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RESUMO

O céncer do colo do utero € um dos mais frequentes tumores na populagéo feminina
e € causado pela infeccdo persistente por alguns tipos do papilomavirus humano
(HPV). As taxas de morbimortalidade por cancer de colo de utero sao altas em paises
em desenvolvimento, principalmente pelo fato de ser uma patologia de facil
disseminagao por via sexual e por ter uma evolugao relativamente lenta comparado a
outros tipos de cénceres. Diante da escassez de estudos nessa regido, o presente
trabalho teve como objetivo primario descrever a distribuicdo dos gendtipos de
papilomavirus humano em amostras de mulheres procedentes do estado do Piaui e
secundariamente descrever a frequéncia de infecgbes por multiplos gendtipos e
avaliar a associagcdo entre gendtipos de HPV, faixa etaria e resultados cito-
histopatolégicos. Foram analisadas mulheres do Piaui, no periodo de 2015 a 2016,
diagnosticadas com lesdes intraepitelialiais de baixo grau (LSIL), alto grau (HSIL),
carcinoma invasivo ou Adenocarcinoma. Em relacdo idade, a faixa com maior
percentual, foram as de 41 a 50 anos (41,4%), seguido das com 21 a 40 anos (39,1%)
e as mais de 60 anos (19,5%) das participantes. 66,4% sao oriundas do interior do
Estado e 33,6% sao da capital. Os exames histopatolégicos demonstraram NIC |
(neoplasia intraepitelial cervical) em 14,1%, e NIC I/l em 35,2%, enquanto o
carcinoma escamoso atingiu 30,5%, e a menos prevalente foi adeno (3,9%). Na
genotipagem detectamos que entre estes as maiores prevaléncias de HPV foram:
HPV33 (68,3%), HVP16 (45,8%), HPV11 (9,2%), HPV11 (5,0%) e os percentuais dos
outros 9 HPV’s variaram de 0,8% a 3,3%. Concluimos que o HPV-33 ¢é o tipo mais
prevalente no Piaui e o HPV-16 o segundo, diferentemente de varias regides do pais.
Este foi o primeiro estudo que realizou a detecg¢ao e genotipagem de HPV circulantes
na populagcdo feminina do estado do Piaui.O conhecimento da distribuicao de
genotipos de HPV pode orientar na introdugdo de vacinas profildticas e na

determinacao da epidemiologia local de gendétipos circulantes do HPV de alto risco.

Palavras-chave:HPV;Genotipagem; Cancer cervical.



ABSTRACT

Cervical cancer is one of the most common tumors in the female population and is
caused by persistent infection with some types of human papillomavirus (HPV).
Morbidity and mortality rates from cervical cancer are high in developing countries,
mainly because it is a pathology that is easily spread sexually and has a relatively slow
progression compared to other types of cancer. Given the scarcity of studies in this
region, the present work had as its primary objective to describe the distribution of
human papillomavirus genotypes in samples of women from the state of Piaui and
secondarily to describe the frequency of infections by multiple genotypes and evaluate
the association between HPV genotypes, age group and cytohistopathological results.
Women from Piaui were found to have low-grade intraepithelial lesions (LSIL), high-
grade intraepithelial lesions (HSIL), invasive carcinoma or adenocarcinoma from 2015
to 2016. In terms of age, the group with the highest percentage was 41 to 50 years old
(41.4%), followed by 21 to 40 years old (39.1%) and over 60 years old (19.5%) of the
participants. 66.4% come from the interior of the State and 33.6% come from the
capital. Histopathological examinations demonstrated CIN | (cervical intraepithelial
neoplasia) in 14.1%, and CIN II/lll in 35.2%, while squamous carcinoma reached
30.5%, and was less prevalent was adeno (3.9%). In genotyping, we detected that
among these the highest prevalences of HPV were: HPV33 (68.3%), HVP16 (45.8%),
HPV11 (9.2%), HPV11 (5.0%) and the percentages of the other 9 HPV variation ranged
from 0.8% to 3.3%. We concluded that HPV-33 is the most prevalent type in Piaui and
HPV-16 the second, differently in several regions of the country. This was the first study
that carried out the detection and genotyping of circulating HPV in the female
population of the state of Piaui. Knowledge of the distribution of HPV genotypes can
guide the introduction of prophylactic vaccines and the determination of the local

epidemiology of circulating high-risk HPV genotypes.

Keywords: HPV; Genotyping; Cervical cancer.
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1 INTRODUGAO

O céncer é o principal problema de saude publica no mundo e ja esta entre as
quatro principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria
dos paises. A incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo, em
parte pelo envelhecimento, pelo crescimento populacional, como também pela
mudanga na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de risco de cancer,
especialmente aos associados ao desenvolvimento socioecondmico. Verifica-se uma
transicao dos principais tipos de cancer observados nos paises em desenvolvimento,
com um declinio dos tipos de cancer associados a infecgdes e 0 aumento daqueles
associados a melhoria das condigcdes socioecondmicas com a incorporagao de
habitos e atitudes associados a urbanizagao (sedentarismo, alimentagdo inadequada,
entre outros) (BRAY et al., 2018).

Mais de 15% dos canceres humanos podem ser atribuidos a agentes
infecciosos, e quase um terco destes sdo devidos a infec¢gao por HPVs. Os HPVs
estdo altamente associados ao desenvolvimento do cancer do colo do utero, assim
como dos canceres vaginal, vulvar, anal, retal, peniano e orofaringeo (VIENSet
al.,2016; IARC,2012).

O céncer do colo do utero é um dos mais frequentes tumores na populagao
feminina e € causado pela infecgao persistente por alguns tipos do papilomavirus
humano (HPV). A infeccdo genital por esse virus € muito frequente e ndo causa
doenca na maioria das vezes. Entretanto, em alguns casos, ocorrem alteragdes
celulares que podem evoluir para o cancer. Essas alteracbes sédo descobertas
facilmente no exame preventivo (conhecido também como Papanicolaou) e séo
curaveis na quase totalidade dos casos (INCA, 2020).

Outros fatores que aumentam o risco de desenvolver esse tipo de cancer sio:
inicio precoce da atividade sexual e multiplos parceiros; tabagismo (a doencga esta
diretamente relacionada a quantidade de cigarros fumados); e uso prolongado de
pilulas anticoncepcionais (INCA, 2020).

As taxas de morbimortalidade por cancer de colo de utero sédo altas em paises
em desenvolvimento, principalmente pelo fato de ser uma patologia de facil
disseminacgao por via sexual e por ter uma evolucao relativamente lenta comparado a
outros tipos de canceres. No que diz respeito aos cofatores associados a

carcinogénese cervical, o principal fator relacionado com o surgimento e a progressao
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das lesdes cervicais € o HPV. O HPV é transmitido principalmente por via sexual
através do contato direto com a pele ou mucosa infectada. No entanto, embora estas
lesbes possam ser assintomaticas e transitorias, algumas mulheres desenvolvem
infecgdes persistentes e que possivelmente resultardo em lesdes precursoras do
cancer do colo do utero. (FREITAS et al., 2012).

E amplamente aceito que o principal fator etiolégico para cancer de colo do
utero e lesbes pré-cancerosas sao infecgdes persistentes causadas pelo virus do
papiloma humano (HPV) (ZUR HAUSEN, 1996). Estimativas mundiais indicam que
aproximadamente 20% de individuos normais estdo infectados pelo Papilomavirus
humano (HPV), e a cada ano surgem em torno de 500.000 casos novos de cancer de
colo uterino, dos quais cerca de 70% ocorrem em paises subdesenvolvidos. Além
disso, acredita-se que nessas regides ocorram de 10 a 20 vezes mais lesdes
precursoras deste tipo tumoral, o que significa um numero elevado de individuos
acometidos por essa doenca (TERMINI et al., 2008).

A infecgdo pelo HPV é condic&o necessaria para o desenvolvimento do cancer
cervical e ja esta bem estabelecido que os gendtipos de alto risco, ou seja, HPVs de
alto risco oncogénico, estdo intimamente associados a cerca de 95% dos casos de
carcinoma escamoso do colo do utero (CHATURVEDI, 2011). Entretanto, a presenca
isolada do HPV nado assegura a carcinogénese cervical (MATSUMOTO &
YOSHIKAWA, 2013). E necessaria a infecgdo e persisténcia associada aos cofatores,
0s quais atuam em consonancia com 0s mecanismos virais, a fim de estabelecer a
iniciacao e progressao da neoplasia do colo uterino (GREEN et al., 2007; APPLEBY
et al., 2009).

Apesar da importancia, ndo existem estudos de caracterizacido do DNA do HPV
em lesdes cervicais na populacdo do Piaui. Portanto, esse estudo realizou a
caracterizagao do perfil histopatologico e genético dos HPVs em mulheres com lesbes
intra-epiteliais ou invasivas que realizaram exame citolégico, colposcopico e
histopatoldgico na clinica ginecoldgica do Hospital Sdo Marcos (HSM), em Teresina,
Piaui. Dessa forma, possibilitando uma melhor compreensao do papel do HPV no
desenvolvimento dessa neoplasia, levando a implantagao de medidas que minimizem
o0 impacto da doenga e possibilitem o desenvolvimento de novas estratégias de

tratamento e ou prevencgao do cancer de colo do utero.



2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 EPIDEMIOLOGIA
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O cancer cervical é o cancer mais comumente diagnosticado em 23 paises e é

a principal causa de morte por cancer em 36 paises, com a grande maioria destes

paises encontrados na Africa Subsaariana, Melanésia, América do Sul e Sudeste

Asiatico. A maior incidéncia regional e mortalidade estdo na Africa Subsaariana, com

taxas elevadas na Africa Oriental (Malawi tem a maior incidéncia e taxa de mortalidade

do mundo), Africa Austral e Africa Central. As taxas de incidéncia sdo 7 a 10 vezes

menores na América do Norte, Australia / Nova Zelandia e Asia Ocidental (Arabia

Saudita e Iraque), com taxas de mortalidade variando até 18 vezes. Os altos indices

de incidéncia e mortalidade pelo cancer cervical nos paises em desenvolvimento sdo

mais evidentes, quando comparados com a realidade apresentada nos paises

desenvolvidos (Figura 1) (SUNG, 2020).

Figura 1 — indices de incidéncia e mortalidade pelo cancer cervical.
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Fonte: Adaptado de SUNG, 2021.
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O numero de casos novos de cancer do colo do utero esperados para o Brasil,
para cada ano do triénio 2020-2022, sera de 16.590, com um risco estimado de 15,43
casos a cada 100 mil mulheres (Figura 2). Sem considerar os tumores de pele n&o
melanoma, o cancer do colo do utero € o segundo mais incidente nas Regides Norte
(21,20/100 mil), Nordeste (17,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,92/100 mil). Ja na
Regiao Sul (17,48/100 mil), ocupa a quarta posicéo e, na Regido Sudeste (12,01/100
mil), a quinta posicao (INCA, 2020).

Figura 2 — Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por
sexo, exceto pele ndo melanoma.

Mulheres viama feminina 66.280 29,7%

__Cdlon e reto 20.470 92%

| Colo do Gtero 16.590 7.4% |
Traqueia,bronquio e puimao 12.440 5,6%
Glandula tireoide 11.950 5,4%
Estdmago 7.870 3,5%
Ovario 6.650 3,0%
Corpo do ttero 6.540 2,9%
Linfoma nao Hodgkin 5.450 2,4%
Sistema nervoso central 5.220 2,3%

Fonte: Adaptado do INCA, 2020.

No periodo de 2016 a 2021, observa-se uma oferta estavel de exames
citopatolégicos do colo do Utero no Sistema Unico de Satde (SUS), com declinio ao
final do periodo. As regides Sudeste e Nordeste apresentaram o maior nimero de
exames. A queda na realizagado de exames no ano de 2020 deveu-se a pandemia de
Covid-19. Na regido Nordeste em 2020 foram realizadas 921.630 citologias e em 2021
foram 1.460.808. Ja no estado do Piaui foram realizadas 56.806 citologias em 2020,
e 101.012 exames citopatoldgicos em 2021 (INCA, 2022).

A oferta de exames preventivos para mulheres de 25 a 64 anos vem
aumentando desde 2016. Essa faixa etaria € a recomendada para o rastreio, a cada
trés anos, conforme as atuais Diretrizes para a Deteccéo Precoce do Cancer do Colo

do Utero no Brasil. Em 2015, 78,9% dos exames preventivos realizados no pais foram
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na populagao-alvo e, em 2020, esse percentual chegou a 81,8%. Na regiao Nordeste
chegou a 81,74% e no estado do Piaui a 81,80%. As evidéncias cientificas apontam
que o rastreamento nessa faixa etaria é capaz de reduzir a incidéncia e a mortalidade
por cancer do colo do utero. Sendo assim, as agdes de controle devem buscar a
ampliagao da cobertura na faixa etaria alvo (INCA, 2016).

E nesse mesmo periodo de 2016 a 2021, observou-se um aumento progressivo
da oferta proporcional de exames citopatoldgicos do colo do utero na faixa etaria alvo
em todas as unidades da federacéo. Entretanto, cerca de 20% dos exames ainda sao
realizados em desacordo com as diretrizes nacionais (INCA,2022).

No Piaui, houve uma taxa bruta de incidéncia estimada de 23,19 casos de
cancer do colo do utero para cada 100 mil mulheres, com uma estimativa de 390 novos
casos no Estado e 110 na capital Teresina para o ano de 2020 (INCA, 2020) (Figura
3).

Figura 3 —Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2020 por sexo, segundo estado e capital.

Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2020 por sexo, segundo Estado e capital*
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Fonte: Adaptado INCA, 2020.

2.2 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) E CLASSIFICACAO VIRAL

Até o momento, a familia Papillomaviridae contém 49 géneros e mais de 300
tipos individuais de papilomavirus humanos e animais (PAVE, 2022). Mais de 200 tipos
sdo HPVs, que estao organizados em cinco géneros filogenéticos denominados alfa,
beta, gama, mu e nu, mostrados na figura 6. Os tipos de papilomavirus encontrados

em humanos sao divididos em cinco géneros filogenéticos denominados alfa, beta,
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gama, mu € nu, com base na analise da sequéncia de DNA, com as diferentes
caracteristicas de ciclo de vida e associa¢des de doencgas.

O género Alphapapillomavirus compreende os tipos que estdo envolvidos tanto
em doengas benignas quanto malignas, orais ou genitais (BURK; HARARI; CHEN,
2013; SHEN-GUNTHER; REBELES, 2013). O género Betapapillomavirus esta
associado com epidermodisplasiaverruciforme benigna e maligna. Tais lesdes
cutaneas apresentam alta taxa de progressao para carcinoma de células escamosas
(BAVINCK et al, 2010; SHEN-GUNTHER et al, 2011). O género
Gammapapillomavirus esta relacionado a lesbes benignas e é frequentemente
detectado em lesdes cuténeas, no entanto, ja foi detectado em mucosa nasal (CHENet
al.,, 2009; SHEN-GUNTHER et al., 2011; FORSLUND et al., 2013). Os HPV
associados ao género Mupapillomavirus estdo envolvidos com lesdes cutaneas
esporadicas e os do género Nupapillomavirus, envolvidos tanto em lesdes cutaneas
benignas quanto malignas (DE VILLERS et al., 2004).

