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_Resumo

Ainfec&o por HPV é responsével por 99,7% dos casos de cancro de colo
do utero a nivel mundial. De modo a prevenir e a minimizar o impacto da
infecdo por HPV na saude das mulheres foram desenvolvidas vacinas. A
vacina tetravalente esta incluida no Plano Nacional de Vacinagdo (PNV)
desde 2008. Com o objetivo de se conhecer a distribuigdo dos gend-
tipos HPV estudaram-se 152 amostras clinicas de mulheres jovens va-
cinas com atividade sexual ativa. As amostras clinicas foram colhidas
por cytobrush, procedeu-se a detecao e tipificacdo do HPV pela técni-
ca de microarrays. Das mulheres estudadas, 28,3% apresentaram infe-
¢ado por genotipos HPV, dos quais 58,1% corresponderam a genotipos
de alto risco, sendo mais frequente o HPV 51 (15,2%) seguido do HPV 59
e HPV 58 com 7,6% e 6,1%, respetivamente. Foram também detetados
dois casos de infecao por HPV 16, que é um dos gendtipos incluido na
vacina. Gendtipos de baixo risco foram detetados em 25,6% de infecdes,
sendo o HPV42 o mais frequente com 9,1% dos casos. A histéria vacinal
demonstrou que 83,1% das mulheres foram vacinadas ao abrigo do PNV
e iniciaram atividade sexual apés administragdo da vacina, e que 53,6%
das mulheres vacinadas fora do PNV iniciaram atividade sexual antes da
administragdo da vacina. Portugal apresenta uma taxa de cobertura va-
cinal elevada. Estes primeiros resultados reforcam a importancia da ad-
ministragdo da vacina antes do inicio da atividade sexual e de se manter
o rastreio do cancro do colo do Utero.

_Abstract

Infection with HPV is responsible for 99.7% cases of cervical cancer
worldwide, to prevent and minimize the impact on women'’s health
have been developed vaccines against HPV infection. The tetravalent
vaccine is included in the National Inmunization Program (PNV) since
2008. With the aim to know the distribution of HPV genotypes, 152
clinical samples of young women who have started sexual life were
studied. Clinical samples were collected by cytobrush, HPV detec-
tion and typing was performed by the microarray methodology. Of
the women studied, 28.3% presented infection for HPV genotypes,
58.1% corresponding to the high-risk genotypes, with HPV 51 (15.2%)
being more frequent followed by HPV 59 and HPV 58 with 7.6% and
6.1%, respectively. Two cases of HPV 16 infection were also detected,
genotype included in the vaccine. Low-risk genotypes were detected

in 25.6% of the infections with HPV 42 being the most frequent in
9.1% of the cases. Vaccine history showed 83.1% of women were vac-
cinated in the current immunization program and started sexual activ-
ity after HPV vaccine administration, and 563.6% of women vaccinated
outside current immunization program started sexual activity before
to vaccine administration. Portugal has a high vaccination coverage
rate. However, these early results reinforce the importance of admin-
istration the vaccine before the onset of sexual activity and to keep
tracking of cervical cancer.

_Introdugéo

A infegao pelo Virus do Papiloma Humano (HPV) é uma das
infe¢cdes mais comuns transmitidas sexualmente, constituin-
do um problema de salde publica com elevada morbilidade
e mortalidade na populagao feminina. Anualmente estima-se
que existam cerca de 528.000 novos casos de cancro por
HPV, sendo este 0 quarto cancro mais comum na populagao
feminina a nivel mundial (1). Segundo o estudo "A Cleopatre
Portugal Study” estima-se uma prevaléncia da infecao por
HPV na populagéo portuguesa feminina entre os 18 e 0s 64
anos de idade de 12,7%, sendo a mais elevada para o grupo
etario entre 0s 20 e 24 anos (28,8%) (2).

