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RESUMO

O céncer do colo do dtero e o segundo tipo de cancer mais comum entre mulheres com
aproximadamente 530 mil casos anuais resultando em 275 mil 6bitos a cada ano. No Brasil, para
2014, sdo esperados 15.540 casos novos com risco estimado de 15 casos por 100 mil mulheres. Na
regido Nordeste as estimativas sdo de 5.370 casos novos com incidéncia de 19 casos/100.000.
Numerosos estudos epidemioldgicos referem o Papilomavirus Humano de alto risco (HPV-AR),
como causa necessaria para o desenvolvimento do cancer do cervical indicando que a persisténcia
da infeccdo pelo HPV é o fator de risco mais significativo para esse tipo de neoplasia que é
precedida por longa fase de doenca ndo invasiva denominada neoplasia intraepitelial cervical
categorizada em trés graus evolutivos: 1, 2 e 3 (NIC 1, NIC 2 e NIC 3).

Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de verificar a prevaléncia da infecgdo por HPV de
alto risco e de seus respectivos genotipos, em infec¢des unicas ou multiplas, correlacionando com
0 grau da neoplasia. diagnosticada pela citologia e pela histologia.

Trata-se de um estudo observacional, analitico, transversal realizado em mulheres, referenciadas
para colposcopia com citologia prévia alterada. Todas realizaram uma segunda citologia em
esfregaco convencional, testes de deteccdo de HPV em escovado endocervical por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e colposcopia. As que apresentaram anormalidades a colposcopia
foram submetidas a biopsia.

O teste de deteccdo do HPV de alto risco foi positivo em 81.5% dos casos Em 48% dos casos
houve positividade para um Gnico genotipo e em 52% estavam presentes dois ou trés genotipos.
Os tipos de HPV mais prevalentes foram, na sequéncia: 16, 31, 58, 18, 33. O HPV-16 foi o tipo
mais prevalente, estando associado em percentuais importantes a NIC 3 e cancer invasor em
infeccdo Unica ou multipla.

Os dois tipos de HPV mais prevalentes foram HPV-16 e HPV-31, frequentemente associados a

lesbes de alto grau histoldgico, principalmente quando em infeccdo dupla 16/31.

PALAVRAS-CHAVE: Neoplasia intraepitelial cervical. Cancer do colo do dtero. HPV. PCR.



ABSTRACT

Cervical cancer and the second most common cancer among women with approximately 530,000
cases annually resulting in 275,000 deaths each year. In Brazil, for 2014, 15,540 new cases with
an estimated risk of 15 cases per 100,000 women are expected. In the Northeast the estimates are
5,370 new cases with an incidence of 19 casos/100,000. Numerous epidemiological studies have
addressed the high-risk human papillomavirus (HPV-HR) as a necessary cause for the
development of cervical cancer indicating that the persistence of HPV infection is the most
significant for this type of cancer which is preceded by long phase of noninvasive disease called
cervical intraepithelial neoplasia categorized into three evolutionary grades: 1 2 and 3 (CIN 1,
CIN 2 and CIN 3).

This study was conducted with the objective to determine the prevalence of HPV infection of high
risk and their respective genotypes in single or multiple infections, correlating with the degree of
malignancy diagnosed by cytology and histology.

This was an observational cross-sectional study, analytical, conducted in women referred for
colposcopy for abnormal Pap smear.

All underwent a second conventional cytology smears, testing for HPV in endocervical brushed
by polymerase chain reaction (PCR) and colposcopy. Women who exhibited abnormalities to
colposcopy underwent biopsy.

The test for detection of high risk HPV was positive in 81,5% of cases. In 48,0% of cases there
was positivity for a single genotype and in 52,0% there were two or three genotypes. The most
prevalent HPV types were the following: 16, 31, 58, 18 and 33. HPV - 16 was the most prevalent
type, associated in a significant percentage with CIN3 and invasive cancer in single or multiple
infections.

The two most prevalent HPV types were HPV-16 and HPV-31, often associated with lesions of

high histological grade, especially when dual infection in 16/3.

KEY WORDS: Cervical intraepithelial neoplasia. Invasive cervical cancer. HPV. PCR.
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GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

1 APRESENTACAO
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1 APRESENTACAO

O céncer de colo do utero é o segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres,
com aproximadamente 530 mil casos novos por ano no mundo, resultando em 275 mil 6bitos
a cada ano (WHO, 2008).

No Brasil, para 2014, sdo esperados 15.540 novos casos, com risco estimado de 15
casos / 100.000 mulheres, sendo para elas o terceiro tipo de cancer mais comum. No
Nordeste, onde ocupa a segunda posicao, os dados apontam estimativas de 5.370 casos novos
com taxas de incidéncia de 19 casos / 100.000 (INCA Brasil, 2013).

Considerando a incidéncia mundial houve uma queda de 75% na incidéncia mundial
desde a introducdo do exame citoldgico de Papanicolaou nos anos de 1950, mas em nenhum
pais a doenca foi erradicada (MONSONEGO et al., 2004).

A relacdo causal entre cancer cervical e infeccdo pelo Papilomavirus Humano— HPV,
ja foi bem estabelecida (MUNOZ et al., 2003). Estudos reportam que o DNA do HPV é
detectado na maioria das amostras histologicas de canceres invasores (97.9 a 99.7%) e
nenhum outro fator de risco para cancer cervical tem magnitude comparavel (BOSCH et al,
2002).

Mais de 200 tipos de HPV ja foram identificados sendo que cerca de 40 cepas
infectam o trato anogenital (GARCIA-ESPINOSA et al., 2009). Esses tipos virais tém sido
classificados de acordo com propensdo das células infectadas a progressdo maligna. Ha os
chamados HPV de baixo risco, representados pelos tipos 6, 11, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81,
geralmente encontrados nas lesbes de baixo grau, e os HPV de alto risco, encontrados nas
lesbes de alto grau e cancer, representados pelos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58, 59, 68 e 73 (MUNOZ et al., 2003; de VILLIERS et al., 2004).

Aproximadamente 90% dos canceres do colo uterino sdo causados por cinco tipos de
HPV: 16, 18, 31, 33 e 45, estando o tipo HPV 16 relacionado a 53% dos casos, e 0 HPV 18 a
15%%%%, o HPV 45 é encontrado em 9%, o HPV 31 em 6% e 0 HPV33 em 3%, nos casos

restantes aparecem outros tipos menos comuns (MUNOZ et al., 2006).



17

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

A infeccdo por HPV é atualmente considerada causa necessaria para o surgimento das
lesbes cervicais e sua progressdao para cancer invasor, sendo, contudo, insuficiente
(WALBOOMERS et al. 1999). Fatores referentes ao virus, como seu genotipo e a presenca de
mais de um tipo oncogénico, e ao hospedeiro, tais como: imunossupressédo, tabagismo, outras
infecgBes sexualmente transmissiveis, deficiéncias nutricionais e uso de anticoncepcional
hormonal tem sido relacionados com a persisténcia da infecgdo, o que representa o fator
central de progresséo (RODRIGUEZ et al., 2010).

Numerosos estudos epidemiolégicos demostram os HPV de alto risco (HPV-AR),
como fator primario para o desenvolvimento do cancer do colo indicando que a persisténcia
da infeccdo pelo HPV ¢ o fator de risco mais significativo para esse tipo de neoplasia (zur
HAUSEN, 2002; DUARTE-FRANCO; FRANCO, 2004).

Uma longa fase de doenca pré-invasora denominada de neoplasia intraepitelial
cervical — NIC, categorizada em trés graus histolégicos: NIC 1, NIC 2 e NIC 3, precede o

desenvolvimento do cancer do colo do Utero.

A infeccdo duradoura por HPV de alto risco, cujos produtos proteicos interferem
particularmente na regulacdo do ciclo celular, ocasiona instabilidade genémica nas células
infectadas se ndo houver intervencdo neste estagio, estimado entre 15 a 20 anos
(MONSONEGO, 2010).

Embora a prevaléncia do virus na comunidade seja alta a maioria das mulheres
infectadas serd bem sucedida na eliminacdo do virus sem desenvolver cancer (NOBBENHUIS
et al.,1999).

Apesar dos avancos das pesquisas, ainda é dificil para um clinico prever o risco que
uma mulher tem no presente ou no futuro, independente da técnica empregada na rotina:
citologia, colposcopia ou histologia. Assim, esta claro que hd uma necessidade da utilizacédo
de marcadores de progndstico suplementares ou mais confiaveis a fim de predizer a evolugédo

de uma lesdo pré-cancerosa.

Desta forma, a analise da infeccdo pelo HPV, considerando uma regido de alta
incidéncia de cancer de colo do Utero, enfocando os tipos virais de alto risco envolvidos e

dados epidemioldgicos de grupos de individuos mais vulneraveis a aquisi¢do e a persistencia
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da infeccdo pelo virus, seja pela faixa etaria ou por fatores comportamentais, podera favorecer
adoc¢do de meios preventivos, por exemplo, através de prioridades de rasteio em idades de alta
prevaléncia de NIC. Por outro lado o conhecimento dos tipos virais envolvidos podera
fornecer subsidios importantes no manejo clinico das pacientes tratadas, através de um

seguimento diferenciado.

A partir da delimitacdo do problema sobre a infeccdo pelo HPV e as neoplasias
cervicais surgiram questionamentos que geraram a seguinte pergunta condutora: existe

associacao entre tipos virais especificos e o grau da neoplasia?

As atividades desta pesquisa foram desenvolvidas de forma a permitir o estudo dessa
possivel associacdo e a investigagdo dos tipos de HPV mais prevalentes nessa regido
geogréfica, além de verificar se infeccdes multiplas estdo presentes e se outros fatores de risco
como a idade, o comportamento sexual, 0 uso de anticoncepcionais hormonais e o tabagismo

estdo significativamente envolvidos com a presenga da infecgao.

A dissertacdo consta de capitulo de revisdo de literatura, de métodos, um artigo
original e, por fim, as consideracdes finais e recomendacbes. No capitulo de revisédo,
encontra-se uma descricdo narrativa sobre o historico das pesquisas sobre o papel do
papilomavirus humano e o cancer do colo do Gtero, a estrutura e patogénese do virus HPV e

sobre a historia natural da infeccéo.

O capitulo de métodos descreve o percurso metodologico utilizado para responder ao
objetivo do estudo. O artigo original intitulado “Prevaléncia, perfil genotipico e fatores de
risco para infecces pelo Papilomavirus humano em mulheres referenciadas para
colposcopia”, teve como objetivo identificar a associacdo entre tipos de HPV de alto risco e o
grau de neoplasias cervicais e sera submetido ao periodico BMC Public Health . Ao final, as
consideracbes finais e recomendacBes sdo expostas baseadas nos achados cientificos. As
referéncias seguiram as normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR
6030).
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2 REVISAO DE LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Histdrico das pesquisas

Entre 1974 e 1976 os pesquisadores comecaram a analisar um possivel papel do
Papilomavirus humano (HPV) no céancer cervical. Em 1976, Meisel e Fortin revendo
esfregacos com diagnostico de displasia leve, relacionaram a presenca de coildcitos com
infeccdo por HPV.

O subsequente isolamento de tipos especificos em lesbes genitais bem como a
aplicacdo de técnicas de biologia molecular permitiu uma visdo mais abrangente do possivel

envolvimento do HPV no céancer anogenital.

Os primeiros tipos de HPV isolados diretamente de espécimes de biopsia do colo de
utero, o HPV-16 e o HPV-18, foram clonados por zur Hausen et al. (1983), Dust et al.(1984) e
Boshart et al.(1984). Os estudos com HPV deram a Harald zur Hausen o Premio Nobel de
Medicina em 2008.