Figura 4 — Relagéo evolutiva entre os papilomavirus humanos.

Fonte: Adaptado de DOORBAR et al., 2012.

Nos ultimos anos, ficou claro que muitos tipos de HPV, incluindo a maioria

daqueles contidos nos géneros Beta e Gamma, causam apenas infec¢des
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assintomaticas em individuos imunocompetentes e podem ser detectados em swabs
de pele e, para alguns tipos Gamma, também em mucosas (NINDL et al., 2007;
EKSTROM et al., 2010).

Os HPVs com 90-98% de identidade de sequéncia L1 sao denominados
subtipos e aqueles com >98% de identidade de sequéncia L1 sdo considerados
variantes (BERNARD et al., 2010). Indiscutivelmente, os HPVs do género alfa sdo de
maior importancia médica, uma vez que estdo associados a ancestrais orais e de
mucosas, bem como a canceres do trato anogenital (HARDEN et al., 2017).

A caracterizacédo de novos HPVs envolve o sequenciamento do genoma viral e
a comparagao com genomas de HPV conhecidos. Portanto, os HPVs sao
categorizados em gendtipos. Cada gendtipo difere de outro por pelo menos 10% de
diferenca de sequéncia na regiao do gene L1 altamente conservada (KOCJAN et al.,
2015).

Os diversos tipos virais sao ainda classificados como tipos de alto e baixo risco
de acordo com seu potencial oncogénico. Os tipos que pertencem ao grupo de baixo
risco (6, 11, 40, 42,43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81) ocorrem, frequentemente, em lesdes
benignas e lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau. Os tipos de HPV do grupo
de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82) ou oncogénicos
estdo frequentemente associados a lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau e
aos carcinomas (MUNOZ et al., 2003).

2.3 GENOMA VIRAL

A familia Papillomaviridae € um grupo de virus pequenos, néo envelopados,
com genomas circulares de DNA de fita dupla que séo principalmente de 7 a 8 kbp.

Todos os papilomavirus codificam quatro proteinas centrais conservadas: E1 e
E2 sdo fatores de replicagédo e L1 e L2 sdo proteinas do capsideo (BERGVALL,;
MELENDY; ARCHAMBAULT, 2013; MCBRIDE, 2013). Além disso, os HPVs
oncogénicos codificam proteinas acessérias: E4, E5, E6 e E7. Essas proteinas
modulam o ambiente celular para torna-lo mais propicio para a replicagao viral e séo
importantes para a evasao imune. O genoma pode ser dividido em trés regides: a
regidao reguladora a montante (URR) que contém elementos cis que controlam a

transcrigdo e a replicagao; a regido precoce codifica as proteinas E1, E2, E4, E5, E6
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e E7; e a regido tardia codifica as proteinas estruturais L1 e L2 (DOORBAR, 2005;
MCBRIDE, 2017; VAN DOORSLAER, 2013)

A regido L é formada pelos genes L1 e L2, que codificam as proteinas do
capsideo (Quadro 1). Somando-se a isso, 0 genoma é dotado de uma regido
reguladora LCR (LongControlRegion) ou URR, variando de 400 a 1000 pbs,
localizadas entre as regides L1 e E6. Nessa regiao, existem sequencias estimuladoras
e repressoras da transcri¢cdo viral, além da origem de replicagédo. Um genoma do HPV

tipico € mostrado na Figura 5.

Figura 5 — Esquema da estrutura genémica do HPV.

L2

L1

Fonte: Adaptado de MUNOZ et al., 2006.

As ORFs E1, E2, L1 e L2 s&o particularmente bem conservadas entre todos os
membros da familia. A maioria dos elementos cis-responsivos estdo na regiao de
controle longo (LCR) entre L1 e E6, um segmento com pouca conservagao de
sequéncia. Os ultimos 30 anos viram um desenvolvimento da taxonomia do papiloma
virus, inicialmente baseada em hibridizagdes cruzadas genémicas e padrdes de
restricio para um sistema baseado em algoritmos filogenéticos comparando
sequéncias inteiras do genoma PV ou segmentos subgenémicos. Este progresso
cientifico levou a um refinamento, mas nunca a contradicbes de taxonomias
anteriores. Ha também fortes evidéncias de que os genomas de PV sdo muito
estaticos, e as mudancas de sequéncia por mutagdo ou recombinagao sao eventos
muito raros. Mudangas mutacionais aparentemente ocorrem em frequéncias nao

muito diferentes daquelas dos genomas de DNA do organismo hospedeiro infectado.



23

Quadro 1 - Relagéo entre os genes de Papilomavirus Humano e suas requeridas funcgoes.

E1 Replicacao do DNA viral atuando como sitio de
abertura
E2 Controle da transcrigao e replicagao por reprimir a

transcricao de E6 e E7 em cels com infecgao latente

E4 Diminui a integridade do queratinécito rompendo o
citoesqueleto de queratina;

ES, E6, E7 Estimulo da proliferagao e transformagao celular
L1 Codifica proteina principal do capsideo

L2 Codifica proteina secundaria do capsideo

Fonte: Adaptada de INCA, 2020.

2.4 HPV E A TRANSFORMACAO NEOPLASICA

Acredita-se que a infecgao pelo HPV comece nas células basais ou parabasais
do epitélio metaplasico. Se a infecgao persiste, pode ocorrer a integragcdo do genoma
viral ao genoma celular do hospedeiro. A diferenciacédo e a maturagdo normal do
epitélio escamoso metaplasico imaturo em maduro sao interrompidas como resultado
da expressao de oncoproteinas E6/E7 e da perda do controle de crescimento normal.
Isto pode levar ao desenvolvimento de epitélio displasico anormal. Se o processo
neoplasico segue ininterrupto, com o tempo as lesdes precoces de baixo grau podem
ocupar a espessura total do epitélio. Posteriormente, a doenca pode atravessar a
membrana basal e converter-se em neoplasia invasiva, estendendo-se aos 6rgaos
adjacentes. Ainvasao atinge o sangue e vasos linfaticos e a doenga se dissemina aos
ganglios linfaticos e érgaos a distancia.) (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).

Ainfecgao inicial requer acesso de particulas infecciosas as células da camada
basal, que para alguns tipos de HPV é pensado para exigir uma ruptura no epitélio
estratificado. Tal quebras podem né&o ser faciimente aparentes e podem ocorrer sob
condigdes em que a pele é exposta, ou esta sujeito a outros ambientes onde micro
traumas podem se desenvolver. Tem sido sugerido que, para que uma lesido seja
mantida, o virus deve infectar uma célula-tronco epitelial (EGAWA, 2003; SCHMITT et
al., 1996).
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O ciclo viral é extremamente dependente da diferenciagdo dos queratindcitos.
Para manutencao das células em ciclo, as proteinas virais E6 e E7 sao expressas em
taxas muito baixas, inibidas pela proteina viral E2. Quando, em situacdo adversa a
sua historia natural, ha uma quebra do genoma viral nas regides codificantes E1 e E2,
ocorre desregulagdo e consequente superexpressao dos genes E6 e E7. Estes
codificam proteinas que irdo atuar degradando proteinas celulares responsaveis por
levar a célula a apoptose e em genes supressores de tumor, induzindo as células
infectadas a um estimulo excessivo de proliferagcdo, o que resulta em instabilidade
cromossdmica, aneuploidia e modificagdes no DNA da célula infectada. Na sequéncia,
o DNA viral integra-se ao DNA celular, iniciando a transformacao neoplasica (ZUR
HAUSEN; HARALD, 2002).

Figura 6 — Ciclo viral do HPV.
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Fonte: Adaptado de WOODMAN, COLLINS e YOUNG (2007).

ApoOs a infecgdo e descamacgao, pensa-se que o virus mantém o seu genoma
como um epissoma de baixo numero de copias nas células basais do epitélio. O
padrdao de expressao do gene viral nestas células ndo esta bem definido, mas
geralmente pensa-se que as proteinas virais E1 e E2 sdo expressas para manter o
DNA viral como um epissoma e para facilitar a correta segregacédo dos genomas
durante a divisao celular (WILSON et al., 2002; YOU et al., 2004)

A perda da capacidade de completar o ciclo é o que diferencia a infecgao viral
produtiva, presente nas lesdes de baixo grau, de uma infecgao viral transformante e

tumoral, caracteristica dos HPVs de alto risco. O desenvolvimento de neoplasia
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intraepitelial de grau maior e de cancer cervical (CC) esta associado com a perda da
regulacao deste ciclo reprodutivo do HPV (Figura 5) (DOORBAR, 2005).

A eliminacdo viral é feita entre 3 e 16 meses, variando de acordo com o0s
genodtipos considerados. O clearance dos HPVs de baixo risco é da ordem de 3 a 6
meses, enquanto os de alto risco € de 12 a 16 meses. Em certos casos, a infecgao
pode ficar latente e ser reativada em um periodo de imunossupresséao. A infecgao por
HPV de alto risco resulta em progressdo para CC apenas em uma pequena
percentagem de mulheres, apos um longo periodo de laténcia (GLORIAY. F. HO et
al., 1998; ZUR HAUSEN; HARALD, 2002).

2.5 PROGRESSAO DAS LESOES CERVICAIS

Durante a progressao do tumor, os genomas virais geralmente se integram ao
cromossomo do hospedeiro, o que resulta em um nivel constante de proteinas E6 e
E7 via estabilizacdo do RNAm, pela influéncia de estruturas de cromatina modificadas
ou pela perda de regulagdo negativa da transcricdo mediada pela proteina viral E2
(BERNARD et al., 2010).

A integracao viral, situagao necessaria para a transformacdo maligna das
células por torna-las imortalizadas, n&o acontece em todos os casos, e 0 genoma viral
€ mantido em sua forma epissomal. No entanto, grande numero de mulheres
portadoras do HPV, mesmo dos tipos oncogénicos, ndo desenvolvem doenga ou
desenvolvem lesbes que regridem ou se estabilizam em estagios pré-invasivos
(GLORIA, 1998; ZUR HAUSEN, 2002).

Embora a infecgdo por HPV de alto risco seja comum, com mais de 80% das
mulheres sendo infectadas em algum estagio da vida, o cancer do colo do utero
raramente surge como resultado da infecgdo. A maioria das infecgbes é eliminada
como resultado de uma resposta imune mediada por células e ndo persiste por tempo
suficiente para que ocorra a expressao génica desregulada e o acumulo de erros
genéticos secundarios. O HPV16 tem uma duragdo média de persisténcia maior do
que a maioria dos outros tipos de alto risco, e isso pode contribuir para seu maior risco
de cancer (KOSHIOL et al., 2006; SCHIFFMAN et al., 2007).

A maioria das pesquisas sobre HPVs tenha se concentrado nos tipos de alto
risco do género Alpha, € evidente que os tipos de baixo risco podem muito

ocasionalmente estar associados a progressao do cancer (GO et al., 2003).
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Estima-se que, se nédo tratados, cerca de 5% dos casos de NIC Il e 12% a 31%
de NIC Il irdo progredir para carcinoma invasivo (OSTOR, 1993; MCCREDIE et al.,
2008).

A infecgdo cervical pelo HPV pode ser avaliada visualmente,
microscopicamente (via citologia ou histologia) e por métodos de detecgao molecular.
Os passos basicos que levam do colo do utero normal ao cancer estdo bem
estabelecidos, na Figura 7. Em grande medida, provavelmente também sao validos
para a historia natural do HPV em lesdes em outros sitios anogenitais; entretanto, a
epidemiologia molecular da infecgdo pelo HPV nesses locais nao é tdo bem

caracterizada quanto a do colo uterino (IARC, 2007).

Figura 7 — Passos que levam do colo do utero normal ao cancer.
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Fonte: Adaptado de KREMER et al. (2018).

Os principais passos conhecidos como necessarios para a carcinogénese
cervical incluem infeccao por HPV, persisténcia dessa infecgdo, progressao para
lesbdes pré-cancerosas e entualmente invasao. Desde que a ultima etapa ndo tenha
ocorrido, esse processo € reversivel pela eliminacdo da infecgao pelo HPV e
regressao do pré-cancer, o que ocorre em muitas mulheres que ja experimentaram a
infeccdo pelo HPV. Conforme discutido abaixo, a infeccdo pelo HPV pode ser
separada em infecgcbes de baixa carga viral que ndo geram anormalidades
microscopicamente evidentes e infec¢gdes de alta carga viral que o fazem (IARC,
2007).

Embora a maioria das mulheres, em algum momento, tenha sido infectada pelo
HPV, poucas progredirdo para a doenga invasiva. Portanto, ha uma necessidade
continua de marcadores mais robustos de progressdao da doenca do que aqueles

fornecidos pelo exame morfoldgico ou teste para a presencga de tipos de HPV de alto
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risco. A identificacdo de fatores virais e do hospedeiro que modulam o risco de
progressao da doenga em mulheres infectadas pelo HPV requer uma compreensao
mais completa da historia natural da infecgcéo pelo HPV e sua relagédo com a aquisi¢cao
de anormalidades epiteliais (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007).

2.6 DIAGNOSTICO DO CANCER CERVICAL

A detecgdo precoce do cancer constitui-se de duas estratégias. A primeira
refere-se ao rastreamento, que tem por objetivo encontrar o cancer pré-clinico ou as
lesdes pré-cancerigenas, por meio de exames de rotina em uma populagao-alvo sem
sinais e sintomas sugestivos do céancer rastreado. A segunda corresponde ao
diagndstico precoce, que busca identificar o cancer em estagio inicial em pessoas que
apresentam sinais e sintomas suspeitos da doenca (WHO, 2020).

Na presenca de um esfregaco citolégico anormal, um diagndstico tecidual é
essencial antes de prosseguir com o tratamento definitivo. A indicagdo mais comum
para a investigacdo colposcopica do colo do utero sédo esfregagos citolégicos
anormais, seguidos por suspeita clinica biépsia de lesdes cervicais. A colposcopia é
mais do que um simples elo intermediario entre a triagem citoldgica e o diagndstico
histolégico (BOICEA et al., 2012).

A detecgéao de lesdes pré-cancerosas é feita com a ajuda de testes de triagem
— 0s mais importantes incluem o exame de Papanicolaou (Pap), colposcopia e
histologia. (BOICEA et al., 2012).

A inspecéo visual, colposcopia, citologia e histologia, ndo detectam a presenca
de fato do HPV, mas sao métodos indiretos que detectam as sequelas clinicas de uma
infeccédo pelo HPV, ou seja, a presenga de uma infecgéo diagnosticada clinica e/ou
histologicamente Lesdo ou cancer (NIC). Consequentemente, as estimativas de
sensibilidade e especificidade abordam as caracteristicas do desempenho do teste
clinico e ndo o analitico. A citologia e a histologia restringem-se a uma correlagdo com
a presenca de HPV (IARC, 2007).