Encontram-se identificados mais de 200 gendtipos de HPV,
em que 40 infetam preferencialmente o trato anogenital. A
Agéncia Internacional de Investigagdo Cancro (IARC) com
base na epidemiologia molecular, suportada pela evidéncia
epidemiolégica, classificou consoante o potencial oncogéni-
co 0s varios gendtipos de HPV em geno6tipos de baixo risco e
de alto risco, bem como em gendtipos de possivel alto risco,
de provavel alto risco e de risco indeterminado (3:5).
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Os gendtipos de HPV de alto risco sao responsaveis por cerca
de 99,7% dos casos de cancro do colo do Utero, sendo 0s mais
comuns 0s gendtipos HPV 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58. Por outro
lado, os genotipos HPV 16 e HPV 18 sao os que possuem um
potencial oncogénico mais elevado, representando cerca de
70% a 75% dos casos de cancro a nivel mundial (6.7). Os geno-
tipos de HPV de baixo risco estdo associados a lesdes benig-
nas, como verrugas anogenitais ou condilomas acuminados,
sendo em 90% dos casos identificados os gendtipos HPV 6 e
HPV 11 (7.8),

Sendo uma infecao muito frequente nas faixas etarias mais
jovens, e dada a sua associacdo com 0 aparecimento de
cancro do colo do Utero, foram desenvolvidas vacinas de
modo a prevenir e a minimizar o impacto da infecao por HPV
na saude das mulheres. A vacina bivalente (genotipos HPV
16 e 18) previne o cancro do colo do Utero e a tetravalente
(gendtipos 6, 11, 16 e 18) é prescrita igualmente para a pre-
vengdo do cancro do colo do utero, mas também para as
lesbes pré-malignas do colo do Utero, da vulva, da vagina
e das verrugas genitais (condilomas). A partir de margo de
2015 ficou disponivel na Europa a vacina nonavalente, que
inclui os gendtipos HPV 6, 11, 16, 18, 31, 383, 45, 52 € 58, 0
que veio aumentar o grau de protecdo contra a infecao por
HPV e o subsequente aparecimento de casos de cancro de
colo do Gtero (6.9,10),

Portugal, comparativamente com outros paises europeus,
apresenta uma taxa de cobertura vacinal elevada, estando
desde 2008 a vacina tetravalente incluida no Plano Nacional de
Vacinacao (PNV), inicialmente administrada as mulheres com
13 anos de idade (nascidas a partir de 1995), em trés doses,
segundo o esquema de 0, 2 e 6 meses. Entre 2009 e 2011
foram abrangidas pelo PNV as mulheres que completavam 17
anos durante esse periodo (nascidas entre 1992 e 1994). Em
2014, a administracdo da vacina foi antecipada para os 10 anos
de idade, em duas doses, segundo 0 esquema de 0 e 6 meses,

de forma a manter uma elevada cobertura (113). No inicio de
2017, a Direcao-Geral da Saude (DGS) determinou a introdu-

¢ao no PNV da vacina nonavalente (em vez da tetravalente),
mantendo o mesmo esquema vacinal (14),

Como tem vindo a ser referido na literatura torna-se importante
verificar quais os efeitos da introducdo no PNV da vacina do
HPV na populacédo vacinada, por forma a conhecer a distribui-
céo dos gendtipos de HPV que nao estejam incluidos na vacina
e, assim, possam conferir infegao (19).

_Objetivo

O presente estudo, a decorrer desde setembro de 2014, pre-
tende dar a conhecer os primeiros resultados da identificacao
dos gendtipos de HPV em Portugal numa populagdo feminina
vacinada com atividade sexual ativa.

_Material e métodos

Participaram no estudo 19 instituicdes que desde setembro
de 2014 integram o Grupo de Estudo da Vacina do HPV, bem
como o Laboratério do Virus do Papiloma Humano da Unidade
de InfecOes Sexualmente Transmissiveis do Instituto Nacional
de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA).

Realizou-se um estudo observacional transversal, entre se-
tembro de 2014 e dezembro de 2016, em que se analisaram
durante o periodo sob observagdo amostras clinicas de mu-
lheres jovens vacinadas, que a data ja tinham iniciado ativida-
de sexual, e que voluntariamente se deslocaram as consultas
das unidades participantes das respetivas regides de saude.

As amostras clinicas foram colhidas por cytobrush, a extra-
cao de DNA foi realizada utilizando o sistema automatico
NucliSENS® easyMAG® (Biomérieux). A detecao e tipifica-
cao do HPV foi efetuada pela técnica de microarrays, com o
sistema comercial CLART® HPV2 (Genomica, Espanha). Esta
técnica amplifica um fragmento de 450pb da regido L1, que
permite a identificagao de 35 gendtipos do HPV (6, 11, 16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43,44, 45, 51, 52, 53, 54, 56, 58,
59, 61, 62, 66, 68, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83, 84, 85 e 89), se-
gundo as indicagées do fabricante (16).