Ao final dos anos de 1980, o papel do HPV na etiologia do cancer cervical ja tinha
sido descrito em detalhes e a expressdo de genes virais especificos como E6 e E7 foram
demonstrados em cultivos de células e fragmentos de biopsias de cancer cervical (MUNGER
et al.,, 1989). O encontro do genoma viral integrado ao genoma da célula hospedeira deu

sustentacdo as hipdteses iniciais.
2.2 Aestrutura do virus e a patogénese viral

Os HPV séo pequenos virus de 52 a 55 nm de diametro, cuja capsula é formada por 72

capsdmeros em simetria icosaédrica (Figura 1) (PRETET et al., 2010)

Figura 1 - Morfologia do Papilomavirus humano. Fonte: geraldojose.com. br
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O genoma viral é constituido por um DNA circular de dupla hélice de
aproximadamente 8000 pares de bases e esta dividido em uma regido codificante com oito
fases de leitura aberta (ORF) que codificam as proteinas precoces (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e
as proteinas tardias (L1 e L2), e outra regido ndo codificante chamada LCR (Long Control
Region), implicada no controle da replicagdo do DNA viral e no controle da transcricdo dos
genes virais(Figura 2) (MOUGIN, NICOLIER e DECRION-BARTHOD, 2008).
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Early genes
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E4- Liberacao de particulas virais

Late genes A E5- Evasidc imune
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Figura 2 - Representacao esquematica do genoma do Papilomavirus humano.
Fonte: Stanley 2012

Os HPV penetram nas células basais do epitélio da juncdo escamo-colunar (JEC) ou
através de microfissuras presentes na ectocervice. A entrada na célula se faz por endocitose e
o0 DNA viral é transportado para o nucleo, seguindo a rede proteica do citoesqueleto, apds o
desnudamento do capsideo (BOUSARGHIN et al., 2003).

Pesquisas recentes reforcam a possibilidade destas duas vias e trazem a possivel
resposta ao diferente comportamento evolutivo das infecgdes nos varios sitios do trato
anogenital. A identificacdo por Imunohistoquimica, de células embrionéarias presentes na JEC
original do colo do Utero e da regido anorretal, ndo encontradas na camada basal do epitélio
escamoso maduro das demais regides, parece explicar o risco aumentado de progressao para
cancer no colo e no anus em relacdo ao risco de evolucdo das lesdes de vulva, vagina, regiao
perianal e pénis (HERFS et al., 2012).
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O ciclo viral é estreitamente dependente da diferenciagdo das células epiteliais. Numa
primeira fase, as proteinas virais precoces E1 e E2 se expressam e permitem a replicagdo do
DNA viral nas células basais e parabasais. O genoma viral se multiplica sob a forma
epissomal na razdo de 50 a 100 cdpias por célula. As células filhas contendo o genoma viral
migram em seguida para a camada parabasal mantendo-se em divisdo celular subvertendo o
programa de diferenciacdo epitelial. Os queratindcitos ndo infectados ndo entram mais em
ciclo apds deixarem a camada parabasal, enquanto que as células basais infectadas pelo HPV
entram novamente em divisdo para permitir a replicagdo do DNA viral (Figura 3) (MOUGIN,
NICOLIER e DECRION-BARTHOD, 2008)

Virus Release

Virus Assembly/ ﬁ 5 oY
Virus Release =

Genome
Amplification

>enome Maintenance/
Cell Proliferation

E1,E2,E4,E5
Viral DNA

Genome Maintenance |
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Transformation Zone

Figura 3 - O ciclo vital do Papilomavirus humano.
Fonte: J. Doorbar (2012)

Esse fendmeno € essencialmente devido a expressdo da proteina viral E7 que inativa as
proteinas da familia Rb (proteinas do retino blastoma) do hospedeiro, responsaveis pela
manutencdo das células em G1. Estando pRb inibida, as células avancam para a fase S

proliferativa benéfica ao ciclo viral produtivo (PRETET et al., 2010).

Numa segunda fase, hd expressdo das proteinas tardias L1 e L2 implicadas na
formacdo do capsideo viral. Novos virions completos infectantes finalmente séo liberados no

meio exterior com as células descamativas, completando o ciclo do virus (DOORBAR, 2005).
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Quando ocorre quebra do genoma viral nas regibes E1 e E2, resultando na producdo
de uma proteina E2 mutada, que ndo é capaz de limitar a superexpressdo de E6 e E7, ha uma
consequente instabilidade cromossémica na célula infectada. Nessa situacdo pode ocorrer
integracdo do DNA viral ao DNA celular, iniciando assim, a transformacdo da célula
hospedeira e imortalizagdo de clones alterados (JEON e LAMBERT, 1995, MUNGER et al.
2004).

E justamente a perda da capacidade de completar o ciclo reprodutivo que diferencia a
infecgdo viral produtiva infectante da infeccdo viral transformante e tumoral, caracteristica
dos HPV de alto risco. A progressdo para uma NIC de grau maior ou cancer cervical esta
associada a perda da regulacéo deste ciclo reprodutivo do HPV, havendo superexpressao dos
genes E6 e E7 (MUNGER et al. 1989).

O HPV interfere no controle do ciclo celular e na apoptose, por meio do produto de
seus oncogenes E6 e E7 que se ligam e degradam respectivamente as proteinas supressoras de
tumor p53 e pRB, ocasionando instabilidade genémica causadora de progressao neoplasica
(DOORBAR et al. 2012).

A proteina celular p53 é responsavel por ativar os genes de mecanismo de reparo do
DNA ou sinalizar para apoptose. O gene viral E6 estando presente na célula, se liga a uma
proteina de associacdo (E6-AP) com atividade ubiquitina ligase, resultando em ubiquitinacéo
e degradacdo de p53 no proteassoma (Figura 4). Na sequencia, sem a atividade de p53, a
célula perde a capacidade de perceber e reparar possiveis danos ao DNA, havendo acumulos
de mutacBes e consequentes clones celulares com fendtipos neoplasicos (MOUGIN,
NICOLIER e DECRION-BARTHOD, 2008).



24

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

A
1713 Monitorar danos Apoptose
ao DNA
aw»
0
G,
Ciclo celular
Proteina p53
ativada s
\ Parada do
Dano T DNA ciclo celular
f\f\j\/\/\/l_n Ativacao de GMR
Sinalizagdo para apoptose
Acao Viral B
Frequéncia mutacional
E6 & —> >< > Rearranjos
X Aneuploidias
E6 se liga Ubiquitinagédo
a E6AP

Figura 4 - Acéo da interferéncia de E6 sobre ciclo celular. Fonte: Silva et al. (2003).

A expressdo alterada do gene E7 inibe a atividade da proteina do retinoblastoma
(pRDb), que tem um papel fundamental na manutencéo da célula em G1, por formar complexos
estaveis com o fator de transcricdo de RNA mensageiro, E2F (CARVALHO, 2010).

Na auséncia da pRB, o E2F fica livre, indo ao nucleo, onde estimula humerosos genes
cujos produtos proteicos (ciclina E, DNA-polimerases, helicases etc) promovem a replicacao
do DNA, liberando o ciclo celular (Figura 5) (KLAES e FRIEDRICH, 2001).
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Figura 5 - Acdo da interferéncia de E7 sobre o ciclo celular. Fonte: Silva et al. (2003).
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A p53 é conhecida como a guardid do genoma, pois atua como inibidora de CDK,
mantendo o complexo pRb/E2F sustentando as células em fase G1, até que os sistemas de
reparo do DNA corrijam o defeito provocado. Quando ocorrem defeitos no DNA que ndo séo
corrigidos, a p53 induz a célula a entrar em apoptose. Esse fato ilustra bem a cooperacéo entre
pRb e p53 (BRASILEIRO FILHO et al., 2009).

2.3 Ainfeccéo viral

A infeccdo por HPV € uma das infec¢Bes sexualmente transmissiveis mais frequentes
predominando em mulheres jovens, no inicio de sua vida sexual. Abaixo dos 25 anos séo
encontradas taxas elevadas havendo um progressivo decréscimo apos essa idade, alcangando
menos de 1% apos 0s 55 anos. Essa queda é independente do comportamento sexual e parece
estar mais relacionada ao desenvolvimento de imunidade tipo-especifica a infeccéo
(MONSONEGO et al., 2004).

A incidéncia do HPV de alto risco oncogénico tende a ser maior que os de baixo risco.
Os subtipos mais frequentes séo o 16, 18, 31, 33 e 51(IARC, 1995). Os tipos 16 e 18 sdo
aqueles encontrados com maior frequéncia nas lesdes imediatamente pré- cancerosas (NIC 3)
e nos canceres (GARCIA-ESPINOSA et al., 2009).

No Brasil, 0 HPV 16 é o tipo predominante nos canceres cervicais invasivos em todas
as regides geograficas. Em relacdo a outros tipos como os HPVs 18, 31 e 33 observam-se
variacdes regionais. O HPV 18 € o segundo mais prevalente na maioria das regifes, com
excecdo do Centro-Oeste onde o HPV 33 ocupa essa posicdo (RIBEIRO, 2011) e do
Nordeste, onde o HPV 31 é o segundo em prevaléncia (LORENZATO et al., 2000; SILVA et
al., 2006; BALDEZ da SILVA et al., 2009).

A transmissao do virus ocorre por contato sexual (SHIFFMAN e KJAER, 2003) sendo
gue no caso de virus de baixo risco, por expressarem lesbes produtivas muito infectantes,
possa, as vezes, haver transmissdo nao sexual (MONSONEGO, 2010). Os virus HPV sdo
virus ndo envelopados, portanto muito resistentes as condicGes do meio. Sendo
particularmente, pouco sensiveis ao calor e ao cloro usado nas piscinas (PRETET et al.,
2010).
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Estudos epidemiolégicos indicam que a idade em que ocorre a primeira relagcdo sexual
e 0 numero de parceiros sexuais sdo fatores determinantes da infecgdo por HPV oncogénico
(ROUSSEAU, FRANCO e VILLA, 2000; SILVA et al, 2006).

A maioria das infeccbes € controlada por mecanismos que ndo foram ainda
perfeitamente elucidados. A eliminacédo viral é feita entre 8 e 16 meses, variando de acordo
com os gendtipos considerados. O HPV de baixo risco € eliminado em aproximadamente 3 a
6 meses, enquanto que para 0 HPV de alto risco esse tempo se estende para 12 a 18 meses
(FRANCO et al., 1999; MUNOZ et al. 2004).

A evolucdo natural da infeccdo por HPV € a cura espontanea, 0 que parece estar
relacionado com mecanismos imunolégicos humorais e celulares. Em certos casos a infec¢édo
pode ficar latente e ser reativada em um periodo de imunossupressdo. Uma infec¢do por HPV
de alto risco resulta em progressdo para cancer cervical apenas em uma pequena percentagem
de mulheres, apos um longo periodo de persistencia (zur HAUSEN, 1996; zur HAUSEN,
2002). A persisténcia da infeccdo € um fator preditor para o desenvolvimento de neoplasia
intraepitelial cervical, particularmente pelo HPV de alto risco (SCHLECH e KALUGA,
2001).

Permanece ainda obscuro por que somente em algumas mulheres, ocorre integracao
viral, situacdo encontrada na vigéncia de transformacdo maligna das células, que se tornam
imortalizadas. Nos casos que evoluem para cancer, 0s genomas virais antes mantidos em
forma epissomal, passam, em algum momento, a integrar o genoma das células do hospedeiro
(SCHIFFMAN e KJAER, 2003).

A integracdo viral é uma etapa chave para a carcinogénese cervical devido as
alteracdes do ciclo celular do hospedeiro produzidas pela inibicdo de genes supressores de
tumor, consequente & superexpressdo dos genes virais E6 e E7. E a superexpressdo continua e
concomitante desses dois genes que estd na origem da imortalizacdo das células infectadas
(MUNGER et al., 2003).

2.4  Avacina profilatica

O HPV ndo se reproduz em cultura celular e por muito tempo foi dificil desenvolver

uma vacina. Vacinas com virus atenuados, oriundas deste tipo de fabricacdo, conteriam genes
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virais potencialmente oncogénicos ndo podendo ser utilizadas em individuos saudaveis
(MONSONEGO, 2006)

O desenvolvimento da vacina se iniciou com a producgdo da proteina L1, que compGe o
0 capsideo viral. Essas particulas pseudovirais, chamadas VLPs (virus like particles), parecem
com o virus, mas ndo contem seu material genético, ndo provocando doenca, mas podem
promover uma reacdo antigénica poderosa, capaz de eliminar o virus em individuos ainda ndo
infectados pelos tipos vacinais, uma vez que atua no virus em sua forma completa infectante
que contem ainda o capsideo ( STANLEY, LOWY e FRASER, 2006).