Mesmo com a alta mortalidade e morbidade do cancer cervical, as lesdes pré-
cancerosas podem sem facilmente diagnosticadas através do tripé do diagnoéstico:
citologia preventiva (Papanicolau), colposcopia e histopatolégico (BOICEA et al.,
2012).
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O cancer do colo do utero é caracterizado por uma fase pré-maligna bem
definida que pode ser suspeitada no exame citolégico das células cervicais esfoliadas
e confirmada no exame histolégico do material cervical. Essas alteragdes pré-
malignas representam um espectro de anormalidades histologicas que variam de
NIC1 (displasia leve) a NIC2 (displasia moderada) a NIC3 (displasia grave/carcinoma
in situ) (WOODMAN et al., 2007).

Apesar da exposigdo frequente das mulheres ao HPV, o surgimento da
neoplasia cervical € pouco comum. A maioria das anomalias cervicais causadas pela
infeccdo do HPV tem pouca probabilidade de progredir a NIC ou neoplasia do colo
uterino de alto grau, visto que a maioria regride espontaneamente. A longa duragao
entre a infecgao inicial e a doenga manifesta indica que varios cofatores (por exemplo,
diferencas genéticas, efeitos hormonais, defici€ncias de micronutrientes, tabagismo
ou inflamagao crénica) podem ser necessarios para a progressdao da doenga. A
regressao espontanea da NIC também pode indicar que muitas mulheres néo estao
expostas a esses cofatores (SELLORS;SANKARANARAYANAN, 2004).

A neoplasia intraepitelial refere-se as lesbes encontradas no tecido epitelial
escamoso estratificado do colo uterino. Sdo causadas principalmente pela infecgao
pelo HPV, além de possuirem um forte contexto imunoldgico. Outras caracteristicas
sao cofatores para a sua ocorréncia, como a idade, comportamentos sexuais (inicio
precoce, multiplicidade de parceiros etc.), baixo nivel socioeconémico, tabagismo
(mais evidente para cancer no epitélio escamoso do que no colunar), uso de
contraceptivos, paridade (ndo muito claro) e a falta de exame de rastreamento
(estima-se que metade das mulheres diagnosticadas jamais tenham realizado exame
de rastreamento) (SELLORS; SANKARANARAYANAN, 2004).

O cancer cervical ou carcinoma cervical invasivo, decorre da manutencgao e
posterior progressao das lesdes pré-neoplasicas, isto €, quando estas lesdesadquirem
a capacidade invasiva. Estas lesdes podem ser classificadas em dois tipos
histologicos, o carcinoma de células escamosas e os adenocarcinomas, sendo o
primeiro mais comum (75% dos casos). Estes dois subtipos tornam o cancer cervical
o tumor ginecoldgico mais comum e, diferentemente dos outros, ocorre em uma faixa
de idade mais jovem (HOFFMAN et al., 2014).

Os métodos de diagnéstico das lesdes induzidas pelos HPV tém como base a
identificacdo de alteragdes citomorfoldgicas associadas a replicagao viral, como a

presenca dos coilocitos em células escamosas, portanto um grande halo perinuclear
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claro com bordas espessas e nucleo atipico, considerado efeito citopatico do HPV,
através do exame de triagem denominado exame de Papanicolaou ou citologico
(citologia oncdtica). Este exame reconhece de forma indireta a presenga do virus, mas
nao é suficiente para diagnosticar ou mesmogenotipar, se faz necessario exames
moleculares (GONZALEZ et al., 2017).

2.6.1 Citologia oncética

Dentre os testes morfolégicos, a citologia € o método de rastreamento mais
utilizado para rastrear cancer cervical e suas lesdes pré-cancerosas, NICs, permitindo
assim o seu tratamento. Entretanto, a citologia ndo é o teste mais indicado para
detectar a infeccdo pelo HPV, embora existisse uma forte correlacdo entre as
anomalias nas células e a detecgao do HPV (CAVALCANTI; CARESTIATO, 2006).

O exame citolégico é o procedimento padrao de rastreamento do cancer de
colo uterino e apresenta especificidade em torno de 98%. Expandido pelo médico
grego George Nicolas Papanicolaou, o método, que também é conhecido pelo seu
nome, tornou-se essencial para identificacao inicial das lesbes pré-neoplasicas em
todo o mundo, levando a uma ampla redugéao da incidéncia e mortalidade (60% e 70%
respectivamente) do cancer cervical na populagao feminina global (HOFFMAN et al.,
2014).

Sendo um exame de rastreamento, ele € util apenas para direcionar a préxima
etapa na avaliagdo da paciente, ndo sendo definitivo para o diagnostico. Dessa
maneira, pode-se apenas suspeitar o estagio de NIC que se encontra a lesao, sendo
o diagndstico final somente estabelecido a partir do exame histopatolégico
(SELLORS;SANKARANARAYANAN, 2004).

O exame Papanicolaou apresenta sensibilidade relativamente alta, que é
compensada pela periodicidade do exame. Embora a aderéncia desse procedimento
seja de fundamental importancia para a diminuicdo das taxas de incidéncia e
mortalidade, estima-se que entre 30% e 40% dos diagndsticos do cancer cervical
sejam em mulheres adequadamente rastreadas. Tal fato decorre, dentre outros
motivos, de erros de amostragem e de interpretagdo do analista. Sendo assim,
métodos diagndsticos adicionais vém sendo aderidos aos programas de rastreamento
com intuito de aumentar a eficiéncia de identificacdo e porcentagem de cura
(HOFFMAN et al., 2014).
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Existem dois tipos de citologia cervical, a convencional ou exame de
Papanicolaou (CC) e a citologia em meio liquido (LBC). Consistem na avaliagao
microscopica de material coletado de células oriundas da zona de transformagéao
cervical apds preparo com coloragdo. Diferem tanto na forma de conservagéao e
transporte, quanto no processo de confeccdo de laminas (KITUNCHAROEN;
TANTBIROJN; NIRUTHISARD, 2016). A LBC tem a vantagem de poder contar com
100% do material coletado no liquido fixador, possibilitando a realizacido de exames
complementares com a possibilidade de guarda de material. Permite ainda uma leitura
com menos artefatos, proporcionando menor taxa de falso-negativos ou de esfregacos
insatisfatorios (STABILE et al., 2012; KITUNCHAROEN et al., 2016).

A classificagdo dos resultados dos exames citoldgicos utiliza a nomenclatura
do Sistema Bethesda (2018), um conjunto de nomenclaturas envolvendo a avaliagao
da citologia baseada nas caracteristicas celulares com o objetivo de facilitar a
conclusao do laudo citolégico e assim diminuir as variagdes interobservador (SILVA
NETO, 2020).

Nesse sistema, as lesdes intra-epiteliais escamosas encontram-se divididas em
lesdes intra-epiteliais escamosas de baixo grau (LSIL) e de alto grau (HSIL). As LSIL
sdo alteragdes que histologicamente se restringem ao terco inferior do epitélio e
abrangem o efeito citopatico do HPV (coilocitose), correspondente as antigas
denominagdes de displasia leve e neoplasia intraepitelial cervical (NIC 1). As HSIL s&o
alteragdes que na histologia comprometem ao (terco médio e superior) do epitélio,
correspondendo as displasias (moderada e avangada), as neoplasias intra-epiteliais
cervicais Il e Il (NIC Il e Ill) e o carcinoma in situ, além da nomenclatura relativa as
lesdes glandulares que inclui adenocarcinoma in situ e invasor.

Ainda segundo os critérios de Bethesda, a designacao de células escamosas
atipicas (ASC) é utilizada todas as vezes que sao encontradas células escamosas
com alteragdes da relacdo nucleo/citoplasma, sendo os nucleos hipercromaticos,
irregulares, podendo apresentar multinucleagdo. Utilizando-se essa designagao
subentende-se que o processo € indefinido, podendo estar incluidas alteragées nao
somente relacionadas ao papilomavirus humano (HPV), como também outras
inflamacodes, dessecamento, degeneracao ou outros artefatos. As células escamosas
atipicas (ASC), podem ser subdivididas entre aquelas de significado indeterminado
(ASC-US) e aquelas em que ndo é possivel excluir uma lesédo de alto grau (ASC-H).As

células escamosas de significado indeterminado (ASC-US) sao aquelas que
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apresentam aumento da relagdo nucleo/citoplasma, com um volume nuclear 2 a 3
vezes maior que do que o nucleo de uma célula escamosa intermediaria normal,
nucleos discretamente hipercromaticos, com cromatina distribuida de forma um pouco
irregular e o citoplasma densamente orangeofilico. As células escamosas atipicas em
que nao é possivel excluir lesdo de alto grau (ASC-H) sao alteragbes nas quais as
células alteradas tém o tamanho de células metaplasias, aparecendo de forma isolada
ou em pequenos fragmentos com menos de dez células. Essas células apresentam
nucleos hipercromaticos, irregulares, com alteragéo da forma, 1 a 2 vezes maiores do
que o nucleo de uma célula normal (SOLOMON;NAYAR, 2018).

Do ponto de vista laboratorial e clinico, os testes citologicos apresentam alta
especificidade (98%), mas apresentam sensibilidade limitada (51%), baixa
reprodutibilidade e s&o trabalhosos. Além disso, os resultados sdo subjetivos,
podendo sofrer variagdes quanto a interpretacdo das laminas pelo técnico (Nanda et
al., 2000). Ja a citologia de base liquida ou em meio liquido fixador tem um custo mais
elevado, porém apresenta a vantagem de ter maior representatividade das células
coletadas transferidas para a lamina diminuindo os resultados inconclusivos e maior
sensibilidade para detectar lesdes de alto grau (SYRJANEN, 2005).

2.6.2 Colposcopia

O colposcépio tem uma lente que amplia de 4 a 40 vezes o epitélio, no qual se
aplica uma solugao de acido acético entre 3% a 5%, e onde houver anormalidades
histolégicas o epitélio torna-se esbranquicado (acetobranco) devido a precipitagdo de
proteinas. A vascularizagao também pode ser observada com o auxilio de uma luz
com filtro verde. Durante o exame amostras das regides suspeitas podem ser
coletadas e biopsiadas. E um exame de extremo valor para a deteccéo das lesdes
causadas pelos HPV, entretanto, outras situagcbes como, por exemplo, inflamacbes
intensas, mosaicismo, também expressam um epitélio branco. Logo, existe um risco
de se tratar uma lesdo que néo ¢ a pretendida (CAVALCANTI;CARESTIATO, 2006).
Sendo geralmente recomendado para mulheres que tem um resultado anormal do
exame de Papanicolau ou para aquelas que durante o exame ginecoldgico foi notada
alguma alteragéo. Ha indicagao também quando se faz necessaria a coleta de bidpsia
dirigida do colo do utero ou quando ha uma suspeita de HPV. Esse procedimento é

necessario porque tem como objetivo detectar carcinoma do colo ainda em fase in situ
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ou microinvasiva, podendo ser efetuado tratamento adequado com chances elevadas
de cura (SANKARANARAYANAN, 2003).

Ha varias indicacdes para este exame, entre as quais a mais frequente € um
resultado positivo no exame de triagem. A razdo mais comum para encaminhar as
mulheres para a colposcopia € a citologia cervical anormal, em geral um achado da
triagem citolégica. As anomalias de alto grau, referidas na citologia como neoplasia
intraepitelial cervical de alto grau (NIC 2 e NIC 3), podem estar associadas com um
carcinoma cervical invasivo de células escamosas ou adenocarcinoma subjacente. E
importante que todas as mulheres com anomalias de alto grau sejam enviadas de
imediato para a colposcopia diagndstica. Contudo, ha uma variagéo consideravel na
conduta de mulheres com anomalias de baixo grau, como a neoplasia intraepitelial
cervical de baixo grau (NIC 1) (SELLORS;SANKARANARAYANAN,2004).

Os critérios para encaminhamento para colposcopia em alguns centros, por
exemplo em paises em desenvolvimento onde ha servigos de colposcopia, permitem
fazer o exame de imediato nas mulheres com anomalias de baixo grau, enquanto em
outras regides, por exemplo em paises desenvolvidos, as mulheres devem retornar
de 6 em 6 meses para repetir o exame citolégico por até dois anos e apenas aquelas
com anomalias persistentes ou progressivas sdo encaminhadas a colposcopia. Deve-
se destacar que mulheres com lesées de baixo grau (NIC 1) na citologia tém uma
maior probabilidade de apresentar uma lesdo de alto grau que seria encontrada na
colposcopia; talvez 15% para aquelas com atipia e 20% para as mulheres com NIC 1
na citologia podem ter lesdes de maior grau (SHAFI et al., 1997). Em paises em
desenvolvimento, é aconselhavel que mulheres com NIC de qualquer grau na citologia
sejam encaminhadas para colposcopia, dada a possibilidade de erros de classificagéo
no exame de citologia e dificuldade de fazer o seguimento (SELLORS;
SANKARANARAYANAN,2004).

Além da procura por lesdes pré-neoplasicas, a colposcopia também é util para
monitorar as pacientes com historico atual ou prévio de neoplasia no TGl e orientar a
bidpsia de lesdes (por meio da utilizagdo das solugdes de acido acético a 5% e lugol).
Sua realizagao permite a visualizacado ampliada dos tecidos do trato genital inferior
por cerca de 6 a 40 vezes com o objetivo de buscar e identificar atipias situadas na
vulva, vagina ou colo uterino, principalmente a porgao constituida pela ectocérvice. A
porcao endocervical também pode ser vista, mas somente por meio do uso de um
espéculo endocervical (SELLORS; SANKARANARAYANAN,2004).
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Apesar da grande importancia da realizagado da colposcopia e dos beneficios
que invariavelmente traz as pacientes, a sensibilidade do exame é em torno de 70%
para detecgdo de neoplasia de alto grau. Por conta disso, o analista deve procurar
realiza-lo do modo mais satisfatério possivel, o que inclui a visualizagdo adequada de
toda JEC e dos limites superiores das lesdes encontradas, pois a gravidade da doenga
tende a localizar-se no limite superior da zona de transi¢ao. A inspecgao apropriada de
toda lesdo € chave para garantia de um diagnostico fidedigno ao final de todas as
etapas de avaliagdo da paciente, o que aumenta a sensibilidade no exame. A criagcao
de novas metodologias de investigagao mais eficazes, no entanto, se faz necessaria,
como a promissora técnica de hiperespectroscopia multimodal (HOFFMAN et al.,
2014).

2.6.3 Histopatologia

O exame histologico € a ferramenta util para diagnosticar a presenga e,
principalmente, determinar o estagio da neoplasia da lesdo identificada e pre-
analisada pela colposcopia e/ou citologia. Neste exame sao avaliados o grau de
diferenciacdo, maturacdo, estratificacdo e anomalias celulares (SELLORS;
SANKARANARAYANAN, 2004).

Os fragmentos teciduais obtidos pelo colposcopista s&o analisados no exame
histopatoldgico, ou biopsia, o qual é considerado o padréo ouro para o diagnostico do
cancer cervical (WU et. al., 2005).

