Middle Uruguay region. Samples of urine
were collected and sent to molecular biology laboratory of Ulbra, and were submitted to DNA extraction
and amplification by PCR (Polimerase Chain Reaction) using specific primers to detect the viral genome.
DNA fragments were wvisualized in agarose gel (1.5%) after electrophoresis. From the 70 women who
participate of this study, 9 of them presented the viral contamination, corresponding to 12.9% of positivity

for HPV in the studied population.

Keywords: Human papillomavirus (HPV), pregnant, urine.

INTRODUGCAO

A infecgdo pelo Papilomavirus Humano
(HPV) no trato genital é a doenga sexualmente
transmissivel (DST) mais encontrada na popula-
¢do, representando um grave problema de satde
publica, especialmente nos pafses em desenvol-
vimento (CAMPOS et al., 2004). A presenga de
HPV é detectada em aproximadamente 10 a 40%
da populacio feminina sexualmente ativa entre
15 e 49 anos de idade (TABORA et al., 2005).
A infeccio pelo HPV é considerada a causa prin-
cipal dos casos de caAncer cervical e de uma pe-
quena fragio dos casos de cincer vaginal, vulvar,

peniano e anal (TAMIM et al., 2002).

Durante a gravidez o risco de infecgio pelo
HPV ¢ mais elevado, devido a associagio entre
a elevagio dos niveis hormonais e a
imunossupressio (BANDYOPADHYAY e
CHATTERJEE, 2006) . A presenca do virus tam-
bém pode levar a contaminacdo do recém nas-
cido durante o parto, atingindo principalmente
a arvore respiratéria (MEDEIROS et al., 2005).
Medidas preventivas poderiam ser realizadas, se
o diagnéstico de infeccio pelo HPV fosse co-

nhecido. Além disso, a deteccdo de HPV ¢é usu-
almente feita em amostra cervical e a coleta
desse material clinico nio é recomendada para
gestantes, dificultando a sua realizacio duran-

te o perfodo gestacional (COSTA et al., 2001).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de
verificar a utilizagio de urina como amostra para
o diagnostico de HPV em mulheres gravidas.

MATERIAL E METODOS

Local do estudo e populacao
estudada

Fez parte deste estudo transversal um grupo
de 70 gestantes que buscaram atendimento no
Hospital Divina Providéncia da cidade de
Frederico Westphalen da Regidao do Médio Alto
Uruguai. Os critérios de inclusdo foram gestan-
tes internadas no hospital que, mediante con-
sentimento informado, aceitaram participar do
estudo. Foram excluidas do estudo gestantes em
trabalho de parto.
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Amostras e a deteccao de DNA
de HPV

As amostras de urina coletadas foram refri-
geradas e encaminhadas ao Laboratério de Bio-
logia Molecular da Ulbra, onde foram
aliquotadas e armazenadas a —20°C até o mo-
mento da preparagio. Para a extracio do DNA,
as amostras foram centrifugadas a 5.200rpm por
5 min e tratadas com solugio de lise a 100°C
para romper a membrana celular. O material
resultante desse processo foi centrifugado junto
a uma resina de silica. Foram feitas lavagens para
a purificacio da amostra. O DNA foi precipita-
do utilizando etanol 70° e ressuspendido em TE
IX (1 mM Tris-HCI; ImM  EDTA, pH 8,0)
(adaptado de BOOM et al, 1990).

Ap0s a extracdo, as amostras foram submeti-
das & amplificagdo por PCR. Os primers utiliza-

dos foram GP5+ (5’ TTT GTT ACT GTG GTA
GAT ACT AC 3’) e GP6+ (5’ GAA AAA TAA
ACT GTA AAT CAT ATT C 3’) (DE RODA
HUSMAN et al.,1995) gerando um fragmento
de 150pb correspondente a parte do gene L1,
que codifica a principal proteina do capsideo
viral. O produto final da PCR foi 50ul, sendo
10ul submetidos a eletroforese em gel de agarose
(1,5%) visualizado sob luz ultravioleta.

RESULTADOS

Apbs o processamento das amostras e a reacio
de PCR, foi possivel a deteccio em gel de agarose
de um fragmento de DNA de tamanho esperado
em 9 das 70 amostras de urina de gestantes estu-
dadas, ou seja, 12,9% das amostras foram positivas

para DNA de HPV (Figura 1).

87,10%

Diagnéstico de HPV nas gestantes estudadas

12,90%

mHPV +
OHPV -

Figura 1 - Percentual de gestantes atendidas no Hospital Divina Providéncia da cidade de Frederico
Westphalen com diagndstico positivo e negativo para HPV.

Uma anélise do questionario aplicado foi feita
para correlacionar os resultados com a idade da
gestante. Foi possivel observar que a maior
prevaléncia de DNA de HPV ocorreu no inter-
valo entre 15 e 20 anos de idade, que corresponde
ao perfodo de inicio da atividade sexual.

DISCUSSAO

Diferentes estudos tém mostrado a alta
prevaléncia de infecgdo por HPV em mulheres
e em gestantes (NONNENMACHER et al,
2002; DENG et al., 2005; CARESTIATO et
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al., 2006). Tendo em vista a dificuldade, as li-
mitagOes e a importincia da identificagdo da
infecgao pelo HPV em gestantes, o estudo da
possibilidade de formas de detec¢io viral, bem
como de alternativas de amostras clinicas sdo
importantes e podem colaborar na diminui¢io
dos casos de cAncer cervical e na transmissao
de HPV. Esse estudo mostrou a viabilidade da
utilizagdo de amostras de urina para o diag-
nostico especifico de HPV através da deteccio
de DNA. Estudos anteriores j4 demonstraram
a possibilidade do uso de urina como material
clinico para a detec¢éo viral. Jacobson et al.
(2000) relataram uma concordincia entre os
resultados de urina e amostras cervicais. No
entanto, eles enfatizaram a necessidade de ou-
tros estudos. Porém, Howard et al. (2004) con-
cluiu em seu estudo que o uso de urina era
uma alternativa de obten¢do de amostra mais
facil e menos invasiva. Até o momento, a in-
vestigacdo do uso de urina para deteccdo de
HPV em gravidas nao tem sido relatada. Um
estudo com a urina de mulheres gravidas foi
realizado para deteccdo de Chlamydia
trachomatis (ROURS et al., 2005). No nosso
estudo, foi possivel detectar 12,9% de DNA
de HPV nas urinas das gestantes analisadas e
que a maior prevaléncia estava em mulheres
de 15 a 20 anos. Murta et al. (2001) também
encontraram que a prevaléncia maior da in-
fec¢do estava em mulheres gestantes com ida-
de superior a 20 anos.

Além disso, os testes moleculares como a
captura hibrida e o PCR tém mostrado que sio
estratégias importantes para o diagndstico
(CARESTIATO et al., 2006; PAYAN et al.,
2007). Neste trabalho, os resultados obtidos con-
firmam a possibilidade de utilizar o PCR para
detectar especificamente o DNA de HPV.
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