Efetuou-se também a andlise molecular convencional que
incluiu a amplificagéo por PCR da regiao L1, seguida de pu-
rificacdo e sequenciacao, de modo a determinar a presenca
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de outros genétipos de HPV nao detetados pelo sistema co-
mercial CLART®HPV2 . A classificacdo dos tipos de geno-
tipos HPV obtidos baseou-se na nomenclatura determinada
pelo IARC (3),

Resultados e discussao

Entre setembro de 2014 e dezembro de 2016 foram estuda-
das 152 mulheres jovens vacinadas com atividade sexual ativa,
com idades compreendidas entre os 14 e os 30 anos, sendo
a média de idades de 21 anos. Das 1562 mulheres estudadas,
28,3% (43/152) apresentaram uma infecéo por HPV (gréfico 1).

Das 43 mulheres positivas para a infegao por HPV, 58,1%
(25/43) estavam infetadas com gendtipos de alto risco, sendo
que duas das mulheres apresentaram infegao pelo gendétipo
HPV 16. Em 41,8% (18/43) das mulheres foram identificados
genotipos de possivel alto risco e em 25,6% (11/43) verificou-
se a presenca de genotipos de baixo risco (tabela 1).

Foram identificados 21 gendtipos de HPV quer em infecoes sim-

ples quer mistas o que perfaz um total de 66 HPV identificados.

O HPV mais frequente foi o genétipo de alto risco, HPV 51,
observado em 15,2% (10/66) dos tipos de HPV identificados.
Para além deste, 0s outros gendtipos mais frequentes foram
o HPV 53 e 0 HPV 66, ambos classificados como genotipos
de possivel alto risco e ambos detetados em 12,1% (8/66) dos
casos. Dos gendtipos de baixo risco 0 mais frequente foi o
HPV 42, representando 9,1% (6/66) dos casos de infegao por
HPV (gréafico 2).

Tabela 1:
2014-dezembro de 2016.
Genotipos
alto risco
n° mulheres n° mulheres infetadas n° mulheres
estudadas por HPV infetadas*
Total 152 43 25

* as mulheres podem estar infetadas com mais de que um gendtipo de HPV.
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Nas amostras positivas para os genotipos de alto risco, 0s
tipos de HPV 45, 52 e 58 foram detetados em 10,6% (7/66)
dos casos. Estes gendtipos encontram-se incluidos na vacina
nonavalente (HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58) que desde
janeiro de 2017, substituiu a vacina tetravalente no PNV, au-
mentando assim a protecdo conferida pela vacina até agora
utilizada e potencialmente ira prevenir um maior nimero de
casos de cancro do colo do Utero.

Em 32,6% (14/43) das mulheres infetadas foi identificado mais
do que um genotipo (infegbes mistas), a maioria destas coin-
feccbes estava associada com gendtipos HPV de alto risco
(12/14).

Gréfico 1: [ Distribuigdo dos casos infe¢do por HPV, setembro de

2014-dezembro de 2016.

28,3%
(n=43)

71,7%
(n=109) [ Negativo infecdo por HPV

. Positivo infe¢do por HPV

Genétipos de HPV detetados segundo o potencial oncogénico nas 43 mulheres com infe¢do por HPV, setembro de

Gendtipos Genotipos Gendtipos
baixo risco possivel alto risco risco indeterminado
n° mulheres n° mulheres n° mulheres
; B % i o % - N %
infetadas infetadas infetadas
11 25,6 18 41,8 5 11,6



Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge, IP

(’ nsiuito_Nacional de Saude Observages_ Boletim Epidemiolégico nimero

Doutor Ricardo Jorge 4
22 série £H%y
artigos breves_ n. 1

Gréfico 2: '] Distribuigdo dos genétipos de HPV detetados nas 43 mulheres* com infegdo por HPV, setembro de
2014-dezembro de 2016.
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8 Gendtipos alto risco [ Gendtipos baixo risco [0 Gendtipos provavel alto risco | Gen¢tipos possivel alto risco [0 Gendtipos risco indeterminado
* as mulheres podem estar infetadas com mais do que um gendtipo de HPV.
Foi possivel conhecer a histéria vacinal das 152 mulheres es- Grafico 3: [} Esquema de vacinagao de acordo com o nimero
tudadas, em que 81,6% (124/152) foram vacinadas ao abrigo de doses recomendadas pelo PNV na populagéo

do PNV e 18,4% (28/152) foram vacinadas fora do PNV. Das estudada, setembro de 2014-dezembro de 2016.
mulheres vacinadas ao abrigo do PNV, 76,6% (95/124) cum-
priram 0 esguema de vacinag@o preconizado, aquando da 76.6%

introducdo da vacina no PNV. Destas mulheres, 76 nasceram so.7%
y (]

depois de 1995, tendo iniciado a vacinacdo aos 13 anos, de
acordo com o PNV. Acresce que, também no ambito do PNV,
as 48 mulheres que nasceram entre 1992 e 1994, foram vaci-
nadas durante a campanha de vacinagao que decorreu entre

2009 e 2011, dirigida as mulheres que completavam 17 anos 17,9% 15.3% Fa

nestes dois anos civis. 84%

Das 28 mulheres que foram vacinadas fora do PNV, 60,7%

Esquema vacinagao Esquema vacinagao Sem informagéo
completo incompleto

(17/28) respeitaram o esquema de vacinagao recomendado
pelo PNV (gréafico 3), verificando-se que a vacina administra-
| Ao abrigo do Plano Nacional de Vacinagao | Forado Plano Nacional de Vacinagao

da neste grupo de mulheres foi a tetravalente, a excecao de
duas para as quais nao se possui informacao.
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Os fatores de risco para a aquisi¢cdo da infegao por HPV sao
comuns as outras infecdes sexualmente transmissiveis. As
152 mulheres estudadas, entre setembro 2014 e dezembro
de 2016, tinham uma média de idades de inicio da atividade
sexual de 16,8 anos, 88,8% (135/152) das quais tiveram um
parceiro sexual nos Ultimos trés meses e 44,1% (67/152) de-
clararam usar preservativo.

Das mulheres vacinadas ao abrigo do PNV, 83,1% (103/124)
iniciaram a atividade sexual ap6s a administragao da vacina,
enquanto 53,6% (15/28) das mulheres vacinadas fora do PNV
iniciaram a atividade sexual antes da administragao da vacina
(gréafico 4).

Gréfico 4: [ Proporgdo de mulheres vacinadas ao abrigo do PNV

e fora do PNV antes e apds o inicio da atividade
sexual, setembro de 2014-dezembro de 2016.

16,9%

53,6%

83,1%

35,7%

Fora do Plano Nacional
de Vacinagao

Ao abrigo do Plano Nacional
de Vacinagao

| Vacinacao apés inicio da atividade sexual

| Vacinacao antes inicio da atividade sexual

_Concluséo

Neste estudo a maioria das mulheres vacinadas com atividade
sexual ativa ndo estavam infetadas por HPV.

Do total de mulheres infetadas observou-se a detecéo de uma
elevada frequéncia de genotipos HPV de alto risco associados
ao cancro do colo do Utero, dos quais apenas dois casos pelo
genotipo HPV 16, presente na vacina. Tendo em conta que a
vacina so confere total protecéo se for administrada antes do

contacto com o virus, a Unica forma de garantir a efetividade
vacinal é a administracdo ocorrer antes do inicio da atividade
sexual. Os casos de infegao pelo HPV 16 encontrados neste
estudo ndo podem ser considerados como faléncia da vacina,
uma vez que as duas mulheres vacinadas tinham iniciado ati-
vidade sexual antes da administragao da vacina do HPV. Esta
constatagao realca a importancia da administragao da vacina
antes do inicio da atividade sexual.

Acresce que se observou que a maioria das mulheres vacinadas
com infecao por HPV que iniciaram a sua atividade sexual ap6s
a vacinacdo nao apresentaram infecao para 0s genotipos inclui-
dos na vacina. Este facto sugere, s6 por si, a eficacia da vacina
na prevencéo da infecéo por HPV e reforca a deciséo de Portu-
gal incluir a mesma no PNV.
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