Protocolos de classificagdo com nomenclaturas foram desenvolvidas para os
achados citolégicos e histopatoldgicos cervicais anormais (Quadro 1). A primeira
nomenclatura foi desenvolvida em 1941, pelo préprio Papanicolaou, graduando em
classes de | a V as células normais e as alteracdes citoldgicas. Em 1953, Reagan
(REAGAN; SEIDEMANN; SARACUSA, 1953) baseou-se na proporgédo do
acometimento da espessura do epitélio para classifica-los em displasias leve,
moderada, acentuada e carcinoma in situ como lesdes precursoras do carcinoma
invasor. Em 1967, Richart (1973) substituiu o termo displasia por Neoplasia
Intraepitelial Cervical (NIC), numerando-as de 1 a 3, acrescentando a ultima os
carcinomas in situ, devido suas semelhangas (INCA, 2020; SILVA AGUIAR et al.,
2010).
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Em 1967, Ralph Richart propés a terminologia Neoplasia Intraepitelial Cervical
(NIC) dividida, histologicamente, em graus |, Il e lll, considerando um fenémeno unico,
continuo e progressivo, caracterizadas por diversos graus de atipias celulares que
compreende parte ou toda a espessura do epitélio cervical. NIC |, NIC Il e NIC Il
correspondem, respectivamente, a displasia leve, moderada e displasia
severa/carcinoma in situ (RICHART,1967). Richart apds considerar o papilomavirus
humano (HPV) como agente causal do céncer escamoso cervical, sugeriu que as
lesbes precursoras passassem para duas classificagbes: NIC de baixo grau com
alteracdes relacionadas ao HPV e as lesbes que tém as caracteristicas morfoldgicas

de precursoras de cancer como NIC de alto grau(RICHART, 1990).

Quadro 2 — Histérico das Nomenclaturas citopatoldgicas e histopatoldgicas utilizadas para o
diagndstico das lesbes cervicais e suas equivaléncias.

Classificagéo g g -
A Classificacao Classificacdo Classificagdo
citolégica de . g Sistema Bethesda .
> histolégica da histolégica de Citolégica Brasileira
Papanicolaou (2001)
OMS (1952) Richart (1967) (2006)
(1941)
Classel
Classe Il Alteragbes benignas Alteragdes benignas
: Atipias de significado | Atipias de significado
indeterminado indeterminado
Classe lll Displasia leve NICI | LSIL LSIL
Displasia NIClle HSIL HSIL
moderada e NICHI
acentuada "
Classe IV Carcinoma in situ NICHI HSIL HSIL
Adenocarcinoma in | AlS
situ (AIS)
ClasseV Carcinoma invasor | Carcinoma invasor | Carcinoma invasor Carcinoma invasor

Fonte: INCA (2016).

A Nomenclatura Brasileira para Laudos de Citopatologia (NBLC) foi baseada
no Sistema de Bethesda e incorporada pelos laboratérios que prestam servigos ao
Programa Nacional de Controle do Cancer do Colo de Utero e Mama — Viva Mulher, a
partir de  1998(INCA, 2006). TBS em
2001(SOLOMON;NAYAR,2001; WRIGHT et al., 2003) e considerando a necessidade

de incorporar as novas tecnologias e conhecimentos clinicos, morfolégicos e

Com a atualizacdo do

moleculares, o INCA e a Sociedade Brasileira de Citopatologia promoveram diversas
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discussbes com patologistas e ginecologistas a respeito da nova nomenclatura
brasileira, implantada em 2003(INCA, 2006).

2.6.4 Técnicas moleculares de identificacao do HPV

A detecgao direta de genomas de HPV e seus transcritos pode ser alcangada
com procedimentos de hibridizacdo que incluem Southern e Northern blots, dotblots,
hibridizagdo in situ, captura hibrida e sequenciamento de DNA. Uma variedade de
procedimentos de deteccao de sinal esta disponivel, o que pode aumentar ainda mais
a sensibilidade desses ensaios. O DNA viral e o RNA também podem ser detectados
por uma série de ensaios baseados em PCR. Nesse caso, 0s genomas virais sao
amplificados seletivamente por uma série de etapas de polimerizagdo, que resultam
em um aumento exponencial e reprodutivel das sequéncias de nucleotideos do HPV
presentes no espécime biologico. Atualmente, as duas metodologias mais utilizadas
para a deteccao de tipos genitais de HPV séo a captura hibrida versédo e a PCR com
primers genéricos.

Esses ensaios tém sensibilidades e especificidades equivalentes e ambos séo
adequados para testes de alto rendimento e processamento e leitura automatizados,
etapas necessarias para seu uso em grandes estudos epidemioldgicos e em
ambientes clinicos (VERNON et al., 2000).

O unico procedimento potencialmente capaz de reconhecer todos os tipos e
variantes de HPV presentes em um espécime bioldgico € o sequenciamento de DNA
amplificado, obtido por PCR com primers consenso, seja apdés clonagem em
plasmideos ou por sequenciamento direto do fragmento de PCR (VERNON et al.,
2000).

Para a detecgdao do HPV por PCR em estudos clinicos e epidemiolégicos o
sistema que emprega os primers MY09/MY11 é um dos mais utilizados. Ele € uma
mistura de 24 oligonucleotideos que amplifica parte do fragmento do gene L1, que é
muito eficaz para identificar um amplo espectro de gendétipos de HPV; 6, 11,16, 18, 26,
31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 64, 66, 67,68, 69, 70, 71,
72, 73, 1S39, CP8304(62), CP6108(91), MM4(82), MM7(83) e MM8(84) (IFTNER
&VILLA, 2003).

A sensibilidade e especificidade dos varios métodos disponiveis variam muito,

mas melhoraram consideravelmente na ultima década, devido a melhor qualidade e
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estabilidade dos reagentes e a acessibilidade a equipamentos que ja foram
considerados sofisticados. Elementos importantes a serem considerados sdo o
procedimento de coleta, armazenamento da amostra e prepara¢gdo da amostra. Em
geral, os testes que ndo usam etapa de amplificagdo primaria, como a captura hibrida,
sdo menos afetados pela maioria dessas variaveis, enquanto os procedimentos
baseados em PCR toleram menos as impurezas devido a sua natureza enzimatica.
Portanto, é desejavel usar dispositivos de amostragem que permitam a coleta de uma
grande amostra de células e meios de armazenamento/transporte que nado apenas
preservem a morfologia celular, mas também estabilizem o DNA e o RNA (GRAVITT
et al., 2000).

No Sequenciamento € realizado um PCR utilizando primers tendo como alvo
alguma regido do genoma do HPV, em seguida € realizada uma reacdo de
sequenciamento e a corrida no equipamento para saber as sequéncias de bases.
Posteriormente estas sequéncias do DNA, sdo analisadas por homologia com um
banco de dados que contém todas as sequéncias dos diferentes gendétipos do HPV,
um deles € o NCBI/BLAST, um dos mais conhecidos e pode ser acessado
gratuitamente (ALTSCHUP et al., 1990).

No entanto, a técnica de sequenciamento para identificacdo do virusapresenta
algumas limitagdes, como por exemplo quando amostras clinicas contém dois ou mais
gendtipos muitas vezes acabam nao conseguindo ser identificadas por causa da
sobreposicao das sequéncias do DNA ou em um outro caso, quando ocorre a infecgao
de dois ou mais gendtipos e apenas o que tiver maior prevaléncia na amostra pode
ser identificado, com isso subestimando a prevaléncia de infecgdes com multiplos
gendtipos em estudos epidemiolégicos e de acompanhamento (CAPRA et al., 2008;
KLETER et al., 1999; MOLIJN et al., 2005).

Para contornar esta dificuldade pode ser necessario o uso dos sequenciadores
de nova geracao como o Next Generation Sequencing - NGS, que permitem identificar
multiplas infec¢des e outros agentes patogénicos na amostra biolégica que acabam
ndo sendo reconhecidos pelos testes convencionais (PRACHAYANGPRECHA et al.,
2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar histopatologicamente e genotipicamente as lesdes intra-epiteliais

cervicais HPV-positivas em mulheres no estado do Piaui.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o perfil genotipico dos HPV presentes em mulheres portadoras de
lesdes cervicais intra-epiteliais e/ou invasivas;

- Avaliar a associagao entre infecgdo conjunta versus grau da lesao cervical,

- Avaliar os cofatores envolvidos com a infecgéo por HPV;

-Determinar a frequéncia dos genodtipos de HPV de alto e baixo risco
oncogénico presente em NIC 1, NIC 2, NIC 3 e no cancer de colo uterino;

- Determinar a frequéncia de coinfecgcdes por HPV em mulheres do Estado do

Piaui;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

O estudo foi realizado através do método observacional, analitico transversal.

4.2 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O presente trabalho foi apresentado sob o CAAE n°: 17068913.6.3002.5584 ao
Comité de Etica em Pesquisa/Centro de Ciéncias da Saude/Universidade Federal de
Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) e também ao Comité de Etica em Pesquisa da
Associacdo Piauiense de Combate ao Cancer, obedecendo integralmente os
principios éticos estabelecidos na resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(CNS).

Os pacientes e familiares que, apds informacéo, concordaram em participar da
pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

As informacgdes foram utilizadas uUnica e exclusivamente para a execugao do

presente projeto e a identidade das participantes foi mantida em sigilo absoluto.

4.3 LOCAL DE ESTUDO

As amostras foram coletadas no setor no Setor de Ginecologia, Colposcopia e
Patologia do Hospital Sdo Marcos em Teresina, Piaui. Os exames citolégicos e
histopatoldgicos foram realizados no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital
S&o Marcos e as analises biomoleculares foram realizadas em parceria com o
Laboratorio de Estudos Moleculares e Terapia Experimental (LEMTE), na

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.4 POPULACAO ALVO E PERIODO

Foram avaliadas as fichas de diagndsticos histopatoldgicos de biopsias do colo
uterino obtidas por colposcopia ou por conizacido, no banco de dados do Sistema de
Informagao do Controle de Cancer de Colo Uterino — Ministério da Saude (SISCOLO)

entre 2015 e 2016, onde foram selecionados 128 casos positivos com diagndsticos de
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lesdes intraepiteliais escamosas ou invasivas e 4 casos negativos para lesao, de
pacientes apresentando apenas cervicite, sendo resgatados do arquivo no Laboratorio
de Anatomia Patolégica do Hospital Sdo Marcos, em Teresina, Piaui, Brasil. Foram
excluidos os casos para os quais nao foi possivel localizar os blocos.

O total de 128 casos resgatados foram divididos, conforme diagndstico
histopatolégico: NIC I/HPV, NIC IlI, NIC Ill, Carcinoma invasor, Adenocarcinoma e
Cervicite. Foram coletados dos prontuarios das pacientes, informag¢des como idade,
cidade de origem, grau de instrugdo, numero de gestagdes, periodo da realizagdo do

exame e resultado da citologia e do histopatologico.

4.5 CRITERIOS DE INCLUSAO

- Pacientes com resultado de exame citolégico apresentando lesdes
intraepiteliais e invasivas;

- Pacientes que aceitarem participar do projeto e assinarem o TCLE;

- Pacientes que aceitarem realizar o teste de HIV e apresentarem resultado

negativo.

4.6 CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Pacientes portadoras do virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV);

- Pacientes imunossuprimidas por outros fatores nao relacionados ao HIV
(doengas autoimunes e transplantadas);

- Pacientes vacinadas para HPV (6, 11, 16, 18).

4.7 EXTRAGCAO E QUANTIFICACAO DO DNA

Para a desparafinizacao e extragao do DNA dos cortes parafinados, foi utilizado
o kit QIAmp DNA FFPE tissue (Qiagen) seguindo as recomentagdes do fabricante.
Inicialmente, a parafina foi removida através da utilizagao do xilol e incubagdo em
banho maria por 30 min a 65 oC. Em seguida, foram feitas lavagens com alcool 100%
e 70%. Apos a extracao, o DNA foi ressuspendido em 20 ul de tampé&o de eluicao

fornecido pelo kit de extracdo. Para a extracdo do DNA dos tumores frescos, foi
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utilizado o kit DNeasyblood&tissue, seguindo as recomendagdes do fabricante. Apds

a extracao, o DNA foi eluido em 150 pl de tampao de eluigédo fornecido pelo kit.
Todas as amostras de DNA extraidas foram quantificadas em

espectrofotdmetro (nanodrop LITE - Thermo Scientific) utilizando aliquota de 1ul. Apos

a quantificagcéo, foram preparadas aliquotas de uso na concentragao de 50 ng/ul.

4.8 AVALIACAO DA QUALIDADE DO DNA EXTRAIDO

A qualidade do DNA extraido foi avaliada através da amplificacdo pela técnica
de PCR (polymerasechainreaction — reacdo em cadeia da polimerase) com
oligonucleotideos (iniciadores) especificos para o gene de B-globina humana, cuja
sequéncia € 5'-ACACAACTGTGTTCACTA-3’ e 5'GGTGAACGTGGATGAAGTTG-3'
(BALDEZet al., 2009). Para a reagcao de PCR foram utilizados: 50 ng de DNA
gendmico, 20 pmol de cada oligonucleotideo, 0,1 mM de cada dNTP, tampao 1x (50
mMKCI, 10 mM Tris HCI e 0,1% Triton X-100), 1 mM MgCI2 e 1 unidade de
Tagpolymerase. A reagado de amplificacdo foi realizada em termocicladorBiocycler
MG96+ nas seguintes condigdes: 1 ciclo de 950C por 5 minutos para a desnaturagao
inicial do material gendémico, 35 ciclos de 950C por 30 segundos, 66,50C por 40
segundos, 720C por 45 segundos para amplificacdo do segmento génico de interesse
e 1 ciclo de 720C por 10 minutos para a extensao final do fragmento. O produto da
PCR foi submetido a eletroforese e visualizado em gel de agarose 2% corado com

brometo de etideo.

4.9 PURIFICACAO DO DNA

Utilizando o EasyPure® PCR Purification Kit, em um tubo de microcentrifuga
de 1,5 ml, adicione 5 volumes de BB a 1 volume de produto de PCR. Misture
brevemente com a amostra em vortex. Transferiu toda a mistura para uma Coluna do
kit com o tubo coletor (para aumentar o rendimento de DNA purificado, incubar por 1
minuto). Centrifugue a 10.000 x g por 1 minuto. Descarte o filtrado. Adicionou 650 pl
de WB a coluna. Centrifugar a 10.000 x g por 1 minuto. Descartando o filtrado.
Centrifugue a coluna vazia com a tampa aberta a 10.000 x g por 2 minutos para
remover qualquer WB residual. Coloque a coluna de centrifugacédo em um tubo de

microcentrifuga limpo, adicione 30-50 pl de EB ou agua destilada estéril (pH > 7,0)
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diretamente no centro da matriz da coluna (para aumentar o rendimento, EB pré-
aquecido ou agua pode ser usado). Incubar a coluna em temperatura ambiente por 1
minuto. Centrifugue a 10.000 x g por 1 minuto para eluir o DNA. O DNA isolado esta

pronto para uso ou pode ser armazenado a -20°C.