As VLPs tem grande poder imunogénico em doses de 10 a 50 microgramas depois de
trés doses intramusculares (VILLA et al., 2005).

Duas vacinas foram avaliadas sendo homologadas para comercializagdo entre 2006 e
2007: a vacina quadrivalente que utiliza as VLPs L1 dos HPV 6, 11,16 e 18, e a vacina
bivalente constituida das VLPs L1 dos virus HPV 16 e 18. Uma vacina polivalente de
contendo tipos adicionais de HPV VLP alem dos tipos 6, 11, 16 e 18,esta sendo desenvolvida
pelo Laboratorio Merck (STANLEY,LOWY e FRASER, 2008)

O maior desafio ainda é conhecer melhor a resposta do hospedeiro a infeccdo. O meio
biologico das células infectadas é determinante na expressao ou ndo dos genes virais
transformantes (MONSONEGO, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo geral

Verificar os gendtipos do HPV presentes em mulheres portadoras de neoplasias

intraepiteliais e invasoras do colo do Utero, relacionando com o grau das lesdes.

3.2  Objetivos especificos

- Verificar a prevaléncia dos tipos de HPV presentes;
- Relacionar os genotipos encontrados com o grau das lesdes cervicais;

- Verificar a presenca de infeccdo viral multipla;

- Avaliar os cofatores envolvidos com a infec¢édo por HPV.
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4 METODO

4.1  Tipo de estudo

Trata-se de um estudo observacional, analitico, transversal.

4.2 Local do estudo

O estudo foi realizado no setor de Colposcopia e Patologia Cervical do Servigo de
Ginecologia do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

O Setor de Colposcopia e Patologia Cervical, como unidade de salde de média
complexidade, tem como enfoque principal atender a demanda de pacientes que séo
referenciadas do ambulatério de ginecologia do proprio hospital, da rede de assisténcia basica
e de outros servi¢os, com resultado do exame citoldgico de rastreio mostrando anormalidades
de células epiteliais, atendendo também pacientes encaminhadas com sinais clinicos de

doenca neoplasica invasora do colo do Utero.

As pacientes, agendadas como colposcopia-referéncia sdo submetidas a nova coleta
citologica convencional de confirmacgdo, colposcopia e biopsia dirigida das aréas com

aspectos colposcdpicos anormais.

Apos esses procedimentos, as pacientes sdao agendadas para consulta de retorno
quando, de acordo com o resultado dos exames citolégico e histoldgico € definida a conduta
segundo protocolos preconizados pelo INCA em Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento
do Cancer do Colo do Utero (INCA 2006).

Havendo indicacdo de tratamento cirdrgico por alca diatérmica, com bisturi de alta
frequéncia (CAF), esse procedimento é realizado no ambulatorio. Outros tipos de tratamento
seja cirurgico, quimioterapico e ou radioterapico sdo oferecidos no Servigco de Ginecologia ou

no Servico de Oncologia.
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Também é assegurado o seguimento pos-tratamento, dentro da periodicidade indicada,
pelo tempo necessario a cada caso. Os exames citologicos e histolégicos sdo realizados no
Servico de Anatomia Patoldgica.

Nesta pesquisa os exames de Biologia Molecular foram realizados no Laboratério de
Estudos Moleculares e Terapia Experimental do Departamento de Genética do Centro de
Ciéncias Biologicas da UFPE (LEMTE-UFPE).

4.3  Populacéo alvo e periodo

Foram convidadas a participar do estudo, pacientes referenciadas para o Setor de
Colposcopia e Patologia do Trato Genital Inferior do Hospital das Clinicas — UFPE,

apresentando anormalidades de células epiteliais, ou sinais clinicos de neoplasia invasora do

colo do atero, no periodo de janeiro a setembro de 2013. Desta forma a coleta de dados foi

realizada de forma sequencial. O nimero de participantes foi de 104 mulheres.
4.4 Critérios de inclusdo e de excluséo

Incluimos neste estudo, mulheres maiores de 18 anos, referenciadas para colposcopia
no Hospital das Clinicas da UFPE, no periodo de janeiro a setembro de 2013. Todas aceitaram

assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Foram excluidas: gestantes, portadoras do virus HIV e mulheres em uso de

medicamentos imunossupressores.
45  Método de coletas

Ap0s os esclarecimentos necessarios e a assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) foi feito o registro, em formulario préprio para o estudo, da idade da
paciente, do numero de gestacOes, idade da primeira relacdo sexual e do numero parceiros
sexuais. Também foi interrogado sobre o uso de anticoncepcional hormonal e sobre o habito

de fumar.

Apos a anamnese foi realizado o exame ginecoldgico, iniciando com a inspecdo da

vulva, e em seguida o exame especular. Nesse momento foi colhido material da ectocervice
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com espéatula de Ayres, e da endocervice com escova ginecoldgica, para um esfregago
citologico convencional fixado em alcool absoluto. A escova de coleta endocervical apds ser
espalhada na lamina, ndo foi descartada, sendo colocada em um tubo criogénico de 2 ml, com
solucéo preservadora de DNA (PBS pH 7.4).

Em seguida foi realizada a colposcopia, usando o acido acético a 3%, e a solucdo de
lugol para o teste de Schiller. Foram realizadas biopsias dirigidas das &reas com
anormalidades colposcépicas encontradas, usando pinca de Gaylor-Medina de 0.5cm de
didmetro, tomando-se multiplos fragmentos que foram fixados em formol a 10% tamponado.
A hemostasia foi feita com gel de cloreto férrico a 48% e tamponamento vaginal, orientando a

paciente a retira-lo apos 24 horas.

A colposcopia foi descrita segundo a Nomenclatura Colposcopica da Internacional
Federation for Cervical Pathology and Colposcopy- IFCPC, 2011 (BORNSTEIN et al. 2011).

O material para citologia convencional e os fragmentos de biopsia seguiram para o
Laboratorio de Anatomia Patoldgica do HC, acompanhados das respectivas fichas de

requisicdo padronizadas pelo Ministério da Saude.

O escovado cervical colocado em tubo criogénico com solugédo preservadora de DNA,
foi enviado para o Laboratorio de Estudos Moleculares e Terapia Experimental do
Departamento de Genética do Centro de Ciéncias Biologicas da UFPE, onde foi pesquisada a

presenca HPV e feita a genotipagem.
4.6  Técnicas laboratoriais
Citologia oncotica

A citologia oncética foi realizada em esfregaco convencional fixado em alcool
absoluto, corado pela técnica de Papanicolau. Os laudos formam emitidos utilizando-se a

Nomenclatura Brasileira pera Laudos Cervicais e Condutas Preconizadas (INCA 2006).
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Histopatologia

Os fragmentos obtidos por biopsia foram incluidos em blocos de parafina, obtendo-se
cortes de 4 a 7 mm As preparacdes foram coradas utilizando-se hematoxilina e eosina (HE).
Os laudos foram emitidos segundo a Nomenclatura de Richart (RICHART, 1973).

Deteccéo e genotipagem do HPV

Para a extracdo de DNA viral foi utilizado o Kit DNeasy Blood Tissue (Qiagen), a
partir do escovado cervical, seguindo as seguintes etapas: Ressuspensdo do pellet celular em
PBS (pH 7.4), lise celular, purificagdo, lavagem e secagem do material, bem como eluicéo
para obtencdo do DNA.

Posteriormente, todos os produtos da extracdo foram quantificados e qualificados,
utilizando um espectofotometro (Nano Vue Plus Spectophotometer) para posterior utilizacdo
na PCR.

A deteccdo do DNA do HPV foi realizada pela técnica da PCR convencional, através
da amplificacdo do gene codificador da proteina L1, utilizando os primers consenso e
degenerados (MY09/MY11) (Tabela 1) para uma ampla faixa dos diferentes tipos de HPV na
regido do gene viral L1(Karlsen et al., 1996).

Tabela 1 - Primers utilizados na detec¢do do HPV

TAMANHO (BP)

PRIMER SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS (5°-3°)

OLIGO FRAGMENTO
MYO09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 20
MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 20 445

As condicBes de amplificacdo foram: desnaturacdo inicial a 54°C durante um minuto,
seguida de 34 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por um minuto, 72°C por um minuto e
extensdo final a 72°C durante 10 minutos. Todas as amostras foram amplificadas na presencga

de controles positivo (plasmideo do HPV-16 clonado) e negativo (agua milli-Q). Os produtos
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da PCR obtidos foram analisados em gel de agarose na concentracdo de 2% corados com
brometo de etidio.

A tipificacdo do DNA do HPV foi realizada pela técnica de PCR convencional,
utilizando oligonucleotideos especificos para os HPVs 16, 18, 31, 33 e 58, os quais anelam no
oncogene E6 (Tabela 2).

Tabela 2 - Primers utilizados na tipificacdo do HPV

TAMANHO (BP)
SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS

PRIMERS (5°-3%) OLIGO FRAGMENTO
E6 HPVI6 - Forward  TTCTAAGGCCAACTAAATGTCACCC

E6 HPV16 - Reverss ~ TAGAGATCAGTTGTCTCTGGTTGC by
E6 HPV/18 - Forward TTG GGCAGCACATACTATAC 2

E6 HPV/18 - Reverse CATCGTTTTCTTCCTGTGAGT oy
E6 HPV31-Forward  CGTTTTCGGTTACAGTTTTACAAGC

E6 HPV/31 - Reverse AGCTGGACTGTCTATGACAT o 0
E6 HPV33- Forward  TTCAAACCTTAAGTGCAGTTTTGGC

E6 HPV33-Reverss ~ TTCCTTTAACGTTGGCTTGTGTCC T
E6 HPVS8 - Forward  CCGTTTTGGGTCACATTGTTCATGT .
E6 HPV58 - Reverse ~ AAGCCTATTTCATCCTCGTCTGAG 24

A tipificacdo viral foi realizada por amplificacdo de DNA através de reacdo de PCR
em um volume final de 25ul, contendo 12.5ul de Master Mix (GoTag Green PCR Marter
Mix, Promega), 1.5ul de cada primer (10 pM/ul), 5.5ul de agua sem nuclease (Nuclease-Free
Water, Promega) e 4ul de DNA (50 ng/ul) de cada amostra. As condigdes de amplificacdo
foram: Desnaturacdo inicial a 94°C durante 2 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 10
segundos, 57°C para HPV-16, 53°C para HPV-18 55°C para HPV-31, 58°C para HPV-33 e
59°C para HPV-58, todos por 20 segundos, 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C durante

5 minutos. Todas as amostras foram amplificadas na presenca de controles positivo e negativo
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(Agua milli-Q). Os produtos da PCR obtidos foram analisados em gel de agarose 1.5%

corados com brometo de etidio.

4.7  Defini¢do das variaveis

Sdo considerados trés grupos de variaveis: independentes, dependentes e de

caracterizagcdo amostral.

Quadros 1 - Variaveis, definicdes e desfechos investigados

VARIAVEIS DEPENDENTES

NOMF DA DEFINICAO CATEGORIA
VARIAVEL
HPV 16
. HPV 18
Genetipo do HPV Tipo do HPV presente em HPV 31
P ' HPV 33
HPV 58
VARIAVEIS INDEPENDENTES
NOME DA N
) DEFINICAO CATEGORIAS
VARIAVEL

Diagnostico citologico

Resultado da observacéo
microscopica das células
do esfregaco da cérvice
uterina coradas pelo
método de Papanicolaou.

Células Escamosas Atipicas:
de significado indeterminado
/ndo podendo afastar alto grau
Células Glandulares Atipicas
Lesdo Intraepitelial de Baixo
Grau
Lesdo Intraepitelial de Alto
Grau
Carcinoma escamoso invasor
Adenocarcinoma in situ
Adenocarcinoma invasor

Diagndstico Histologico

Resultado da avaliacdo das
alteracdes histoldgicas em
material de biopsia da
cérvice uterina,
observando os critérios de
Richart.