4.10 OBTENGCAO DA AMOSTRA E EXTRAGCAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

A obtencdo de amostras para extragdo de DNA das lesdes foi realizada por
microtomia através de blocos parafinados. Foram cortadas cinco fatias de 10 micras
cada e acondicionada em tubos eppendorf de 2 ml com 1,5 ml de xilol. Para iniciar o
processamento o material foi submetido a agitagdo em vortex e incubado a 37°C por
10 min. Depois centrifugado a 9.500 rpm por 5 min a temperatura ambiente (repetindo
essas etapas mais uma vez). Descartado o xilol e adicionado 1,5 ml de EtOH a 100%,
agitado rapidamente no vortex e incubado a 37°C por 10 min. Sendo centrifugado a
9.500 rpm por 5 min a temperatura ambiente (repetindo essas etapas mais uma vez).
O pellet formado foi secado a temperatura ambiente para a evaporagao por completo
do EtOH. A extracdo de DNA foi realizada conforme instrugdes do fabricante (Kkit
QIAamp® DSP DNA FFPE Tissue —Qiagen).

4.11 DETECGAO DO DNA VIRAL

Para a deteccao do DNA do HPV, foi utilizada a PCR com o conjunto de primers
consenso e degenerado MY09/11. Os primers MY09/11 foram utilizados no presente
estudo, pois amplificam uma sequéncia parcial de 450pb altamente conservada do
gene L1 de 4734 Papilomavirus (GRAVITT et al., 2000). As condi¢des de amplificagéo
da sequéncia do gene L1 com os primers MY09/11 (Tabela 1) foram as seguintes: 25l
de volume final, 2 yl DNA, 1,5 ul cada oligonucleotideo, 1X (12,5 ul) solugdo Master
Mix (Promega) e 7,5 yl de H20. A amplificagcado ocorreu em 35 ciclos com 95°C durante
1 minuto para a desnaturacdo, 55°C durante 30 segundos para o anelamento, 72°C
durante 1 minuto para a extensdo e um ciclo com 72°C durante 5 minutos para a
extensao final. Apds a amplificagao, o produto da PCR foi analisado em gel de agarose
1% corado com brometo de etideo. Apds a deteccdo com o MY09/11, foi realizado
uma Nested PCR com o produto de MY09/11, nas mesmas condi¢cdes de amplicacao

da sequéncia do gene L1 com os primers GP05/06 (Tabela 1).
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Todas as amostras de DNA extraidas foram quantificadas em
espectrofotdmetro (nanodrop LITE - Thermo Scientific) utilizando aliquota de 1ul. Apos

a quantificagéo, foram preparadas aliquotas de uso na concentragcéo de 50 ng/ul.

Tabela 1 — Primers MY 09/11 e GP06/06.

TAMANHO (BP)
PRIMER SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEOS (5°-3") -
OLIGO FRAGMENTO
MYO09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 20
MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 20 445
GPO5 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 20
GP06 GAAAAATAAACTGTAAATCA 20 170

Fonte: O autor (2022).

4.12 GENOTIPAGEM

Os produtos purificados apdés amplificagdo foram  sequenciados
bidireccionalmente utilizando-se o kit BigDye Terminator v3.1 CycleSequencing
(Applied Biosystems, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os iniciadores
utilizados para o sequenciamento foram os mesmos empregados na amplificagao
(ITS1 e ITS4). Areacao de sequenciamento foi realizada em uma placa de 96 pocos,
cada um contendo um produto de PCR purificado, o mix de reacédo e apenas um dos
iniciadores. O volume final em cada poco da placa foi de 10 uL no qual continha 20—
40 ng de DNA (2 uL de DNA), 0.5 uL de pré-mix BigDye, 1,75 pyL de tampéao de
sequenciamento, 4,75 yL de agua ultrapura e 1 pL de iniciador a 5 pmol/uL.
Posteriormente, a placa preparada foi ciclada num termocicladorVeriti (Applied
Biosystems, USA), em 40 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15 segundos a 50°C e 4
minutos a 60°C.

Ap0s a ciclagem, os produtos da reacado de sequenciamento foram precipitados
a fim de eliminar o excesso de iniciadores, sais, ANTPs e dNTPs nao incorporados.

A cada poco da placa foram adicionados 1,0 yL de EDTA 125 mM e 1,0 pL de
acetato de sodio 3 M. Em seguida, 25 uL de etanol absoluto foram adicionados a cada
poco da placa de sequenciamento, sendo esta vedada, homogeneizada e incubada
por 15 minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente. Apds a incubagao, a placa
foi centrifugada por 40 minutos a 3700 rpm e 20°C. Nesta etapa ocorreu a precipitagéo
das moléculas de DNA. Apés a centrifugacao, o etanol foi descartado e os pellets
lavados com 35 L de etanol 70% e a placa novamente homogeneizada e centrifugada



43

por 15 minutos a 3700 rpm e 4°C. O etanol foi outra vez descartado por inverséo e o
excesso retirado por evaporagao a 95°C.

Ap6s a precipitacdo, as amostras foram ressuspendidas em 10 uL de
formamida HiDi (Applied Biosystems, USA). A placa foi vedada com uma septa
especifica para separacao eletroforética em capilar. O sequenciamento foi realizado
por separagao eletroforética em capilar em um sequenciador modelo ABI 3500
GeneticAnalizer (Applied Biosystems).

Os dados do sequenciamento foram coletados com o software Data Collection
(Applied Biosystems). Apds a coleta, os dados passaram por uma inspegao de
qualidade por meio do SequencingAnalysis Software (Applied Biosystems).

Aedicdo e analise manual das sequéncias foram realizadas no Staden Package
4.1.4(Gene Codes Corporation, EUA). A sequéncia gerada por cada um dos
iniciadores utilizados no sequenciamento de um dado fragmento de DNA foi analisada,
a principio separadamente e, em seguida, agrupada com as demais sequéncias do
mesmo fragmento, a fim de gerar o contig ou sequéncia consenso. A partir de entéo,
as sequéncias foram investigadas quanto a sua composigao de bases.

Apos edicao completa dos contigs, estes foram submetidos ao BLAST na base
de dados do GenBank através da pagina web do NCBI a fim de investigar a

correspondéncia na identificacdo das espécies.

4.13 METODOS ESTATISTICOS

Os dados foram analisados descritivamente por meio de frequéncias absolutas
e percentuais. Para avaliar associagao entre duas variaveis categoricas foi utilizado o
teste Qui-quadrado de Pearson, o teste Exato de Fisher quando a condigao para
utilizagdo do teste Qui-quadrado nao foi verificada e o teste da Razdo de
Verossimilhanga quando nao foi possivel se obter os resultados do teste Exato de
Fisher devido a extrapolagdo da capacidade computacional. O nivel de significancia
utilizado na decisao dos testes estatisticos foi de 5%.

Os dados foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para
obtencao dos calculos estatisticos foi o IMB SPSS na versao 25.
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5 RESULTADOS

5.1 ARTIGO 1 — CARACTERIZACAO DO PERFIL HISTOPATOLOGICO DAS
LESOES INTRA-EPITELIAIS ESCAMOSAS OU INVASIVAS EM MULHERES
ATENDIDAS NO HOSPITAL SAO MARCOS EM TERESINA-PIAUI.

Introducgao

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que até 2030 surjam 27
milhdes de novos casos de cancer. No Brasil, o cancer configura-se como problema
de saude publica, uma vez que as neoplasias ganham destaque crescente,
apresentando-se em segundo lugar em morbimortalidade no pais (FRIPP, 2014).

O cancer do colo do utero é um dos mais frequentes tumores na populagao
feminina e é causado pela infecgao persistente por alguns tipos do papilomavirus
humano (HPV). A infeccdo genital por esse virus € muito frequente e ndo causa
doenga na maioria das vezes. Entretanto, em alguns casos, ocorrem alteragdes
celulares que podem evoluir para o cancer. Essas alteragcbes s&o descobertas
facilmente no exame preventivo (conhecido também como Papanicolaou) e sao
curaveis na quase totalidade dos casos (INCA, 2019).

A estimativa mundial aponta que o cancer do colo do utero foi o quarto mais
frequente em todo o mundo, com uma estimativa de 570 mil casos novos,
representando 3,2% de todos os canceres. Esse valor corresponde a um risco
estimado de 15,1/100 mil mulheres. Sendo que as taxas de incidéncia mais elevadas
foram estimadas para os paises do Continente Africano (Essuatini ou Suazilandia —
51,2/100 mil e Africa do Sul — 43,9/100 mil) (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018).

O numero de casos novos de cancer do colo do utero esperados para o Brasil,
para cada ano do triénio 2020-2022, sera de 16.590, com um risco estimado de 15,43
casos a cada 100 mil mulheres. (INCA, 2020). Sem considerar os tumores de pele ndo
melanoma, o cancer do colo do utero € o segundo mais incidente nas Regides Norte
(21,20/100 mil), Nordeste (17,62/100 mil).

No Estado do Piaui, por exemplo, houve uma taxa bruta de incidéncia estimada
de 23,19 casos de cancer do colo do utero para cada 100 mil mulheres, com uma taxa
esperada de 390 novos casos no estado e 100 na capital Teresina, para o triénio 2020-
2022 (INCA, 2020).
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Outros fatores que aumentam o risco de desenvolver esse tipo de cancer sio:
inicio precoce da atividade sexual e multiplos parceiros; tabagismo (a doenga esta
diretamente relacionada a quantidade de cigarros fumados); e uso prolongado de
pilulas anticoncepcionais (INCA, 2019). A despeito dos dados epidemiologicos terem
demonstrado uma diminuicdo das taxas de novos casos de cancer cervical nas ultimas
trés décadas, a incidéncia do cancer de colo do utero permanece elevada (WHO,
2014).

O desenvolvimento do cancer de colo uterino esta diretamente relacionado a
infeccao persistente pelo HPV (BOSCH FX et al., 2008). Estimativas mundiais indicam
que aproximadamente 20% de individuos normais estéo infectados pelo HPV, e a cada
ano surgem em torno de 500.000 casos novos de céncer de colo uterino, dos quais
cerca de 70% ocorrem em paises subdesenvolvidos. Além disso, acredita-se que
nessas regides ocorram de 10 a 20 vezes mais lesdes precursoras deste tipo tumoral,
0 que significa um numero elevado de individuos acometidos por essa doenca
(TERMINI L, et al., 2008).

Aincidéncia, no Brasil, evidencia-se a partir dos 20 aos 29 anos, e 0 maior risco
encontra-se na faixa etaria de 45 a 49 anos. Entretanto, a mortalidade resulta mais
significativa a medida que aumenta a idade em virtude do prolongado periodo que
compreende a transmissao sexual do HPV, o adoecimento e a morte por cancer do
colo do utero (INCA, 2020). Tragcando perfis de morbimortalidade evitaveis e que
conjecturam a iniquidade em saude. O cancer do colo do utero afeta as mulheres de
menor nivel socioecondmico e com dificuldades de acesso aos servicos de saude
(INCA, 2020).

De todas as neoplasias malignas associadas ao HPV, o cancer cervical €, sem
duvida a mais importante, causando morbidade e mortalidade significativas em todo o
mundo (SUNG et al., 2021).

Varios estudos investigaram a contribuicdo dos gendtipos de HPV entre os
casos de cancer cervical na populacao brasileira, onde relataram que o HPV16 e 18
como o HPV mais frequente Tipos, seguido por HPV 31, enquanto os HPV16, HPV31,
HPV33 e HPV58 s&o os gendtipos de HPV mais comuns encontrados em amostras
cervicais do Nordeste do Brasil. (GURGEL,2013). Dados epidemiolégicos mostraram
que HPV16 e HPV18 sao responsaveis por 70% dos casos de invasivo de cancer
cervical em todo o mundo (SANJOSE,2010).
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As lesdes intra-epiteliais escamosas do colo do utero sdo comprovadamente
precursoras do cancer cervical. Varios exames sao utilizados na avaliagdo e
diagnosticos dessas lesdes. Dentre eles, destacam-se a citologia, colposcopia e o
histopatologico (SARIAN et al.,, 2010). Para classificar as lesbes pré-cancerosas,
atualmente, pode-se utilizar uma associagao entre o Sistema Bethesda, 2014 e a
classificagdo de Richard 1967, que relaciona lesao intra-epitelial escamosa de baixo
grau (LSIL) com neoplasia intra- epitelial cervical (NIC 1) e infecgdo por HPV, e lesédo
intra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL) com NIC Il e NIC 1lIl (SOLOMON, 2015).

Existem varios fatores de risco que podem contribuir para a ocorréncia do
cancer de colo de utero. Dentre eles, os mais relevantes sao: o inicio precoce da
atividade sexual, multiplicidade de parceiros sexuais, paridade, tabagismo, higiene
intima inadequada, imunossupressao, infecgoes sexualmente transmissiveis,
deficiéncias nutricionais e o uso prolongado de contraceptivos orais (INCA,2016).
Porém, o principal precursor do cancer cervical consiste na infeccéo pelo HPV (INCA,
2016; STIVAL et al., 2005).

Os infectados pelo HPV e a maioria desses com infecgdes assintomaticas e
transitorias, tornando-se completamente indetectavel dentro do periodo de um a dois
anos, mas a infecgao persistente pelo virus favorece o desenvolvimento de lesées
pré-cancerosas e, posteriormente, da neoplasia (ANDRADE et al., 2014).

O Ministério da saude preconiza que toda mulher entre 25 e 64 anos de idade
OuU que ja iniciou sua vida sexual, deve se submeter ao exame preventivo, com
periodicidade anual, inicialmente. Apds dois exames consecutivos com resultados
negativos para displasia ou neoplasia do colo do utero, este adquire periodicidade
trianual. Apos resultado negativo, o risco cumulativo de desenvolver a referida
patologia € bastante reduzido, mantendo tal redugdo nos cinco anos subsequentes
(INCA, 2020).

O diagnéstico oncolégico utiliza diversos parametros, entre eles, a avaliagao
clinica e a histopatoldgica. Na avaliagao clinica, as evidéncias surgem por meio de
exame fisico, exames de imagem, endoscopia, dosagem sorolégica de marcadores
tumorais e outros exames relevantes e primordiais, como a analise histopatolégica,
também conhecida como anatomopatolégico (ANDRADE, 2018).

A analise histopatologica é considerada o padrdo-ouro para o diagnostico
confirmatério de tumor maligno, a avaliagdo de progndstico e o direcionamento

terapéutico para muitos tumores (QUEIROZ et al., 2015). Esse diagndstico consiste
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em uma avaliagdo macro e microscépica da pecga cirurgica e/ou bidpsia. A analise
macroscopica é a avaliagdo da peca anatdbmica, como cor, tamanho e aparéncia da
regido, enquanto a microscopica utiliza escores estabelecidos para averiguar os
diversos aspectos anatomopatolégicos anormais, avaliar a origem histolégica do
tumor, podendo classifica-lo como tumor epitelial, mesenquimal e/ou embrionario,
além de possibilitar a realizagao da avaliagéo de expressao de proteinas teciduais por
meio da imuno-histoquimica (SILVA, 2013).

O histopatolégico consiste no diagndstico definitivo para as lesdes cervicais. A
lesao inicial é biopsiada, dirigida pela colposcopia, que muitas vezes também serve
como terapéutica. Mesmo o exame histopatolégico sendo considerado padrao-ouro,
ha possibilidade de resultados falso-negativos se a les&o for biopsiada em local menos
representativo (PESSINI; SILVEIRA, 2004). Nas imagens abaixo (Figura 1), podemos
visualizar a andlise histologica (HE) e a evolugéo das lesdes cervicais nas pacientes

desse estudo.

Figura 1 — Analise h|stolog|ca (HE) e a evolugao das lesbes cervicais.
e, () i 3
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Fonte: O autor (2022).
(A) Cervicite. (B) NIC I. (C) NIC II. (D) NIC  IL (E)
Carcinoma in situ.  (F) Adenocarcinoma

Métodos

Trata-se de um estudo descritivo e retrospectivo transversal, com amostras
provenientes das pacientes do Setor de Ginecologia e Patologia do Hospital Sdo
Marcos em Teresina — Piaui.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Pernambuco (UFPE) e do Hospital Sdo Marcos (CAAE: 17068913.6.3002.5584).

Todas as pacientes envolvidas foram devidamente esclarecidas sobre os
objetivos da pesquisa e somente foram incluidas depois que concordaram em
participar e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (resolugéo 466/12).

Retrospectivamente foram avaliados 206 laudos histopatolégicos emitidos em
2015 e 2016 pelo hospital, onde foram selecionados 96 casos positivos do banco de
dados do Sistema de Informacgéo do Controle de Cancer de Colo Uterino — Ministério
da Saude (SISCOLO).

Foram coletados do SISCOLO informagdes como idade das pacientes, periodo
da realizagcéo do exame e resultado histopatolégico da bidpsia, e foram coletadas 49
amostras de pacientes submetidas a colposcopia com bidpsia direta de utero e de
coletas no setor de Ginecologia entre dezembro de 2016 e janeiro de 2017. Onde o
material biopsiado foi fixado em formol a 10% e processado para estudo histolégico
de rotina. Dos blocos de parafina foram realizados cortes histolégicos com 5 um de
espessura, os quais foram corados pela hematoxilina-eosina e examinados na rotina
do Servico de Bidpsias do Departamento de Patologia do Hospital Sdo Marcos.
Posteriormente, foram examinadas por um médico patologista, com padronizagéo do
laudo e levando-se em consideragéo: a amostragem (somente ectocérvice, somente
endocérvice ou zona de transformacgéao); presencga de infiltrado inflamatério na lamina
propria e sua avaliagao semiquantitativa; presenga de neoplasias intra-epiteliais ou
invasoras; presencga do efeito citopatico do HPV (células paraceratéticas, escamas
anucleadas, coilocitose, atipia nuclear e anisocitose) e presenca de outros agentes
especificos. Utilizando a nomenclatura da Organizagdo Mundial de Saude (OMS).
Essa nomenclatura classifica as alteracdes histopatoldgicas cervicais em neoplasias
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intraepiteliais cervicais (NIC) nos graus leve (NIC I), moderado (NIC Il), acentuado
(NIC 111) e carcinoma invasor (SCULLY, et al., 1994). Os dados das pacientes foram
coletados através de um questionario sécio-econdmico padronizado, e analisado
juntamente com os laudos histopatologicos das mesmas.

Para as analises estatisticas, utilizou-se o programa Prisma Versao 5.0 e para
a andlise da associagao entre as variaveis e o diagnéstico histopatoldgico foram
calculados os OddsRatio com intervalo de confianga de 95% no teste de Fisher e T.
As variaveis estudadas foram: origem da paciente, idade, laudo histopatolégico,
numero de parceiros sexuais, menarca, coitarca, etilismo uso de contraceptivo
hormonal. Os diagnésticos foram divididos em trés grupos: HPV / NIC 1, NIC 2 / NIC
3, cancer invasor/adenocarcinoma e cervicite. O grupo HPV / NIC 1 foi usado como

referéncia para a analise.
Resultados

Retrospectivamente foram avaliados 206 laudos histopatolégicos emitidos em
2015 e 2016 pelo setor de Patologia do hospital Sdo Marcos, e destes foram
selecionados 96 blocos histopatologicos dos casos positivos. No grafico 1 estao
estratificados esses casos de acordo com o resultado de seus laudos em: NIC | 8
casos (8,51%), NIC Il 11 casos (11,70%), NIC Il 34 casos (36,17%), Carcinoma
invasor/Adenocarcinoma 33 casos (35,11%) e Carcinoma Microinvasor 8 casos
(8,51%).

Grafico 1 — Laudos histopatolégicos
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Fonte: O autor (2022).



50

As maiores porcentagens nas prevaléncias entre as pacientes com laudos
positivos ficaram entre 31 a 40 anos (24,47%), 41 a 50 (27,66%) e acima de 60 anos
(25,53%). O grafico 2 demonstra a correlagdo entre os laudos histopatoldgicos e a

idade das pacientes.

Grafico 2 —Laudosx idade.
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Fonte: O autor (2022).

A média de idade das pacientes pertencentes a este estudo foi de 49 anos,
variando de 21 a 85 anos. Sendo estes, 57 (60,64%) vindas do interior do estado e 37
(39,33%) da capital Teresina.

O grafico 3 demonstra a correlagao entre os laudos histopatoldgicos e a origem

das pacientes.

Grafico 3 — Origem x laudo
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Fonte: O autor (2022).

Nessa parte do estudo, onde foram coletadas 49 amostras de pacientes
submetidas a colposcopia com biopsia direta de utero e depois a um questionario
socioecondmico, na qual a média de idade entre elas foi de 40 anos, variando entre
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21 e 85 anos. Sendo estas, 37 (77,1%) oriundas do interior do estado e 11 (22,9%) da
capital Teresina. No grafico 4 mostra a associagéo da origem das pacientes x resultado

dos laudos histopatologicos.

Grafico 4 — Origem x laudos
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Fonte: O autor (2022).

No grafico 5 estdo estratificados esses casos de acordo com o resultado de
seus laudos em: Cervicite 25 casos (52,08%), NIC I/HPV 17 casos (35,42%), NIC 11 1
caso (2,08%), NIC 1ll 1 caso (2,08%), Carcinoma invasor/Adenocarcinoma 8 casos
(8,34%).

Grafico 5 — Laudos histopatolégicos
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Fonte: O autor (2022).

As maiores porcentagens nas prevaléncias entre as pacientes com cervicite e
laudos positivos ficaram entre 21 a 30 anos (22,4%), 31 a 40 (32,7%) e de 41 a 50
anos (30,6%). O grafico 6 demonstra a correlagédo entre os laudos histopatolégicos x

idade das pacientes.
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Gréafico 6 — Laudos x idade
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Fonte: O autor (2022).

Em relagdo ao etilismo entre as pacientes, 34,7% faziam o uso regular de
bebida e 65,3 % nao faziam uso de qualquer tipo de bebida. O grafico 7 demonstra a

correlacdo entre o etilismo x laudos histopatologicos.

Gréafico 7 — Etilismo x laudos
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Fonte: O autor (2022).

A mediana das pacientes no estudo para a menarca foi de 13 anos (11-23) e

para a coitarca de 17 anos (13-30).
Quanto ao numero de parceiros sexuais, os dados se distribuem assim: com

um unico parceiro temos 13 com lesdes e 14 normais e com mais de um parceiro,
temos 10 com lesdes e 12 normais. O grafico 9 faz a associagcado entre o numero de

parceiros sexuais x os laudos histopatoldgicos.

Discussao
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Dados sobre incidéncia do cancer cervical sdo importantes para definir
prioridades de programas estratégicos de prevengao e tratamento, subsidiar gestores
em saude no direcionamento de investimento e alocagao de recursos, e definir metas
e avaliar resultados. Este estudo buscou tragar o perfil histopatologico das lesdes
intra-epiteliais escamosas e invasivas em mulheres atendidas no Hospital Sdo Marcos
em Teresina-Piaui. Um aspecto facilitador encontrado pela pesquisa foi a
centralizagdo dos tratamentos oncolégicos e dos diagnosticos ser no préprio hospital.

Na parte retrospectiva do estudo aponta para o fato de que, neste periodo dos
96 laudos histopatologicos selecionados e analisados, 75 destas apresentava
positividade para NIC Il (36,17%), e Carcinoma
invasivo/Adenocarcinoma/microinvasor(43,62%), ou seja, lesdes mais avangadas.
Concordando com estes dados, Zhou et al., também identificaram o carcinoma
escamoso como o mais frequente na populacao estudada (86%), seguido do
adenocarcinoma (10,6%) e carcinoma adenoescamoso (3,4%). Estes autores também
demonstraram que grande parte das mulheres com adenocarcinoma e carcinoma
adenoescamoso possuiam grau histolégico bem diferenciado, enquanto os tumores
com diagnéstico de carcinoma escamoso possuiam grau de diferenciagdo moderado
e indiferenciado, revelando, através de analises univariadas e multivariadas, que o
grau histoldgico pode interferir no prognéstico de mulheres com carcinoma escamoso.

A maior incidéncia de cancer de colo do utero acomete mulheres com idades
entre 40 e 50 anos, sendo menos frequentes antes dos 30 anos, 0 que se deve ao
longo periodo da infeccdo viral pelo HPV no inicio das atividades sexuais até o
aparecimento do cancer (INCA, 2016). Essa situacao também é encontrada neste
estudo, em que 71,28% das pacientes acima dos 50 anos foram afetadas por lesdes
invasoras.

Mulheres com céancer cervical apresentam, em sua grande maioria, segundo
dados epidemioldgicos da literatura, idade entre 40 e 50 anos, marcando o fim da vida
reprodutiva, cor ndo branca, baixo grau de escolaridade e ocupacado do lar,
evidenciando que a alta prevaléncia da doenca esta associada as condi¢cdes de vida
da populacéo, acesso aos servigos publicos de saude e qualidade da assisténcia a
saude da mulher. (RANGEL et al., 2015)

No presente estudo, observou-se uma média de idade para o diagndstico de

50,65 anos. Resultado similar foi encontrado por um estudo realizado em Sao Paulo,
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por Thuleret al., que avaliando as caracteristicas sociodemograficas de mulheres com
cancer de colo do utero no Brasil, evidenciou uma média de idade de 49,2 anos.

Thuleret al., analisando os fatores determinantes do diagndstico em estadio
avancado em mulheres com cancer de colo do utero no Brasil, evidenciou um média
de idade de 52,4+14,1 e estabeleceu uma relagcdo de que mulheres com idade entre
30 e 39 anos teriam 10% maior chance de desenvolver doenga avangada,
aumentando gradativamente até 2 vezes para a faixa etaria de 60 anos ou mais,
concluindo, portanto, que a idade € um dos principais preditores de doenga moderada
e avangada.

Enquanto a infecgao pelo HPV diminui com a idade, a incidéncia de cancer
aumenta, sugerindo a persisténcia da infecgédo pelo HPV produza lesdes de alto grau
(FREITAS et al.,2006).

Fazendo uma correlagédo entre os laudos histopatoldgicos versus a idade das
pacientes, através do Test T, obteve-se um p-valor de 0,07, um valor quase que
significativo e o Teste Fisher para os laudos histopatolégicos versus procedéncia das
pacientes, com uma Odds de 2,59, que apresenta uma tendéncia maior ao risco de
desenvolver tumores avangados em mulheres mais velhas, justamente pelo tempo de
desenvolvimento.

Nas 49 amostras coletadas, teve como suas maiores proporgcdes dos
resultados dos laudos histopatoldgicos, 35,42% de casos com NIC I/HPV e 52,8% das
suas amostras apenas com cervicite. Sendo estas com média de idade igual a 42 anos
para as pacientes normais e de 37 anos para as pacientes com lesdo. Outro fato
interessante, € que mais de 50% dessas pacientes foram diagnosticadas com HPV
em seus laudos histopatolégicos, somente com a anadlise histolégica. Fato
interessante, pois s6 podemos sugerir a presenga do virus pelo seu efeito citopatico
(coilocitose) e somente confirmar que ha infeccao por ele, através de diagndstico
molecular para detectar sua presenca.

A maioria das pacientes continua sendo oriundas do interior do estado (77,1%)
e na correlagdo de procedéncia versus laudos histopatolégicos, tanto pacientes
normais e com lesdes também, em sua maioria, vem do interior. O Test T das idades
versus laudos histopatolégicos, mostrou um p-valor de 0,08, valor este semelhante a
outra parte do estudo (p-valor 0,07).

Na associagao dos dados de etilismo versus laudos histopatolégicos obteve-se

um p-valor 0,5 apesar de 65,3% dessas pacientes nao fazer o uso de qualquer tipo de
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bebida alcodlica, estas apresentaram maior propor¢ao de positividade para lesées nos
laudos histopatologicos, o que vai contra o que esta na literatura. Pois 0 consumo de
alcool, tanto moderado como em excesso, tem sido associado a varios tipos de cancer
(MU,2016).

Os dados mostraram que as pacientes tiveram mediana para coitarca de 17
anos (13-30), e na associagcdo entre a coitarca versus laudos histopatolégicos, o
resultado foi significativo em relag&o a literatura, com um P valor de 0,05, mostrando
que quanto mais cedo inicia a vida sexual, maiores as chances de surgimento de
lesdes cervicais. Embora a maior porcentagem estava presente nas pacientes com
apenas cervicite nos laudos.

Quanto ao numero de parceiros sexuais, as maiores proporgdes ficaram nas
pacientes que possuia apenas um parceiro sexual, tanto nas com laudos
histopatolégicos normais e com lesao.

E estabelecido que um rastreio organizado de base populacional e tratamento
das lesdes precursoras detectadas pode diminuir a mortalidade da doenga em 80%.
Pois o cancer cervical progride relativamente lento, e leva anos ou mesmo décadas
de um incidente de infecgao por HPV infecgao para desenvolver um cancer invasivo
(LORENZI et al.,2015).

O cancer do colo uterino € uma das neoplasias com maior chance de cura
quando diagnosticado precocemente. E extremamente importante que o rastreamento
ocorra com ampla cobertura e de forma regular para que sua efetividade e os efeitos
sobre a populagdao possam ser detectados (EDDY,1990). Nesse sentido, torna se
possivel reduzir a incidéncia dos casos invasores e, especialmente nas mais idosas,
obter uma menor proporgcdo de casos com estadio localmente avancado. Estudo de
perfis cito e histopatolégico, bem como infectivos determinando o tipo de HPV podem

ser muito uteis na deliberagéao metodologica aplicada em programas de rastreio.

Conclusao

Nesta pesquisa, observou-se o perfil clinico e epidemiolégico de pacientes
assistidas no setor de ginecologia do Hospital Sdo Marcos, em Teresina-Pl, que
permitiu estabelecer semelhangas com estudos realizados em outras regides do pais.