Benigno
Neoplasia intraepitelial
cervical grau 1
Neoplasia intraepitelial
cervical grau 2
Neoplasia intraepitelial
cervical grau 3
Carcinoma invasor
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VARIAVEIS DE CARACTERIZAGAO AMOSTRAL

NOME DA VARIAVEL DEFINICAO CATEGORIAS
<20 a 29 anos
NUmero de anos 30 a 39 anos
Idade completos transcorridos 40 a 49 anos
entre a data de nascimento 50 a 59 anos
e a data do atendimento. 60 a 69 anos
>70 anos
. Idade informada em que 10 a 19 anos
Coitarca . !
ocorreu 0 primeiro coito. 20 a 30 anos
Corresponde ao niamero de
NGmero de gestacies gestacOes informados, 1-2
gestag ocorridos até a data do >3
atendimento.
Representado pela
quantidade de individuos 01
Numero de parceiros do sexo masculino com 02
quem declarou ter mantido >03
intercurso sexual.
. Considerado o relato do .
Uso de contraceptivos . L Sim
. uso de anticoncepcionais <
hormonais : Né&o
hormonais.
Considerado como
. relatado pela paciente o Sim
Tabagismo x
consumo de pelo menos Né&o

um cigarro por dia.

4.8

Métodos de analise estatistica

Para analise estatistica de associacdo da infecdo pelo HPV com os fatores de risco,

utilizaram-se o Odds Ratio(OR) com intervalo de Confianca (IC) ao nivel de significancia de

p<0.05. Para o ajuste do efeito de cada uma das variaveis empregou-se 0 modelo de regressdo

logistica com significancia expressa pelo valor de p.

4.9

Consideracoes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres Humanos da UFPE
(CEP/CCS/UFPE) em 18/12/2012, CAAE: n° 09307612.8.0000.5208.
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3) ARTIGO ORIGINAL
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TiTuLO

PREVALENCIA, PERFIL GENOTIPICO E FATORES DE RISCO PARA INFECGOES PELO PAPILOMAVIRUS

HUMANO EM MULHERES REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

RESUMO

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais frequentes em toda populacdo mundial, porém, a maioria das mulheres
infectadas sera bem sucedida na eliminacdo do virus e, consequentemente ndo desenvolvera
doenca, podendo apresentar regressao das lesdes ou estabilizacdo em estagios ndo invasivos
de neoplasia cervical.

O objetivo deste estudo foi verificar a prevaléncia de HPV de alto risco e seus respectivos
genotipos, em infecgdes Unicas ou multiplas, correlacionando com o grau da neoplasia.
Trata-se um estudo analitico, transversal realizado em mulheres, referenciadas para
colposcopia com citologia prévia alterada. Todas realizaram uma segunda citologia em
esfregaco convencional, testes de deteccdo de HPV em escovado endocervical por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e colposcopia. As que apresentaram anormalidades a colposcopia
foram submetidas a biopsia

O céncer cervical invasor foi diagnosticado em mulheres na faixa etaria abaixo dos 50 anos. O
teste de deteccdo do HPV de alto risco foi positivo em 81.5% dos casos, em infec¢des Unicas
e multiplas. Os tipos de HPV mais prevalentes foram, na sequéncia: 16, 31, 58, 18, 33. O
HPV-16 foi 0 mais frequente associado em percentuais importantes a NIC 3 e cancer invasor.
O segundo foi 0 HPV-31 em infec¢gdes maltiplas.

Os dois tipos de HPV mais prevalentes foram HPV-16 e HPV-31, frequentemente associados

a lesdes de alto grau histologico, principalmente quando em infec¢do dupla 16/31.

PALAVRAS-CHAVE: Neoplasia intraepitelial cervical. Cancer do colo do Gtero. HPV. PCR.
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PREVALENCE, GENOTYPIC, PROFILE AND RISK FACTORS FOR PAPILLOMAVIRUS INFECTIONS IN

WOMEN REFERRED FOR COLPOSCOPY

ABSTRACT

Infection with Human Papillomavirus (HPV) is one of the most common STDs across the
world's population , however , most infected women will be successful in eliminating the
virus and therefore not develop the disease may present regression of lesions or stabilization
in non- invasive stages of cervical neoplasia.

The purpose of the study was to evaluate the prevalence of high-risk HPV and their genotypes
in single or multiple infections, correlating with the degree of malignancy.

This was a cross sectional study in women referred for colposcopy for abnormal Pap smear.
All underwent second conventional cytology smears, a testing for HPV in endocervical
brushed by polymerase chain reaction (PCR) and colposcopy. Women who exhibited
abnormalities to colposcopy were biopsied.

Invasive cervical cancer was diagnosed in women aged below 50 years. HPV tests were
positive in 81.5% of cases in single and multiple infections. HPV types were more prevalent
in the sequence were, the types 16, 31,58,18,33. HPV - 16 was the most frequent associated in
important percentage of CIN 3 and invasive cancer. The second most frequently detected
HPV 31 in multiple infections.

The two most prevalent HPV types were 16 and 31 often associated with high histological

grade lesions, especially when in dual infection 16/31.

KEY WORDS: Cervical intraepithelial neoplasia. Invasive cervical cancer. HPV. PCR.
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INTRODUCAO

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é uma das doengas sexualmente
transmissiveis mais frequentes em toda populacdo mundial (BOSCH et al., 2008). A despeito
disso, a maioria das mulheres infectadas sera bem sucedida na eliminacdo do virus e,
consequentemente, ndo desenvolvera a doenca, podendo apresentar regressdo das lesdes ou

estabilizacdo em estégios ndo invasivos (NOBBENHUIS et al., 1999).

As neoplasias intraepiteliais e invasoras do colo do Utero sdo mediadas pela infecgdo
persistente pelo HPV. Certos tipos virais sdao admitidos como fator causal, porém ndo sao
suficientes para o desenvolvimento do céncer cervical e de suas lesdes precursoras. S&o
necessarios cofatores como idade, estado nutricional, tabagismo, infeccdo por Chlamydia
trachomatis, polimorfismo genético, uso de anticonceptivos orais e supressdo imunologica
(zur HAUSEN, 2002; RODRIGUES et al, 2010; TOTA et al, 2011).

Entre os tipos de HPV que infectam o trato ano-genital, ha os denominados de alto
risco (AR) pela propensdo das células infectadas progredirem a invasdo. S&o os tipos 16, 18,
31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68 (MUNOZ et al, 2003; de VILLIERS, 2004).

Atualmente, ap6s décadas de prevencdo secundaria com citologia, colposcopia e
histologia de fragmentos de biopsia, diagnosticando e tratando lesbes precursoras, através de
programas governamentais, a incidéncia permanece elevada, principalmente em paises em
desenvolvimento (GUSTAFSSON et al, 1997; PARKIN e BRAY, 2006).

No Brasil, segundo estimativas do Instituto Nacional do Céancer para 2014, sdo
esperados 15.540 novos casos, com risco de 15 casos/100.000 mulheres. Mesmo diante desta
projecdo, ndo temos o teste de deteccdo do HPV como ferramenta, junto com a citologia, nos
programas de rasteio na rede publica. As dificuldades com a cobertura ainda sdo grandes,
mantendo-se abaixo do patamar satisfatdrio que possa causar impacto na reducdo da
incidéncia do cancer do colo (INCA, 2013)

H& a perspectiva de que a partir de mar¢o de 2014, a vacina quadrivalente que
contempla os tipos de HPV 6, 11, 16 e 18 sera incorporada ao calendario vacinal na rede

publica, para adolescentes com faixa etaria entre 11 a 13 anos (INCA, 2013), a qual podera
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mudar o cenario das lesGes e a prevaléncia dos gendtipos do HPV haja vista a diversidade de
virus de baixo e alto risco.

Dada a importancia e magnitude dessa infeccdo, o objetivo desta pesquisa foi verificar
a prevaléncia de HPV de alto risco e seus respectivos genotipos, em infecgdes Unicas ou
multiplas. Para isso, foi desenvolvido um estudo analitico, transversal realizado em mulheres,
potencialmente infectadas, referenciadas para colposcopia com citologia prévia alterada,
correlacionando com o grau da neoplasia, além de avaliar os cofatores envolvidos, analisando

as caracteristicas amostrais e comportamentais da regido Nordeste do Brasil.

A identificagdo dos tipos virais envolvidos e dos fatores de risco mais significativos,
em regido de elevada incidéncia de cancer do colo do Utero, como o local onde foi realizado o
estudo, podera contribuir para contextualizar os programas de prevencdo primaria através da
adocdo de vacinas profilaticas e de estratégias de rastreio ajustados ao perfil epidemiolégico
desta populacéo.
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METODO
Grupo estudado e coleta das amostras

O estudo foi realizado com 104 mulheres referenciadas para o Setor de Colposcopia e
Patologia Cervical do Servico de Ginecologia do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco, durante o periodo de janeiro a setembro de 2013. Foram excluidas:

gestantes, portadoras do virus HIV e mulheres em uso de medicamentos imunossupressores.

Este estudo foi previamente apreciado e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em
Seres Humanos, do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco
(CEP/CCS/UFPE) em 18/12/2012, CAAE n° 09307612.8.0000.5208(Anexo A).

O processo de coleta de dados iniciou com a assinatura das participantes do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A), passando-se ao registro em formulario
proprio dos dados referentes a: idade, nimero de gestacGes, coitarca e 0 nUmero parceiros,

como também o uso de anticoncepcional hormonal e tabagismo(Apéndice B).

O exame ginecoldgico teve inicio com a coleta de material da ectocervice com
espatula de Ayres e da endocervice, com escova ginecologica para esfregaco citoldgico
convencional. A escova de coleta endocervical apos ser espalhada na lamina, ndo foi
descartada, sendo colocada em tubo criogénico de 2 ml com solucdo preservadora de DNA
(PBS pH 7.4). Em seguida, procedeu-se a colposcopia, usando acido acético a 3%, e o teste de
Schiller com solucdo de lugol a 4%. As areas com anormalidades colposcopicas foram
biopsiadas com pin¢ca de Gaylor-Medina de 0.5cm de didmetro, tomando-se multiplos

fragmentos colocados em formol a 10% tamponado.

A colposcopia foi descrita segundo Nomenclatura Colposcopica da Internacional
Federation for Cervical Pathology and Colposcopy-IFCPC, 2011 (BORNSTEIN et al. 2011).
Para descricao dos esfregacos citoldgicos foi utilizada a Nomenclatura Brasileira para Laudos
Cervicais e Condutas Preconizadas (INCA, 2006) e, para diagnostico histologico foram
utilizados os critérios descritos por Richart (RICHART, 1973).
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Deteccéo e genotipagem do HPV

A deteccdo do DNA do HPV foi realizada pela técnica da Polimerase Chain Reaction
(PCR) convencional, através da amplificacdo do gene codificador da proteina L1, utilizando
0s primers de consenso e degenerados MY09/MY 11 para ampla faixa dos diferentes tipos de
HPV na regido do gene viral L1(Karlsen et al., 1996). Todas as amostras foram amplificadas
na presenca de controles positivo (plasmideo do HPV-16 clonado) e negativo (agua milli-Q).
Os produtos da PCR obtidos foram analisados em gel de agarose na concentracdo de 2%

corados com brometo de etidio.

A tipificacdo do DNA do HPV foi realizada por amplificacdo de DNA através de
reacdo de PCR convencional, utilizando oligonucleotideos especificos para os HPV 16, 18,
31, 33 e 58, os quais anelam no oncogene E6, em um volume final de 25ul, contendo 12.5ul
de Master Mix (GoTaq Green PCR Marter Mix, Promega), 1.5ul de cada primer (10 pM/pl),
5.5ul de agua sem nuclease (Nuclease-Free Water, Promega) e 4ul de DNA (50 ng/ul) de
cada amostra. As condicdes de amplificacdo foram: desnaturacdo inicial a 94°C durante 2
minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C por 10 segundos, 57°C para HPV-16, 53°C para HPV-
18 55°C para HPV-31, 58°C para HPV-33 e 59°C para HPV-58, todos por 20 segundos, 72°C
por 1 minuto e extensdo final a 72°C durante 5 minutos. Todas as amostras foram
amplificadas na presenca de controles positivo e negativo (dgua milli-Q). Os produtos da PCR

obtidos foram analisados em gel de agarose 1.5% corados com brometo de etidio.
Anélise estatistica

Para analise estatistica de associacdo da infecdo pelo HPV com os fatores de risco,
utilizaram-se o Odds Ratio (OR) com intervalo de Confianca (IC) ao nivel de significancia de
p <0,05. Para o ajuste do efeito de cada um a das variaveis empregou-se 0 modelo de

regressao logistica com significancia expressa pelo valor de p.
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RESULTADOS

Caracteristicas da amostra

Participaram deste estudo 104 mulheres com idade média igual a 36.08 = 11,62
anos. De forma geral, a idade variou entre 18 e 82 anos, com predominio nas faixas de >20
a 29 anos e 30 a 39 anos, representando 33.7% e 35.5%, respectivamente, conforme
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo segundo a faixa etaria

Faixa etaria n %
<20 a29 35 33.65
30a39 37 35.58
40 a 49 22 21.15
50a59 3 2.89
60 a 69 5 4.81
>170 2 1.92

O inicio da atividade sexual variou entre 10 e 30 anos, com média de idade de 16.90
+ 3.84 anos, sendo que para 85 mulheres (81.7%) ocorreu na faixa dos 10 aos19 anos e nas
outras 19 (18.27) entre 20 e 30 anos. Quanto ao numero de parceiros sexuais, 22 (21.2%)
referiram um Unico parceiro, 24 (23.1%) afirmaram ter dois e 58 (55.8%) tiveram trés ou mais

parceiros.

O uso de anticoncepcionais hormonais foi referido por 28 participantes em 104
(26.92%), e, 15 (14.4%) afirmaram ser fumantes.

Resultados da citologia

Foram analisadas as citologias de todas as participantes conforme apresentado na
Tabela 2. Para 29 casos (27.9%) o resultado foi negativo, havendo discordancia com a
citologia de rastreio que motivou o encaminhamento para colposcopia. O intervalo médio

entre as primeira e segunda citologia foi de quatro meses.
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Tabela 2 - Resultados da segunda citologia

Citologia n %
Negativa 29 27.88
ASC-US 10 9.62
ASC-H 2 1.92
ACG 1 0.96
LIEBG 14 13.46
LIEAG 35 33.66
CEl 10 9.62
Adenocarcinoma in situ 1 0.96
Adenocarcinoma 0 0.00
Insatisfatoria 2 1.92
TOTAL 104 100

ASC-US: atipia de células escamosas de significado indeterminado; ASC-H: atipia de
células escamosas ndo podendo afastar alto grau; AGG: atipia de células glandulares; LIEBG:
lesdo intraepitelial de baixo grau; LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau; CEI: carcinoma
invasor.

Resultados da histologia

De todas as participantes (104), 93 apresentavam achados colposcopicos anormais,

sendo submetidas a biopsia. Os resultados sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados da histologia

Histologia N %
Benigno 16 17.20
NIC 1 30 32.26
NIC 2 13 13.98
NIC 3 20 21.51
CEl 12 12.90
Adenocarcinoma 2 2.5

TOTAL 93 100
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A média de idade relacionada com os resultados histologicos esta representada o
Gréfico 1.

60
50
40

(5]

o

©

S

3 30

©

=

£
20
10
0

BENIGNO NIC 1 NIC 2 NIC 3 ADENOCA

Grafico 1 - Média de idade em relacdo aos resultados da histologia

Analise da prevaléncia e distribuicédo da infeccdo por HPV

A deteccdo de DNA viral foi realizada inicialmente a partir de primers genéricos
MYQ09/MY11 (amplificacdo da regido L1 do genoma viral de 445 bp) a partir de 97 amostras.
Em sete amostras, a quantidade de DNA extraido ndo foi suficiente para realizacdo da técnica
de PCR .0 teste foi positivo em 79 amostras (81.44%) (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribui¢do das amostras analisadas quanto a detecgéo viral

HPV n %
Positivo 79 81.44
Negativo 18 18.56

TOTAL 97 100
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Para a andlise de genotipagem foram utilizados primers especificos para cinco tipos de
HPV de alto risco: HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33 e HPV-58.

750 pb 732pb 750 pb

769 pb

750 pb 747 pb

750 pb 733 pb

Figura 1 - Gel representativo demonstrando a tipificacdo viral com o uso de primers
especificos para E6 dos HPVs 16, 18, 31, 33 e 58. Géis de agarose 1.5% corados com
brometo de etidio. (A) E6 HPV-16: 1- controle negativo da reacéo; 2- marcador (GeneRuler 1
KB DNA Ladder — Thermo Scientific); 3- fragmento amplificado. (B) E6 HPV-18: 1-
controle negativo da reacdo; 2- marcador (GeneRuler 1 KB DNA Ladder — Thermo
Scientific); 3- fragmento amplificado. (C) E6 HPV-31: 1- marcador (GeneRuler 1 KB DNA
Ladder — Thermo Scientific); 2- controle negativo da reacdo; 3- fragmento amplificado. (D)
E6 HPV-33: 1- controle negativo da reacdo; 2- marcador (GeneRuler 1 KB DNA Ladder —
Thermo Scientific); 3- fragmento amplificado. (E) E6 HPV-58: 1- controle negativo da
reacdo; 2- marcador (GeneRuler 1 KB DNA Ladder — Thermo Scientific); 3- fragmento

amplificado.

Conforme demonstrado no Gréfico 2, a prevaléncia dos genotipos encontrados nos
79 testes positivos foi: HPV-16 em 55 testes (69.6%); HPV-31 em 40 testes (50.5%); HPV-58
em 20 (25.3%); o HPV-18 esteve presente em oito (10.1%) e o HPV-33 em cinco testes
(6.3%).

728 pb
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Gréfico 2 - Distribuicdo dos gendtipos nos testes positivos

As Tabelas 5 e 6 mostram os resultados obtidos pelo calculo dos percentuais, da
analise comparativa dos exames citologicos e histolégicos com a deteccdo do HPV-AR (HPV

de alto risco) e dos gendtipos pesquisados.

Foi observada positividade para HPV-AR em 77 (81.0%) dos 95 casos com

citologias satisfatorias.

O HPV-16 foi 0 mais prevalente em todos os graus de anormalidade citoldgica, tendo
maior percentual (65.6%) na lesdo de alto (LIEAG).O segundo mais prevalente foi o HPV-31,
gue mostrou a mesma prevaléncia que o HPV-16 (50.0%) na lesdo de baixo grau (LIEBG) e
percentuais bem mais baixos (34.4%) do que o HPV-16 na LIEAG (65.6%).

N&o houve diferencas importantes entre a infec¢do Unica ou maltipla em relacdo aos
graus de anormalidade na citologia. Entretanto, nos casos em que a citologia foi negativa,
observou-se que a infeccdo Unica esteve mais presente (44.4%) do que a infeccdo multipla
(33.3%) ( Tabela 5).
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Tabela 5 - Associacdo da citologia com a presenca de HPV-AR e genotipos pesquisados

CITOLOGIA

Negativo ASCUS LIEBG ASC-H LIEAG ACG/AIS CEl

n % n % n % n % n % n % n %

Total 27 100 10 100 12 100 2 100 32 100 2 100 10 100
HP\_/t-_AR 21 77.78 9 90.00 9 75.00 2 100.00 9 90.63 2 100.00 5 50.00
positivo

HPV -16 13 48.15 5 50.00 6 50.00 2 100.00 21 65.63 1 50.00 5 50.00
HPV-18 1 370 0 000 1 833 0 000 4 1250 2 100.00 O 0.00
HPV-31 13 4815 5 50.00 6 50.00 0 0.00 11 3438 1 50.00 2 20.00
HPV-33 1 370 0 0.00 O 000 O 000 4 1250 0 0.00 O 0.00
HPV-58 4 1481 3 3000 2 1667 0O 000 9 2813 0 0.00 O 0.00
Infeccdo 12 4444 4 40.00 2 16.67 2 100.00 14 43.75 0 0.00 3 30.00

Unica

Infeccédo 9 3333 5 50.00 7 5833 0 0.00 15 46.88 2 100.00 2 20.00
Mdltipla

Na Tabela 6 é possivel verificar a avaliacdo dos 86 casos que realizaram biopsias,
observando-se 0s seguintes resultados: Negativo (n=16), NIC 1 (n=26), NIC 2 (n=11); NIC 3

(n=19) e carcinoma invasor (n=14).

O HPV-16 foi o mais prevalente em todas as lesGes, apresentando percentuais mais
altos na NIC 3 (73.7%) e no cancer invasor (64.3%). Na sequéncia, aparece o HPV-31, sendo
que esse tipo apresentou maior percentual nos casos de NIC 1 (61.5%) do que nos graus mais

graves.

O HPV-18 e o HPV-33 mostraram 0s menores percentuais, verificando-se,
entretanto, o HPV-18 presente em mais casos de NIC 2 (18.2%) e NIC 3 (15.8%) do que em
NIC 1 (3.8%). Nos casos em que 0 exame histopatologico mostrou achados benignos, o HPV-
18 ndo esteve presente. Por outro lado, o HPV-33 sb esteve presente nos casos de NIC 2
(18.2%) e NIC 3 (10.5%).

O HPV-58 foi observado associado a resultados benignos e ao cancer invasor em
percentuais baixos (6.25% e 7.4% respectivamente). Em NIC 1 esteve presente em 23.1%, em

NIC 2 representou 27.3% e em NIC 3 apresentou percentual de 31.6%.
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Tabela 6 - Associacdo da histologia com a presenca de HPV-AR

HISTOLOGIA
Benigno NIC1 NIC2 NIC3 Cancer Invasor

n % n % n % n % n %
Total 16 100 26 100 11 100 19 100 14 100
HPV — AR positivo 7 4375 24 9231 9 8182 18 9474 10 71.43
HPV - 16 5 3125 15 5769 5 4545 14 7368 9 64.29
HPV - 18 0O 000 1 38 2 1818 3 1579 1 7.14
HPV - 31 2 1250 16 6154 3 2727 7 3684 5 35.71
HPV - 33 0O 000 O o000 2 1818 2 1053 O 0.00
HPV - 58 1 625 6 2308 3 2727 6 3158 1 7.14
Infeccdo Unica 6 3750 11 430 4 3636 7 3684 5 35.71
Infeccdo Mdltipla 1 625 13 50.00 5 4545 11 5789 5 35.71

Na analise dos 79 resultados positivos observamos que em 38 casos (48%) houve

positividade para um unico genotipo. A infeccdo multipla apareceu em 41 casos (52%).

Na infeccdo Unica, o HPV-16 esteve mais presente (63.2%), Na sequéncia estiveram:
HPV-31 (21.1%), o HPV-58 (10,5%) e o HPV-33 (5.7%). O HPV-18 ndo apareceu em

nenhum caso de infec¢édo Unica.

Nas infeccbes multiplas a associacdo mais frequente foi entre os tipos 16/31(48.8%)
seqguida por 16/58 e 31/58 (9.8%). As associacdes 16/18, 31/18, 33/58 apresentaram 0S
mesmos percentuais (4.9%). A coinfeccdo menos encontrada foi dos tipos 18/58 (2.4%). Na

associacdo de trés genotipos, o grupo 16/31/58 foi 0 mais observado (12.2%).