Os resultados encontrados evidenciam a necessidade de investimentos na

deteccao precoce e na adogao de medidas educativas no sentido de promover agdes
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que conscientizem a populagdo quanto a importancia do cuidado com a saude.
Constata-se, que a falta de instrugdo das pacientes esta associada diretamente ao
nivel socioeconémico, fator de risco para o cancer de colo do utero. A desinformacao
leva essas mulheres a ndo dar a devida importancia do exame preventivo, resultando
em diminuigdo nas taxas de cobertura dos programas de rastreio e tratamento.

O rastreio de lesdes intraepiteliais leva a tratamento especifico evitando o
surgimento ao cancer.

A promogao e a prevencdo em saude podem ser mais bem efetivadas se a
populagao, principalmente as advindas do interior do estado, onde foram encontrados
numeros altos de carcinoma cervical, se encontrar devidamente informada e com
capacidade de compreensio sobre os riscos e os métodos de prevencéo acerca do

cancer de colo do utero.
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5.2 ARTIGO 2 — PERFIL GENOTIPICO DA INFECCAO POR PAPILOMAVIRUS
HUMANO EM MULHERES DO ESTADO DO PIAUi COM DIAGNOSTICO
HISTOPATOLOGICO DE LESAO CERVICAL INTRAEPITELIAIS DE BAIXO E ALTO
GRAU.

Introducgao

O céncer é o principal problema de saude publica no mundo e ja esta entre as
quatro principais causas de morte prematura (antes dos 70 anos de idade) na maioria
dos paises. A incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo, em
parte pelo envelhecimento, pelo crescimento populacional, como também pela
mudanca na distribuicdo e na prevaléncia dos fatores de risco de cancer,
especialmente aos associados ao desenvolvimento socioecondmico. (BRAY et al.,
2018).

O numero de casos novos de cancer do colo do utero esperados para o Brasil,
para cada ano do triénio 2020-2022, sera de 16.590, com um risco estimado de 15,43
casos a cada 100 mil mulheres (Figura 2). Sem considerar os tumores de pele nao
melanoma, o cancer do colo do utero é o segundo mais incidente nas Regides Norte
(21,20/100 mil), Nordeste (17,62/100 mil) e Centro-Oeste (15,92/100 mil). Ja na
Regido Sul (17,48/100 mil), ocupa a quarta posi¢céo e, na Regido Sudeste (12,01/100
mil), a quinta posigéo. (INCA, 2020)
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No Piaui, houve uma taxa bruta de incidéncia estimada de 23,19 casos de
cancer do colo do utero para cada 100 mil mulheres, com uma estimativa de 390 novos
casos no Estado e 110 na capital Teresina para o ano de 2020 (INCA, 2020).

Multiplas infecgbes por HPV sdo comumente encontradas em estudos
epidemiologicos moleculares (NIELSEN et al., 2008; MEJLHEDE et al., 2009;
DICKSON et al., 2013; DICKSON et al., 2014). No entanto, a importancia clinica
destes multiplos gendtipos de HPV na modulagdo do risco de lesbes intraepiteliais
escamosas (SIL) permanece controverso. Alguns estudos tém demonstrado uma
associagao entre lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL) ou leséo
intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL) em mulheres infectadas com varios tipos
de HPV (CUSCHIERI et al., 2004; DICKSON et al., 2013; DICKSON et al., 2014).

Estudos populacionais internacionais evidenciaram que o HPV 16 é o
responsavel pela maior parte dos canceres de colo do utero, depois do HPV 18. Em
conjunto, sao responsaveis por aproximadamente 70% dos casos (SIMOES, 2010).

No Brasil, estudos tém mostrado que o HPV-16 é o mais prevalente, embora
exista variagdes regionais com relagao aos diversos genotipos. Desta forma, os dados
de um local ndo podem ser generalizados para todo o pais (RABELO-SANTOS et al.,
2003; CHATURVEDI et al.,2004; BALDEZ DA SILVA et al., 2009; FREITAS et al., 2012;
PIROG et al., 2014).

O conhecimento da distribuicdo de gendtipos de HPV pode orientar na
introdugdo de vacinas profilaticas e na determinagdo da epidemiologia local de
genotipos circulantes do HPV de alto risco. Este estudo tem como objetivo determinar
o perfil genotipico da infecgdo por HPV em mulheres da Regidao Agreste e sua

associagao com a progressao da leséo e cancer cervical.

Metodologia

Populagéo investigada

Foram avaliadas as fichas de diagndsticos histopatoldgicos de biopsias do colo
uterino obtidas por colposcopia ou por conizagdo, no banco de dados do Sistema de
Informagao do Controle de Cancer de Colo Uterino — Ministério da Saude (SISCOLO)
entre 2015 e 2016, onde foram selecionados 120 casos positivos com diagndsticos de

lesdes intraepiteliais escamosas ou invasivas e 4 casos negativos para lesao, de
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pacientes apresentando apenas cervicite, sendo resgatados do arquivo no Laboratorio
de Anatomia Patolégica do Hospital Sdo Marcos, em Teresina, Piaui, Brasil. Foram
excluidos os casos para os quais nao foi possivel localizar os blocos.

O total de 120 casos resgatados foram divididos, conforme diagndstico
histopatolégico: NIC I/HPV, NIC IlI, NIC Ill, Carcinoma invasor, Adenocarcinoma e
Cervicite. Foram coletados dos prontuarios das pacientes, informagdes como idade,
cidade de origem, grau de instrugdo, numero de gestagdes, periodo da realizagdo do

exame e resultado da citologia e do histopatoldgico.

Genotipagem parao HPV

Os produtos purificados apdés amplificacdo foram  sequenciados
bidireccionalmente utilizando-se o kit BigDye Terminator v3.1 CycleSequencing
(Applied Biosystems, USA), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os iniciadores
utilizados para o sequenciamento foram os mesmos empregados na amplificagao
(ITS1 e ITS4). Areacao de sequenciamento foi realizada em uma placa de 96 pogos,
cada um contendo um produto de PCR purificado, o mix de reagcédo e apenas um dos
iniciadores. O volume final em cada pogo da placa foi de 10 yL no qual continha 20—
40 ng de DNA (2 uL de DNA), 0.5 uL de pré-mix BigDye, 1,75 pyL de tampéao de
sequenciamento, 4,75 yL de agua ultrapura e 1 pL de iniciador a 5 pmol/uL.
Posteriormente, a placa preparada foi ciclada num termocicladorVeriti (Applied
Biosystems, USA), em 40 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15 segundos a 50°C e 4
minutos a 60°C.

Apos a ciclagem, os produtos da reagéo de sequenciamento foram precipitados
a fimde eliminar o excesso de iniciadores, sais, ANTPs e ddNTPs n&o incorporados. A
cada pogo da placa foram adicionados 1,0 uL de EDTA 125 mM e 1,0 uL de acetato
de sédio 3 M. Em seguida, 25 uL de etanol absoluto foram adicionados a cada pogo
da placa de sequenciamento, sendo esta vedada, homogeneizada e incubada por 15
minutos ao abrigo da luz em temperatura ambiente. Apds a incubagao, a placa foi
centrifugada por 40 minutos a 3700 rpm e 20°C. Nesta etapa ocorreu a precipitagao
das moléculas de DNA. Apés a centrifugacéo, o etanol foi descartado e os pellets
lavados com 35 L de etanol 70% e a placa novamente homogeneizada e centrifugada
por 15 minutos a 3700 rpm e 4°C. O etanol foi outra vez descartado por inverséo e o

excesso retirado por evaporagao a 95°C.
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ApoOs a precipitacdo, as amostras foram ressuspendidas em 10 pL de
formamida HiDi (Applied Biosystems, USA). A placa foi vedada com uma septa
especifica para separacao eletroforética em capilar. O sequenciamento foi realizado
por separagao eletroforética em capilar em um sequenciador modelo ABI 3500
GeneticAnalizer (Applied Biosystems).

Os dados do sequenciamento foram coletados com o software Data Collection
(Applied Biosystems). Apds a coleta, os dados passaram por uma inspegdo de
qualidade por meio do SequencingAnalysis Software (Applied Biosystems).

Aedicao e analise manual das sequéncias foram realizadas no Staden Package
4.1.4(Gene Codes Corporation, EUA). A sequéncia gerada por cada um dos
iniciadores utilizados no sequenciamento de um dado fragmento de DNA foi analisada,
a principio separadamente e, em seguida, agrupada com as demais sequéncias do
mesmo fragmento, a fim de gerar o contig ou sequéncia consenso. A partir de entéo,
as sequéncias foram investigadas quanto a sua composi¢ao de bases. Apos edicao
completa dos contigs, estes foram submetidos ao BLAST na base de dados do
GenBank através da pagina web do NCBI a fim de investigar a correspondéncia na

identificacdo das espécies.

Analises estatisticas

Os dados foram analisados descritivamente por meio de frequéncias absolutas
e percentuais. Para avaliar associacao entre duas variaveis categoricas foi utilizado o
teste Qui-quadrado de Pearson, o teste Exato de Fisher quando a condicao para
utilizacdo do teste Qui-quadrado nado foi verificada e o teste da Razido de
Verossimilhanga quando nao foi possivel se obter os resultados do teste Exato de
Fisher devido a extrapolacdo da capacidade computacional. O nivel de significancia
utilizado na deciséo dos testes estatisticos foi de 5%.

Os dados foram digitados na planilha EXCEL e o programa utilizado para

obtencao dos calculos estatisticos foi o IMB SPSS na versao 25.

Aspectos éticos da pesquisa

O presente trabalho foi apresentado sob o CAAE n°:17068913.6.3002.5584 ao

Comité de Etica em Pesquisa/Centro de Ciéncias da Satude/Universidade Federal de
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Pernambuco (CEP/CCS/UFPE) e também ao Comité de Etica em Pesquisa da
Associagcao Piauiense de Combate ao Cancer, obedecendo integralmente os

principios éticos estabelecidos na resolugéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude
(CNS).

Resultados

Na Tabela 1 se apresenta os resultados relativos as caracteristicas
sociodemograficas do grupo pesquisado. Desta tabela pode ser verificado que o
menor percentual correspondeu a faixa mais de 60 anos com 19,5% das participantes
e 0s percentuais das outras duas faixas etarias variaram de 39,1% a 41,4%; mais da
metade: tinha ensino fundamental (53,9%) e os percentuais das outras categorias
variaram de 12,5% a 18,0%; nao tinham filhos (54,7%), seguido de 30,5% que tinham
trés ou mais filhos e os 14,8% tinham de um a dois filhos; a maioria (66,4%) era

procedente do interior e os 33,6% da capital Teresina.

Tabela 1 — Caracteristicas sociodemograficos

Variavel n (%)

Total 128 (100,0)

Faixa etdria (anos)

212340 50 (39,1)
41 a 60 53 (41,4)
Mais de 60 25 (19,5)

Escolaridade

Analfabeta 16 (12,5)
Ensino fundamental 69 (53,9)
Ensino médio 20 (15,6)
Ensino superior 23 (18,0)
Filhos

Nenhum 70 (54,7)
Até 2 filhos 19 (14,8)

Trés ou mais 39 (30,5)
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Procedéncia
Capital 43 (33,6)
Interior 85 (66,4)

Fonte: O autor (2023).

Na Tabela 2, apresenta os resultados dos exames citologicos e histopatologicos
onde se ressalta que: a maioria (62,5%) foi classificada com citologia inflamatoria,
seguida dos que tinham HSIL (15,6%), carcinoma/adeno (11,7%) e as outras trés
categorias tiveram percentuais que variaram de 0,8% a 7,0%; as duas categorias mais
prevalentes do exame histopatologico NIC 1I/NIC Il (35,2%) e carcinoma (30,5%), a
menos prevalente foi adeno (3,9%) e as outras duas categorias listadas tiveram

percentuais de 14,1% a 16,4%.

Tabela 2 — Resultados da citologia e histopatolégico

Variavel n (%)
Total 128(100,0)
Citologia

Normal 1(0,8)
Inflamatério 80 (62,5)
LSIL 9(7,0)
HSIL 20 (15,6)
Carcinoma/adeno 15 (11,7)
Ascus/asch 3(2,3)
Histopatolégico

Cervicite/metaplasia/pdlipo 21 (16,4)
NIC I/HPV 18 (14,1)
NIC II/NIC Il 45 (35,2)
Carcinoma 39 (30,5)
Adeno 5(3,9)

Fonte: O autor (2023).

Na Tabela 3 se apresenta os resultados dos exames para GP e HPV’s onde se
verifica que: a maioria (93,7%) correspondendo a 120 pacientes foi positivo no exame
GP e entre estes as maiores prevaléncias de HPV foram: HPV33 (68,3%), HVP16
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(45,8%), HPV11 (9,2%), HPV11 (5,0%) e os percentuais dos outros 9 HPV’s variaram

de 0,8% a 3,3%.

Tabela 3 — Resultados dos exames para HPV

Variavel Positivo Negativo Total ™
n (%) n (%) n (%)
GP 120 (93,7) 8 (6,3) 128 (100,0)
HPV33 82 (68,3) 38 (31,7) 120 (100,0)
HPV16 55 (45,8) 65 (54,2) 120 (100,0)
HPV18 11 (9,2) 109 (90,8) 120 (100,0)
Os percentuais foram obtidos com base nos 120 com GP positivos.

HPV11 6 (5,0) 114 (95,0) 120 (100,0)
HPV31 4 (3,3) 116 (96,7) 120 (100,0)
HPV6 4 (3,3) 116 (96,7) 120 (100,0)
HPV9 4 (3,3) 116 (96,7) 120 (100,0)
HPV58 2(1,7) 118 (98,3) 120 (100,0)
HPV45 2(1,7) 118 (98,3) 120 (100,0)
HPV73 1(0,8) 119 (99,2) 120 (100,0)
HPV83 1(0,8) 119 (99,2) 120 (100,0)
HPV52 1(0,8) 119 (99,2) 120 (100,0)
HPV59 1(0,8) 119 (99,2) 120 (100,0)

Fonte: O autor (2023).

A deteccdo do DNA do HPV se deu através da técnica de PCR utilizando

primers especificos (MY 09/11) para a regido conservada do gene L1, gerando

fragmentos de aproximadamente 450 pb. A Figura 1 mostra o resultado desta reacao.

Figura 1 — Eletroforese do produto da PCR com primers MY 09/11 em gel de agarose 1% corado com

brometo de etideo.
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9 10 11 12 13 C- C+ Ladder

14 C- C+ Ladder

Fonte: O autor (2023).
M: marcador 50 pb; C-: Controle negativo; C+: controle positivo; 7, 8 e 12: amostras de tecido cervical
positivas para HPV; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11 e 14: amostras de tecido cervical negativas para HPV.

As amostras negativas na reacao de PCR utilizando os primers MY09/11 foram
submetidas a uma nested PCR com primers GP 5/6, o qual também amplifica regiao
conservada do gene L1 gerando fragmentos com 150 pb. O produto desta reacéo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1%. A Figura 2 mostra o resultado desta

reacao.