A Tabela 7 demonstra uma associacdo dos resultados da histologia com os genotipos

pesquisados em relacdo as infeccBes Unicas ou multiplas.
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Tabela 7- Associacdo da histologia com infecgdes tinicas e multiplas

N° de HPV-16 HPV-18 HPV-31 HPV-33 HPV-58

Histologia Casos Unica Multipla Unica Multipla Unica Multipla Unica Multipla Unica Multipla

n 1 % n % n % n % n % n % n % n % n %
Benigno 16 4 6.25 0 0.0 0 0.0 1 6.25 1 6.25 0 0.0 0 0.0 1 6.25 0 0.0
NIC 1 26 6 34.61 0 0.0 1 3.84 4 15.38 12 46.15 0 0.0 0 0.0 1 3.84 5 19.23
NIC 2 11 1 36.36 0 0.0 2 18.18 0 0.0 3 27.27 2 18.18 0 0.0 1 9.09 1 9.09
NIC 3 19 6 421 0 0.0 3 15.78 0 0.0 7 36.84 0 0.0 2 10.52 1 5.26 4 21.05
Caranoma 14 5 28.57 0 0.0 1 7.14 0 0.0 5 3771 0 0.0 0 00 0 00 1 7.4
Invasor
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Foi observado que o HPV-16 é o mais prevalente e mostra percentuais maiores em
infeccdo maltipla na NIC 3 (42.1%), aparecendo também com percentuais altos em infec¢do
Unica (31.6%). No carcinoma invasor, o HPV-16 aparece em infeccdo Unica (35.7%) e
infeccdo multipla (28.6%).

O HPV-31 mostra os maiores percentuais de infeccdo multipla tanto em NIC 1
(46.2%) como em NIC 3 (36.8%) e cancer invasor (37.7%). Por outro lado, o HPV-18 s6
apareceu em infeccdo multipla e, embora ocupe a quarta posicdo de prevaléncia neste estudo,
esteve presente em 18.2% na NIC 2 e 15.8% na NIC 3. Finalmente, o HPV-33 é 0 menos
frequente nesta analise, mostrando-se apenas em infeccdo Unica, relacionada a NIC 2 (18.2%)
e, em infeccdo maltipla, relacionado com NIC 3 (10.5%).

Fatores de Risco

A associacdo entre os fatores de risco e a infecgdo por HPV, analisadas pelo célculo do
Odds Ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia de 5% esta
representada na Tabela 8. Apesar de ndo ter sido evidenciada associacdo estatisticamente
significante, o numero de parceiros sexuais foi o fator de maior risco relacionado com a

infeccdo pelo HPV, no grupo estudado.
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Tabela 8 - Associagéo de fatores de risco e infecgéo pelo HPV-AR

Variaveis Infeccdo por HPV  Total % OR(IC 95%) P
Idade
<30 28 33 84.85
>30 49 62 79.04 0.9(0.5-1.8) 1
Coitarca
"10-19 62 79 78.49
20-30 15 16 93.75 0.9(0.5-1.8) !
Numero de Parceiros
1 16 19 84.21
2 16 22 72.73 0.8(0.3-0.8) 0.39
>3 45 54 83.33
NUmero de gestacgdes
1-2 40 46 86.96
>3 37 49 7551 0.8(0.4-1.5) 0.77
Anticoncepcional hormonal
sim 21 24 87.50
ndo 56 71 78.87 0.94(04-18) !
tabagismo
sim 10 13 76.92
ndo 67 82 81.71 10(0.4-2.6) !

Uma analise de regresséo linear para os cofatores: idade, coitarca, nimero de parceiros

sexuais, tempo de atividade sexual (considerado como o intervalo de tempo em anos entre a

idade da primeira relacéo e a idade na ocasido do diagndstico), nimero de gestacdes, 0 uso de

anticoncepcional hormonal e o tabagismo mostrou significancia para determinados tipos de

HPV em relacdo a idade (p=0.01) para os tipos 16, 31 e 58; em relacdo ao tempo de atividade

sexual (p=0.01) e ao nimero de gestacOes para os tipos 16, 18, 31 e 58, conforme descrito na

Tabela 9.

Tabela 9 - Fatores de risco em relacdo ao tipo de HPV-AR

Variavel Tipo do HPV P
Idade 16, 31, 58 0.01
Cottarca NS
NUmero de parceiros sexuais NS
Tempo de atividade sexual ~ 16,18,31,58 0.01
NUmero de gestacdes 16,18,31,58 0.05
Anticoncepcional Hormonal NS
Tabagismo NS

NS-ndo significativo
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DISCUSSAO

O cancer cervical € precedido por uma longa fase de doenca pré-invasora denominada
de neoplasia intraepitelial cervical sendo, por isso, possivel de ser detectada e prevenida
(OSTOR, 1993).

A prevengdo do cancer do colo uterino através do diagnéstico e do tratamento das
lesbes precursoras, entendida com prevencdo secundaria, tem sido uma estratégia bem
sucedida em paises desenvolvidos (GUSTAFSSON et al. 2000).

No Brasil, dificuldades na execucdo dos programas de rastreio, através da citologia, e
no cumprimento do fluxograma preconizado pelo Ministério da Saude (INCA 2006), tem

resultado na manutencgdo da alta incidéncia do cancer cervical no pais.

Neste estudo, realizado em unidade de referéncia para colposcopia no municipio de
Recife, Pernambuco - Brasil, no periodo de janeiro a setembro de 2013, com mulheres
referenciadas por citologia de rastreio anormal, ocorreram 14 casos de cancer invasor
(13.5%).

O protocolo do Servico de Ginecologia da UFPE inclui uma segunda citologia de
confirmacdo na ocasido da colposcopia, tendo sido encontrada uma discordancia entre a
primeira e a segunda citologia de 29 casos (27.9%). Este alto percentual de discordancia pode
estar relacionado a baixa reprodutibilidade da citologia entre observadores, sobretudo para
graus mais baixos de anormalidades epiteliais como ASC-US e LIEBG (BIGRAS et al, 2013).

A baixa sensibilidade e reprodutibilidade do método em graus mais leves soma-se a
deficiéncia na coleta, na fixacdo e no transporte das amostras nas unidades de assisténcia
béasica de saude, nem sempre realizada por profissional bem treinado e experiente. O tempo de
intervalo entre os dois exames variou entre 1 e 13 meses, com média de 4.6 meses,
demonstrando retardo na rede de referéncia. O falso negativo da segunda citologia foi de

apenas um caso no qual a primeira foi de LIEAG e a biopsia de mostrou NIC 2.

O teste para deteccdo de HPV foi positivo em 21 destes casos em que a segunda

citologia foi negativa, mostrando a possibilidade de que em algum momento, tenha havido



56

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

descamacéo de células infectadas pelo virus e que estas mulheres deverdo ficar dentro de uma
programacao de vigilancia citoldgica.

Os resultados da histologia dos fragmentos de biopsia mostraram a distribuicdo das
lesbes por idade dentro do esperado, concordando com a maioria dos estudos (SILVA et al,
2006; MONSONEGO, 2010), ressaltando a prevaléncia de cancer invasor abaixo dos 50 anos,
semelhante a encontrada em estudo realizado no Rio Grande do Norte (FERNANDES et al,
2010).

O alto indice de testes HPV positivos (81.4%) encontrado concorda com os dados
esperados em clinica de colposcopia para onde foram encaminhadas mulheres com citologia
prévia anormal. Amplo estudo de meta-analise conduzido por Smith e colaboradores(2007)
refere positividade para HPV em 84.9% de mulheres com lesdo de alto grau Estudo de caso-
controle, realizado no mesmo local da presente pesquisa, demonstrou 82.1% de positividade
no grupo com NIC (SILVA et al., 2006).

A alta positividade alcancada pode ser consequéncia da técnica de PCR utilizada para
os testes. A Polimerase Chain Reaction — PCR, utilizando primers consenso MY9/MY11 que
visam a regido codificante L1 do virus pode franquear mais tipos virais. seguida pela PCR
com primers especificos, que visam a regido de E6/E7, que apresenta forte identidade de
sequéncia entre os HPV de alto risco, ndo sendo deletada em caso de integracdo do genoma
viral (MONSONEGO, 2010).

Foram observados testes negativos em 4 dos 12 casos de carcinoma epidermdide
invasor (33.3%). E possivel que nestes casos tenha ocorrido a presenca de outro tipo de HPV
ndo pesquisado no estudo e que a negatividade encontrada nos testes com o0s primers
degenerados MY9/MY 11 tenha sido consequente a integracdo ao genoma celular, estando a

regido codificante L1 indisponivel para o anelamento dos primers.

Em relacdo a técnica empregada na coleta das amostras para a deteccdo do HPV e
genotipagem, utilizando a mesma escova usada para o esfregaco citoldgico, que seria
descartada ap6s confeccdo da lamina, mostrou-se satisfatoria, uma vez que das 104 coletas
apenas 7 (6.7%) ndo apresentaram quantidade de DNA suficiente para PCR. Na maioria dos

paises onde € realizado o teste de HPV associado com a citologia se utiliza a citologia em
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meio liquido, supondo preservar melhor o material coletado. Este procedimento, no entanto,
reflete em aumento do custo financeiro, dificultando sobremaneira sua adogéo, principalmente

em paises em desenvolvimento.

Conforme a maioria dos estudos realizados em todo o mundo até o momento, oS
HPVs-AR mais frequentes, relacionados com cancer do colo, séo os tipos 16,18, 45, 31 e 33
(IARC, 2005; BOSCH, 2008). Ressaltando-se que HPV-16 como o tipo mais prevalente nas
em todas as regides geograficas exceto na Indonésia onde o HPV-18 ocupa a primeira posicao
(SILVA et al, 2006).

No Brasil, 0 HPV-16 tambem é o mais predominante em todas as regides. Em relacao
aos outros tipos como o HPV-18, HPV-31 e HPV-33, observam-se variagdes regionais. O
HPV-18 é o segundo tipo mais prevalente na maioria das regides exceto no Centro-Oeste e no
Nordeste. No Centro- Oeste 0 HPV-33 ocupa a segunda posi¢do entre mulheres adultas
(RIBEIRO et al, 2011). Figueiredo Alves e colaboradores, em estudo realizado na cidade de

Goiania em 2013, com adolescentes, mostrou o HPV-51 como segundo tipo.

No Nordeste, mais precisamente no estado de Pernambuco, estudos tém mostrado o
HPV-31 como o segundo em prevaléncia (LORENZATO et al, 2000; SILVA et al, 2006;
BALDEZ da SILVA, 2009). Por outro lado, pesquisa desenvolvida no estado do Rio Grande
do Norte, indica que o HPV-18 é o segundo lugar (FERNANDES et al, 2010). Desta forma, o
presente estudo corrobora com os achados, mostrando a prevaléncia dos tipos de HPV-AR na
seguinte ordem decrescente: HPV-16, HPV-31, HPV-58, HPV-18 e HPV-33.

Ao relacionar 0s genotipos pesquisados aos graus de severidade da lesdo, foi
observado que o HPV-16 foi o mais prevalente (65.6%) nas lesdes de alto grau, quando
associado aos resultados da citologia bem como, quando relacionado aos resultados
histolégicos de NIC 3 (73.7%) e de cancer invasor (64.3%). Esses achados concordam com
outro estudo realizado em clinica de colposcopia, na cidade de Atlanta - Estados Unidos,
cujos dados revelam HPV-16 em 59.0% de NIC 3+ (GARGANO et al, 2011) e com pesquisa
desenvolvida na Costa Rica, que encontrou 80.0% de NIC 3+ associada ao HPV-16 entre
mulheres de 18 a 26 anos (PORRAS et al., 2009).
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Neste estudo, o segundo tipo mais prevalente foi o HPV-31 que apresentou
prevaléncia igual ao HPV-16 para lesdes de baixo e alto graus.

Na analise da presenca de um Unico gendtipo ou mais de um, encontrou-se maior
prevaléncia das infeccBes multiplas representando um total de 52.0%. As infec¢des Unicas,

discretamente menos frequentes, aparecem em 48.0%.

O HPV-16 foi mais prevalente em infeccdo Unica (63.2%), considerando todas as
amostras positivas. Por outro lado, quando analisado em relacdo ao grau histolégico da leséo,
houve maior frequéncia de infeccdo multipla em NIC 3 (42.10%) e em infeccdo Unica no
carcinoma invasor (37.7%). Estes resultados sdo semelhantes aos de Silva e colaboradores
(2006), que em estudo de caso-controle encontraram o HPV-16 em 46.9% das amostras do

grupo com leséo.

O segundo gendtipo mais encontrado em relagédo ao total de testes positivos, 0 HPV-
31, mostrou maior prevaléncia em infeccdo maltipla: 46.2% em NIC 1; 36.8% em NIC 3 e

37.7 % no cancer invasor.

A baixa prevaléncia do HPV-31 como unico genotipo em achados histologicos
benignos (6.3%) e em NIC 1 (15.4%), ausente em infeccdo Unica em NIC 2, NIC 3 e cancer
invasor, sugere que sua importancia maior estd na associacdo com outros genotipos,

particularmente com o HPV-16.

Ao considerar a combinacdo HPV-16/31 presente em 48.8% das infectadas, ha
concordancia ou semelhanca ao estudo de Baldez da Silva e colaboradores (2009),
desenvolvido na cidade do Recife. Os achados em ambos os estudos revelaram que a
severidade da lesdo aumenta quando existe associacdo do primeiro mais prevalente, o HPV-

16, com o segundo mais prevalente 0 HPV-31.

Na analise dos fatores de risco, o nimero de parceiros sexuais, apesar de ndo ter
mostrado associacdo estatisticamente significante, demonstra forte tendéncia com a infeccao
pelo HPV. Fato que vai ao encontro da maioria dos estudos referentes a este tema
(FIGUEIREDO ALVES, 2013).
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O tabagismo ndo foi significativo nesta pesquisa, diferente de outros estudos
brasileiros (NAUD et al., 2006; CAMPANER et al, 2007). Provavelmente, o reduzido nimero
de fumantes entre as participantes (14.4%) podera ser o motivo desta ndo associacao.

Quando analisados os fatores de risco mais relevantes para a aquisicao e persisténcia
da infeccdo como idade, coitarca, nimero de parceiros, nimero de gestacfes, uso de
anticoncepcional hormonal e tabagismo, acrescentado o tempo de atividade sexual,
relacionando com cada tipo de HPV, a idade, o tempo de atividade sexual e o nimero de
gestacOes foram significativos para quase todos os tipos de HPV, exceto para o0 HPV-33. A
idade foi um dos fatores de risco destacado no estudo de Gargano e colaboradores (2011)

realizado em mulheres referenciadas para a colposcopia.

CONCLUSOES

A prevaléncia dos genotipos de HPV de alto risco oncogénico pesquisados mostrou a
seguinte ordem decrescente: HPV-16, HPV-32,HPV-58,HPV-18 e HPV-33.

O HPV-16 foi o tipo mais prevalente, estando particularmente envolvido com NIC 3 e
cancer invasor em infeccdo Unica ou multipla. O HPV-31 foi o segundo em prevaléncia,

estando em percentuais importantes associado ao HPV-16 em NIC 3 e cancer invasor.

O quarto lugar em incidéncia foi do HPV-18, ndo sendo encontrado em nenhum caso

de infeccéo Unica.

Os cofatores relacionados a les6es cervicais podem estar envolvidos com a aquisicéao e

a persisténcia da infeccdo em riscos diferenciados para os diversos tipos oncogénicos de HPV.
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6 CONSIDERACOES FINAIS




61

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

6 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo realizado em clinica de colposcopia mostrou a presenca de tipos de HPV
oncogénicos em mulheres com lesdes intraepiteliais de baixo e alto grau e cancer invasor que
em sua grande maioria estavam em idade abaixo de 40 anos sinalizando para a necessidade de
serem mantidos e implementados os programas de prevencdo secundaria com citologia,
colposcopia e histologia, se possivel associado ao teste de HPV ajustado os tipos mais
prevalentes na regido, mesmo apds a adocdo da vacina quadrivalente proposta para o Brasil
em 2014,

Apesar dos avancgos das pesquisas, ainda é dificil para o clinico, diante de uma mulher
com les&o cervical, prever a evolugdo da doenca para graus mais avancados. Ha necessidade
da introducdo na préatica medica de marcadores de prognoéstico suplementares. Desta forma,
propomos a complementacdo do estudo através da utilizacdo de tecnicas de
Imunohistoquimica nos blocos de parafina das biopsias, para deteccdo de biomarcadores
como a expressdo das proteinas virais E6 e E7 e da proteina pl6INK4, indicadora de
desregulacdo do ciclo celular, sinalizando alteracdes que poderdo proporcionar melhoras no

manejo das mulheres portadoras de lesdes cervicais precursoras de cancer.



62

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

REFERENCIAS




63

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

REFERENCIAS

BALDEZ da SILVA et al. HPV 31 and HPV 33 incidence in cervical samples from women in
Recife, Brazil. Genetics and Molecular Research .V.8, p. 1437-1443, 2009.

BIGRAS et al. Interobserver concordance in the assessment of features used for the diagnosis
of cervical atypical squamous cells and squamous intraepithelial lesions (ASC-US, ASC-H,
LSIL and HSIL). Cytopathology, V.24 (1), p. 44-51, 2013.

BORNSTEIN, J. et al. Colposcopic Terminology of the International Federation for Cervical
Pathology and Colposcopy. Obstetrics & Gynecology, v. 120, p. 166-172, 2011.

BOSCH, F. X. et al. The causal relation between human papillomavirus and cervical cancer.
Journal of Clinical Pathology, v. 55, n. 4, p. 244-65, 2002.

BOSCH, F. X. et al. Epidemiology and Natural History of Human Papillomavirus Infections
and Type-Specific Implications in Cervical Neoplasia, Vaccine. v. 265, p. k1- k16, 2008.

BOSHART, M. et al. A new type of papillomavirus DNA, its presence in genital cancer
biopsies and in cell lines derived from cervical cancer, The EMBO Journal, v. 3, n. 5, p. 1151-
1157, 1984,

BOUSARGHIN, L. et al. Use Different Endocytosis Pathways To Enter Cells Human
Papillomavirus Types 16 , 31 and 58 Journal of Virology, v. 77, p. 3846-3850, 2003.

BRAGANCA, J. F. Comportamento sexual e idade como fatores de risco para lesdes intra-
epiteliais e invasoras do colo do utero. Rev Ciénc Med Campinas, v. 13, n. 1, p. 13-21, 2004.

BRASILEIRO FILHO, G. Disturbios do crescimento e diferenciacdo celulares. In:
(Ed) Bogliolo Patologia Geral, Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2009, p 226-281.

CAMPANER, A. B. et al. Importancia do tabagismo na carcinogenese do colo uterino.
Femina, v. 35, n 11, p. 713-717, 2007.

CARVALHO, M. G. D.. Valor preditivo da avaliacdo do DNA e da expressdo dos genes
E6/E7 do Papilomavirus humano na evolucdo da neoplasia intraepitelial cervical de grau 2.
Tese (Doutorado) Universidade Estadual de Campinas, 2010.

DE VILLIERS, E.-M. et al. Classification of papillomaviruses, Virology, v. 324, n. 1, p.17-27,
2004.

DOORBAR, J. The papillomavirus life cycle. Journal of Clinical Virology, v. 32 n 1, p. S7-
15, 2005.

DOORBAR, J. Molecular biology of human papillomavirus infection and cervical cancer.
Clinical Science, v. 110, n. 5, p. 525-41, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Interobserver+concordance+in+the+assessment+of+features+used+for+the+diagnosis+of+cervical+atypical+squamous+cells+and+squamous+intraepithelial+lesions+(ASC-US%2C+ASC-H%2C+LSIL+and+HSIL)
http://journals.lww.com/greenjournal/toc/2012/07000

64

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

DOORBAR, J. et al. The biology and life-cycle of human papillomaviruses, Vaccine, v. 30 n.
5, p. F55-70, 2012.

DUARTE-FRANCO, E.; FRANCO, E. L. Cancer of the Uterine Cervix. BMC women's
health, v. 4, n.1, p. S13, 2004.

DURST, M. et al. A papillomavirus DNA from a cervical carcinoma and its prevalence in
cancer biopsy samples from different geographic regions. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, v. 80, n. 12, p. 3812-5, 1983.

FERNANDES, J. V. et al. Prevalence of human papillomavirus in archival samples obtained
from patients with cervical pre-malignant and malignant lesions from Northeast Brazil. BMC
research notes, v. 3, n. 1, p. 96, 2010.

FIGUEIREDO ALVES et al.Prevalence ,genotype profile and risk factors for multiple human
papillomavirus cervical infection in inimmunized female adolescents in Goiania ,Brazil:
community-based study.BMC Public Health,n.13, p.1041,2013.

FRANCO, E. L. et al. Epidemiology of acquisition and clearance of cervical human
papillomavirus infection in women from a high-risk area for cervical cancer. The Journal of
Infectious Diseases, v. 180, n. 5, p. 1415-23, 1999.

GARCIA-ESPINOSA, B. et al. Genotype distribution of cervical human papillomavirus DNA
in women with cervical lesions in Bioko, Equatorial Guinea. Diagnostic Pathology, v. 4, p.
31, 2009.

GARGANO et al. Age-Group Differences in Human Papillomavirus Types and Cofactors for
Cervical Intraepithelial Neoplasia 3 among Women Referred to Colpscopy. Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev ,V.21,p.111-121,2011.

GUSTAFSSON et al. International incidence rates of invasive cervical cancer after
introduction of cytological screening. Cancer Causes Control, V. 8, p.755-763, 1997

HERFS, M. et al. A discrete population of squamous columnar junction cells implicated in the
pathogenesis of cervical cancer. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, v. 109, n. 26, p. 10516-21, 2012.

IARC. International Agency for Research on Cancer, Human Papillomaviruses, Monographs
on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, Lyon. v.90, 1995.

INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (Brasil) Coordenacdo de Prevencdo e Vigilancia
(2006). Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais e Condutas Preconizadas:
RecomendacGes para profissionais de salde. 2 ed —Rio de Janeiro: INCA 2006.



65

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (Brasil) Estimativa 2014 Incidencia de Cancer no
Brasil.Rio de Janeiro:INCA,2013 disponivel em http://wwwz2.inca.gov.br/estimativa cancer
2014

INSTITUTO NACIONAL DO CANCER (Brasil) site /home/noticias 2013 ministério da
salde  anuncia  vacina contra  hpv  calendario  nacional,disponivel  em
http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/agencianoticias/site/home/noticias/2014/vacina_h
pv_10_marco

JEON, S. ; LAMBERT, P. F. Integration of human papillomavirus type 16 DNA into the
human genome leads to increased stability of E6 and E7 mRNAs: Implications for cervical
carcinogenesis. Proc.Natl.Acad.Sci. USA 1995, v. 92, n. February, p. 1654-1658, 1995.

KLAES, R. ; FRIEDRICH, T. Overexpression of pl6INK4a as a specific marker for
dysplastic and neoplastic epithelial cells of the cervix uterine.Journal of Cancer, v. 284, n.
July 2000, p. 276-284, 2001.

LORENZATO, F.et al. The use of human papillomavirus typing in detection of cervical
neoplasia in Recife (Brazil). International Journal of Gynecological Cancer, v. 10, n. 2, p.
143-150, 2000

MEISEL, A.; FORTIN, R. ; ROY, M. Condylomatous lesion of the cervix and vagina. I.
Cytological patterns. Acta Cytol, p. 505-509, 1976.

MONSONEGO, J. et al. Cervical cancer control, priorities and new directions.. Journal
International du Cancer, v. 108, n. 3, p. 329-33, 2004.

MONSONEGO J. Infections a papillomavirus, etat des connaissances, pratiques et
prevention vaccinale. Paris ,Springer, 2006

MONSONEGO,J .Epidemiologia e historia natural.In Infeccdes e Doencas Genitais
causadas pelo HPV:Diagnostico e Tratamento,Rio de Janeiro: Revinter, 2010. p11-30

MOUGIN, C.: NICOLIER, M. ; DECRION-BARTHOD, A.-Z. HPV et cancers : mécanismes
de 'oncogeneése. Revue Francophone des Laboratoires, v. 2008, n. 405, p. 35-42, 2008.

MUNGER, K. et al. The E6 and E7 genes of the human papillomavirus type 16 together are
necessary and sufficient for transformation of primary human keratinocytes. Journal of
Virology, v. 63, n. 10, p. 4417-21, 1989.

MUNGER, K. et al. Mechanisms of Human Papillomavirus-Induced Oncogenesis. Journal of
Virology, v. 78, n. 21, p. 11451-11460, 2004.

MUNOZ, N. et al. Epidemiologic classification of human papillomavirus types associated
with cervical cancer. The New England Journal of Medicine, v. 348, n. 6, p. 518-27, 2003.


http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/agencianoticias/site/home/noticias/2014/vacina_hpv_10_marco
http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/agencianoticias/site/home/noticias/2014/vacina_hpv_10_marco

66

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

MUNOZ, N. et al. Incidence, duration, and determinants of cervical human papillomavirus
infection in a cohort of Colombian women with normal cytological results. The Journal of
infectious diseases, v. 190, n. 12, p. 2077-87, 2004.

MURNOZ, N. et al. Chapter 1: HPV in the etiology of human cancer. Vaccine, v. 24 n.3, p.
S3/1-10, 2006

NAUD, P. et al. Factors predicting intermediate endpoints of cervical cancer and exposure to
human papillomavirus (HPV) infections in young women screened as potential targets for
prophylactic HPV vaccination in south of Brazil. European journal of obstetrics, gynecology,
and reproductive biology, v. 124, n. 1, p. 110-118, 2006.

NOBBENHUIS et al.Relation of human papillomastatus to cervical lesions and consequences
for cervical cancer screening: a prospective study.Lancet ,v.354,p.20-25,1999.

OSTOR, A. G. Natural history of cervical intraepithelial neoplasia: a critical review.
International Journal of Gynecological Pathology,v 12, n 2, p.186-192 , 1993

PARKIN,DM; BRAY ,F. The burden of HPV-related cancers. Vaccine, v.24, p. 11-25, 2006.

PORRAS et al.Human Papillomavirus Types Age in Cervical
CancerPrecursors:Predominance of Human Papllomavirus 16 in young women.Cancer
Epidemiol.Biomarkers Prev. n.18,p.863-865,2009

PRETET , J. L. Biologia:O essencial para o clinico.In.MONSONEGO. Infecgoes e Doencas
Genitais causadas por HPV:Diagnostico e Tratamento,Rio de Janeiro: Revinter,2010.p 3-9.

RIBEIRO, A. Association Between HPV Types and Species Groups and Cervical Neoplasia
From a High-risk Area for Cervical Cancer, Goiania, Brazil. International Journal of
Gynecological Pathology, v. 30, n. 3, p. 288-294, 2011.

RICHART ,R.M. Cervical intraepithelial neoplasia. Pathology annual, v.8, p.301-3028,1973.

RODRIGUEZ, A. C. et al. Longitudinal study of human papillomavirus persistence and
cervical intraepithelial neoplasia grade 2/3: critical role of duration of infection. Journal of the
National Cancer Institute, v. 102, n. 5, p. 315-24, 2010.

ROUSSEAU, M.; FRANCO, E. L.; VILLA, L. L. A Cumulative Case-Control Study of Risk
Factor Profiles for Oncogenic and Nononcogenic Cervical Human Papillomavirus Infections.
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, v. 9, p. 469-476, 2000.

SCHIFFMAN, M. ; KJAER, S. K. Natural History of Anogenital Human Papillomavirus
Infection and Neoplasia.JNCI Monographs, v. 20852, n. 31,p.14-19, 2003.

SCHLECHT, N. ; KULAGA, S. Persistent human papillomavirus infection as a predictor of
cervical intraepithelial neoplasia. JAMA: The Journal of the American Medical Association, v.
286, n. 24, p. 3106-3114, 2001.



67

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

SILVA, T. T. et al.. Identificacdo de tipos de papilomavirus e de outros fatores de risco para
neoplasia intra-epitelial cervical. Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia , v. 28, n.
81, p. 285-291, 2006.

SILVA, AM.T.C.; AMARAL, M.V.T.; CRUZ, A.D. HPV e Cancer: O papel do papiloma
virus humano na carcinogénese. Biotecnol Ciénc Desenvol, v.29, p.48-54. 2003

SMITH, J. S. et al. Human papillomavirus type distribution in invasive cervical cancer and
high-grade cervical lesions: a meta-analysis update. International journal of cancer, v. 121, n.
3, p. 621-32, 2007.

STANLEY M; LOWY D; FRASER 1. Prophylatic Vaccines:Underlying mechamisms.
Vaccine, v.106, s. 3,p.113,2006.

STANLEY M; LOWY D; FRASER I.Immunobiology of Human Papillomavirus Infections
and Vaccination Implications for Second Generation Vaccines.Vaccine,v.26, s.10, 2008.

TERMINI, L.; VILLA, L. L. Biomarcadores na Triagem do Céancer do Colo Uterino. Jornal
Brasileiro de Doengas Sexualmente Transmissiveis, v. 20, n. 2, p. 125-131, 2008.

TOTA et al. Epidemiology and burden of HPV infection and related diseases: implications for
prevention strategies. Prev Me,. V.53,p.12-21,2011.

VILLA LL.et al.,Prophylatic quadrivalente human papillomavirus (types 6, 11, 16, and 18) L1
virus-like particle vaccine in young women: a randomized double-mind placebo-controlled
multicentric phase 1l efficacy trial. Lancet Oncol. n 6,p271-278,2005.

WALBOOMERS, J.M. et al. Human papillomavirus is a necessary cause of invasive cervical
cancer worldwide. J Pathol, v. 189, p.9 — 12, 1999.

WORLD HEALTH ORGANIZATION,Internacional Agency for Research on
Cancer.Globocan. 2008. Lyon, 2008. Disponivel em :http://glem obocan.iarc.fr. Acesso em11
abril 2012.

ZUR HAUSEN, H. Papillomaviruses and cancer: from basic studies to clinical application.
Nature reviews. Cancer, v. 2, n. 5, p. 342-50, 2002.

ZUR HAUSEN, H. Papillomavirus infection: a major cause of human cancers. Biochimica et
Biophysica Acta. v 1288,1996.



68

GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

APENDICES




GUIMARAES, ML ANALISE DA INFECCAO PELO PAPILOMAVIRUS HUMANO EM MULHERES COM
NEOPLASIA CERVICAL INTRAEPITELIAL OU INVASORA REFERENCIADAS PARA COLPOSCOPIA

APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa - CEP/CCS/UFPE, em: 18 /12/ 20132. CAEE n° 09307612.8.0000.5208

Vocé que veio a este ambulatério para fazer os exames de prevengdo do cancer do colo do Utero, esta sendo convidada a
participar voluntariamente de uma pesquisa para uma dissertacdo de mestrado em Patologia desta Universidade, com o
titulo: “EXPRESSAO DAS ONCOPROTEINAS VIRAIS E6 e E7 e DE p 16, EM PORTADORAS DE NEOPLASIAS
INTRAEPITELIAIS E INVASORAS DO COLO DO UTERQ?”, isto significa dizer que nés queremos ver como este tipo de
proteina pode aparecer em mulheres portadoras de doencas no colo de Utero. Este estudo é de responsabilidade e esta sendo
desenvolvido pela pesquisadora: Mariléa de Lima Guimardes — CRM 4762-PE. Ambulatério de Patologia Cervical e
Colposcopia do Hospital das Clinicas da UFPE, Avenida Professor de Morais Rego, s/n. Cidade Universitaria. Recife-
PE CEP: 50.670-420. Fone: (81) 2126-3512. Celular (ligagdes a cobrar) (81) 9113-1398. e-mail:
marileaguimaraes@hotmail.com.

INFORMAQOES SOBRE A PESQUISA
OBJETIVOS: Detectar a presenca e verificar os tipos de Papilomavirus Humano, conhecido por vocé como virus HPV, no
material coletado do colo do Utero e avaliar a expressao da atividade destes virus chamados HPV.
PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Voce fara seu exame ginecoldgico de prevencgdo (o preventivo que toda mulher faz por
solicitacdo do seu médico ginecologista) que consiste em tirar material para analisar na lamina (citologia oncética), examinar
o colo do Utero através de uma lente de aumento (colposcopia) e, se necessario, sera tirado um pedacinho de uma camada
externa do Utero para examinar no laboratério (biopsia). Durante este exame, a médica vai coletar o seu material em duas
laminas, sendo uma para a citologia de rotina e outra para saber se vocé tem o virus HPV. Além disso, vocé sera
encaminhada para o laboratério onde fara coleta de sangue para o teste de AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida).
RISCOS E DESCONFORTOS: Pequenos riscos e desconfortos ndo podem ser evitados no exame de prevengdo, assim,
vocé podera sentir discreto ardor pelo uso de acido acético a 3% e iodo na colposcopia. Na ocasido da biopsia podera haver
sensacdo de colica menstrual que rapidamente desaparece. Além disto, podera haver algum desconforto emocional por ser
solicitado um teste de AIDS, o que também faz parte do cuidado as pacientes com problemas no colo do Utero.
BENEFICIOS: Se for encontrada a presenca desse virus do HPV, vocé seré tera seu tratamento e acompanhamento mais
direcionado ao tipo de virus encontrado.
CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Os resultados dos seus exames serdo mantidos em segredo, ndo sendo
revelados a ninguém. Como este é um estudo de pesquisa, os dados obtidos poderdo ser publicados ou divulgados, mas de
forma alguma serd revelada a sua identidade. Todos os dados referentes a presente pesquisa serdo armazenados no
ambulatorio de Colposcopia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, em arquivo proprio, com
acesso restrito, sob responsabilidade da pesquisadora, durante o periodo de cinco anos.

Mariléa de Lima Guimaraes — CRM 4762

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/ CPF/ , abaixo assinado, concordo em
participar do estudo como voluntaria. Fui devidamente informada e esclarecida pela pesquisadora sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me
garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgéo
de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Assinatura do participante Local e Data
Presenciei a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e 0 aceite do sujeito em participar.

Nome Assinatura

Nome Assinatura



mailto:marileaguimaraes@hotmail.com
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APENDICE B

PROTOCOLO DE COLETA

Identificacdo

Caso n° Prontuario:
Nome: Idade: anos
Tabagismo: () néo (' )sim
() leve <10 cigarros / dia () moderado = 10 e 20 cigarros /dia
() intenso > 20 cigarros/ dia (' ) ndo se aplica
Anticoncepcional hormonal: ( )nao ()sim

Antecedentes ginecoldgicos

Idade da menarca: anos Idade da coitarca: anos
NUmero de gestacdes: nGmero de partos:
NUmero de parceiros: 1 2 3 ou mais

Exame colposcépico

Achados anormais grau 1: ( )ndo ( )sim
Achados anormais grau 2: ( )ndo ( )sim
Suspeita de invasao: ( )ndo ( )sim

Exame citologico

Citologia que motivou o encaminhamento: ne

Citologia do dia da colposcopia: ne

Exame histopatoldgico

Diagndstico: n° da lamina:

Genotipagem do HPV

Tipo viral: n° no lab: .
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ANEXO A

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

PERNAMBUCO CENTRO DE Wn&

CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressdo das oncoproteinas virais E6 e E7 e de p16 em portadoras de neoplasias

intraepiteliais e invasora do colo do utero
Pesquisador: Marilea de Lima Guimaraes
Area Tematica:
Versao: 2
CAAE: 09307612.8.0000.5208
Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 177.196
Data da Relatoria: 21/12/2012

Apresentagao do Projeto:
Indicado no parecer inicial.

Objetivo da Pesquisa:
Indicado no parecer inicial.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Indicado no parecer inicial.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Indicado no parecer inicial.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Indicado no parecer inicial.

Recomendagoes:

Anexar ao projeto o documento comprobatério do CNPq, confirmando a informag¢~~ao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

Enderecgo: Av. da Engenharia s/n° - 1° andar, sala 4, Prédio do CCS

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.740-600

UF: PE Municipio: RECIFE

Telefone: (81)2126-8588 Fax: (81)2126-8588 E-mail: cepccs@ufpe.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PERNAMBUCO CENTRO DE W‘m
CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Colegiado aprova o parecer do protocolo em questdo e o pesquisador esta autorizado para iniciar a coleta
de dados.

Projeto foi avaliado e sua APROVACAOQ definitiva sera dada, por meio de oficio impresso, apos a entrega

do relatério final ao Comité de Etica em Pesquisa/UFPE.

RECIFE, 18 de Dezembro de 2012

Assinador por:
GERALDO BOSCO LINDOSO COUTO
(Coordenador)