Figura 2 — Eletroforese do produto da PCR com primers GP 5/6 em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo.



67

9 10 11 12 13 C- C+ Ladder

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 C+ Ladder

Fonte: O autor (2023).
M: marcador 50 pb; C-: Controle negativo; C+: controle positivo; 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14,
16, 18, 20, 21, 22, 23: amostras de tecido cervical positivas para HPV; 1, 2, 4, 5, 12, 15, 17, 19:
amostras e tecido cervical negativas para HPV.

Na Figura 3, estdo os eletroesferogramas obtidos no sequenciamento dos

fragmentos gerados pela PCR.

Figura 3 —Eletroesferogramas obtidos no sequenciamento dos fragmentos gerados pela PCR.
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Fonte: O autor (2023).
A: eletroesferograma de uma sequéncia de HPV 16. B: eletroesferograma de uma sequéncia de HPV
33.

A Tabela 4 mostra que: mais da metade (53,3%) dos pacientes foi diagnosticada
com um sorotipo de HPV, seguida de 41,7% com dois HPV’s e os que sem HPV’s,
com trés e com 4 HPV'’s variaram de 0,8% a 2,5%; no estudo das infecgbes cruzadas
as maiores frequéncias corresponderam aos que diagnosticados somente com HPV
(30,8%), HPV16 + HPV33 (28,3%), somente HPV16 (9,2%).

Tabela 4 — Resultados das coinfecgbes pelo HPV entre os 120 que apresentaram GP positivo

Resultados do HPV n (%)
Numero de HPV’s positivos
Nenhum 3(2,5)
Um 64 (53,3)
Dois 50 (41,7)
Trés 2(1,7)
4 1(0,8)
Relacao dos HPV’s positivos
Nenhum 3(2,5)
Somente HVP33 37 (30,8)
Somente HPV16 11 (9,2)
Somente HPV11 6 (5,0)
Somente HPV6 4 (3,3)
Somente HPV18 3(2,5)
Somente HPV73 1(0,8)
Somente HPV52 1(0,8)
Somente HPV59 1(0,8)



HPV16 + HPV33

HPV33 + HPV18

HPV33 + HPV31

HPV16 + HPV9

HPV16 + HPV18

HPV16 + HPV58

HPV16 + HPV45

HPV33 + HPV58

HPV16 + HPV33 + HPV18

HPV16 + HPV33 + HPV45

HPV16 + HPV18 + HPV9 + HPV83

Total

120 (100,0)
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Fonte: O autor (2023).

A Tabela 5, mostra associacéo significativa entre os resultados do HPV16 com

os dados histopatologicos e para a referida variavel se evidencia que: 4 dos 5

pacientes com adeno foram positivos para HPV16, entre os casos com carcinoma o
percentual com HPV foi 63,2%, seguido de NIC II/NIC 1l (41,5%) foi menos elevado

cervicite/metaplasia/pdlipo (20,0%) e 37,5% entre os casos com NIC I[/HPV.

Tabela 5 — Avaliagdo do HPV 16, segundo os resultados da citologia e histopatolégico

HPV 16
Variavel Positivo Negativo Total Valor p
n (%) n (%) n (%)
Citologia p™=0,408
Normal 0(0,0) 1(100,0) 1(100,0)
Inflamatério 34 (45,3) 41 (54,7) 75 (100,0)
LSIL 4 (50,0) 4 (50,0) 8 (100,0)
HSIL 8 (42,1) 11 (57,9) 19 (100,0)
Carcinoma/adeno 9 (64,3) 5(35,7) 14 (100,0)
Ascus/asch 0 (0,0) 3(100,0) 3 (100,0)
Histopatoldgico p (" =0,009*
Cervicite/metaplasia/polipo 4 (20,0) 16 (80,0) 20 (100,0)
NIC I/HPV 6 (37,5) 10 (62,5) 16 (100,0)
NIC II/NIC 1l 17 (41,5) 24 (58,5) 41 (100,0)
Carcinoma 24 (63,2) 14 (36,8) 38 (100,0)
Adeno 4 (80,0) 1(20,0) 5(100,0)
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Grupo total

55 (45,8)

65 (54,2)

120 (100,0)

(*) Associagao significativa a 5%

(1) Pelo teste Exato de Fisher.

Fonte: O autor (2023).

A Tabela 6, mostra associacdo significativa entre os resultados do HPV18 com

os dados histopatolégicos e para a referida variavel se evidencia que: um dos 5

pacientes com adeno foi positivo para HPV18, o percentual foi nulo entre os pacientes

com NIC II/NIC lll, foi 6,2% nos casos com NIC I/HPV e este percentual variou de

13,2% a 20,0% nas outras duas categorias do exame histopatoldgico.

Tabela 6 — Avaliagcdo do HPV 18, segundo os resultados da citologia e histopatolégico

HPV 18
Variavel Positivo Negativo Total Valor p
n (%) n (%) n (%)
Citologia p™=0,488
Normal 0 (0,0) 1(100,0) 1(100,0)
Inflamatério 9(12,0) 66 (88,0) 75 (100,0)
LSIL 0 (0,0) 8 (100,0) 8 (100,0)
HSIL 0 (0,0) 19 (100,0) 19 (100,0)
Carcinoma/adeno 2 (14,3) 12 (85,7) 14 (100,0)
Ascus/asch 0 (0,0) 3 (100,0) 3(100,0)
Histopatologico p™=0,021*
Cervicite/metaplasia/polipo 4 (20,0) 16 (80,0) 20 (100,0)
NIC I/HPV 1(6,3) 15 (93,8) 16 (100,0)
NIC II/NIC 1lI - 41 (100,0) 41 (100,0)
Carcinoma 5(13,2) 33 (86,8) 38 (100,0)
Adeno 1(20,0) 4 (80,0) 5 (100,0)
Grupo total 11 (9,2) 109 (90,8) 120 (100,0)

(*) Associagao significativa a 5%

(1) Pelo teste Exato de Fisher.

Fonte: O autor (2023).
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Na Tabela 7, foi verificada associagao significativa entre os resultados do HPV
33 com escolaridade e numero de filhos e para as referidas variaveis se destaca que
o percentual de casos positivos para HPV33 foi: menos elevado (13,6%) entre os que
tinham escolaridade com ensino superior, mais elevado entre os que tinham ensino
fundamental (83,8%) e foi 66,7% entre os que tinham ensino médio; foi menos
elevado entre os que tinham dois filhos (35,3%) e variou de 71,8% a 75,0% entre os

que nao tinham filhos ou tinham 3 ou mais filhos.

Tabela 7 — Avaliagdo do HPV 33, segundo os dados sociodemograficos

HPV 33
Variavel Positivo Negativo Total Valor p
n (%) n (%) n (%)
Faixa etaria (anos) p™"=0,433
21a40 31 (64,6) 17 (35,4) 48 (100,0)
41 a60 32 (66,7) 16 (33,3) 48 (100,0)
Mais de 60 19 (79,2) 5(20,8) 24 (100,0)
Escolaridade p W< 0,001*
Analfabeta/ Ensino
fundamental 67 (83,8) 13 (16,3) 80 (100,0)
Ensino médio 12 (66,7) 6 (33,3) 18 (100,0)
Ensino superior 3(13,6) 19 (86,4) 22 (100,0)
Filhos p ™ =0,006*
Nenhum 48 (75,0) 16 (25,0) 64 (100,0)
Até 2 filhos 6 (35,3) 11 (64,7) 17 (100,0)
Trés ou mais 28 (71,8) 11 (28,2) 39 (100,0)
Cor p™=0,267
Branca 30 (75,0) 10 (25,0) 40 (100,0)
Parda 52 (65,0) 28 (35,0) 80 (100,0)
Grupo total 82 (68,3) 38 (31,7) 120 (100,0)

(*) Associacao significativa a 5%
(1) Pelo teste Qui-quadrado Pearson.
Fonte: O autor (2023).

A Tabela 8, mostra associacao significativa entre os resultados do HPV33 com
os dados histopatoldgicos e para o referido cruzamento se enfatiza que: trés dos 5
pacientes com adeno foram positivos para HPV33, o percentual com HPV33 positivo
foi mais elevado entre os pacientes com NIC II/NIC Il (92,7%), seguido dos casos
com carcinoma (81,6%), foi menos elevado entre os foi menos elevado

cervicite/metaplasia/polipo (15,0%) e 43,8% entre os casos com NIC I[/HPV.



72

Tabela 8 — Avaliagdo do HPV 33, segundo os resultados da citologia e histopatol6gico

HPV 33
Variavel Positivo Negativo Total Valor p
n (%) n (%) n (%)
Citologia p™=0,144
Normal 0(0,0) 1(100,0) 1(100,0)
Inflamatério 48 (64,0) 27 (36,0) 75 (100,0)
LSIL 4 (50,0) 4 (50,0) 8 (100,0)
HSIL 16 (84,2) 3(15,8) 19 (100,0)
Carcinoma/adeno 11 (78,6) 3(21,4) 14 (100,0)
Ascus/asch 3 (100,0) 0(0,0) 3 (100,0)
Histopatologico p W< 0,001*
Cervicite/metaplasia/polipo 3 (15,0) 17 (85,0) 20 (100,0)
NIC I/HPV 7 (43,8) 9 (56,3) 16 (100,0)
NIC II/NIC 1l 38 (92,7) 3(7,3) 41 (100,0)
Carcinoma 31 (81,6) 7(18,4) 38 (100,0)
Adeno 3 (60,0) 2 (40,0) 5(100,0)
Grupo total 82 (68,3) 38 (31,7) 120 (100,0)

(*) Associagao significativa a 5%
(1) Pelo teste Exato de Fisher.
Fonte: O autor (2023).

Na Tabela 9, se apresentam os resultados do cruzamento entre o exame
citologico e o histologico onde se verifica associacdo significa. Desta tabela se
destaca: o unico caso com citologia normal foi diagnosticado com NIC I/HPV pelo
exame histopatoldgico; dos trés casos com Ascus/asch dois foram diagnosticados
com NIC II;NIC Ill e um com carcinoma; dos 15 casos com carcinoma/adeno a maioria
(73,3%) tinha carcinoma segundo o histopatoldgico; entre os 20 casos com HSIL a
maioria (75,0%) tinha NIC II/NIC Il e os 25,0% demais tinham carcinoma; entre os 9
casos com LSIL a maioria (66,7%) tinha NIC I/HPV, o percentual com CMP foi nulo e
os percentuais das outras trés categorias do histolégico foram iguais a 11,1%; entre
os casos com inflamatério os percentuais o tipo tipo histopatolégico adeno foi o menos
frequente com 2,5% e os percentuais das outras 4 categorias variaram de 13,8% a
32,5%.

Tabela 9 — Avaliacdo do exame Histopatolégico, segundo os resultados da citologia
Histopatolégico
CMP NIC I/HPV NIC II/NIC Carcinom Adeno Valor p
Citologia ]] a
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)




73

Normal 0(0,0) 1 (100,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) p W< 0,001*
Inflamatério 20 (25,0) 11 (13,8) 26 (32,5) 21 (26,3) 2(2,5)

LSIL 0(0,0) 6 (66,7) 1(11,1) 1(11,1) 1(11,1)

HSIL 0(0,0) 0(0,0) 15 (75,0) 5(25,0) 0(0,0)

Carcinoma/aden

o 1(6,7) 0(0,0) 1(6,7) 11 (73,3) 2(13,3)

Ascus/asch 0(0,0) 0(0,0) 2 (66,7) 1(33,3) 0(0,0)

Grupo total 21 (16,4) 18 (14,1) 45 (35,2) 39 (30,5) 5(3,9)

(*) Associagao significativa a 5%
(1) Pelo teste Razao de Verossimilhanga. CMP = Cervicite/metaplasia/polipo
Fonte: O autor (2023).

Discussao

O papel etioldgico do HPV na carcinogénese cervical ja esta bem estabelecido.
Por isso no presente estudo, foi realizada pela primeira vez, a identificacdo e
caracterizagao do HPV em mulheres com lesdes cervicais no Estado do Piaui. Os
resultados desse estudo mostraram que a prevaléncia de HPV em carcinoma cervical
foi relativamente alta, uma vez que esse virus estava presente em 30,5% (39/128) dos
casos analisados e 35,2% de NICII/NICIII (45/128), das pacientes oriundas do interior
do estado (66,4%). Levando a crer que essas pacientes tenham uma menor
acessibilidade aos programas de rastreamento do cancer do colo do utero e menor
acesso a saude, contribuindo assim para o aumento dessas lesdes cervicais mais
severas.

Nossos resultados n&o estdo em consonancia com estudos anteriores em
diversas regidoes do pais, que também descreveram proporgdes diferentes dos casos
positivos para HPV, pois na genotipagem das nossas amostras foram identificados os
seguintes sorotipos de HPV: HPV33 (68,3%), HVP16 (45,8%), HPV18 (9,2%), HPV11
(5,0%), HPV31, HPV6 e HPV9 (3,3%), HPV58 e HPV45 (1,7%), HPV73, HPV83,
HPV52 e HPV59 (0,8%). E segundo Bakiret al.(2021), a prevaléncia de HPV tipo 16 é
o tipo de HPV mais comum em todo o mundo, com prevaléncia de 2,6%. O HPV tipo
18 € o segundo tipo mais comum no mundo depois do HPV tipo 16, outros tipos de
HPV variam de acordo com a idade e as diferengas geograficas. Colpaniet al.(2020)
em sua metanalise mostra que a prevaléncia de HPV cervical de alto risco foi
ligeiramente maior na regido Nordeste com 32.82% e na regido Centro-Oeste com
31.89%, e uma prevaléncia marcadamente menor na regido Sul (21.59%), quando

comparada as demais regides do Brasil. A prevaléncia geral de HPV e a prevaléncia
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de HPV de alto risco difere ligeiramente entre as regides do Brasil. A maioria dos
estudos foram realizados nas regides Sul e Sudeste. Este era um resultado esperado,
pois estas sdo as regides altamente populosas e economicamente mais
desenvolvidas do Brasil. Alternativamente, pode ser que essas diferengas sejam reais
e possam estar relacionadas a aspectos socioecondémicos, principalmente quando
esta analise é focada na regido Nordeste, que € altamente populosa, mais pobre e
com piores indicadores gerais de saude.

Ha uma variagao na prevaléncia do HPV entre as diferentes areas geograficas
no Brasil, com prevaléncia aumentada no Nordeste e dados escassos das regides
geograficas Norte e Centro-Oeste. Como o Brasil € um pais com propor¢des
continentais e significativa diversidade socioecondmica, a epidemiologia da infec¢ao
pelo HPV no Brasil também pode ser impactada por essas variaveis.

Bruni et al.(2019), afirma que especialmente o HPV-16 e o HPV-18, sao
responsaveis por cerca de 70% dos canceres cervicais. E Liuet al.(2020), comprovou
em seu estudo no norte da China com 3134 pacientes, o HPV16 foi o gendtipo mais
dominante com 43,65% nos pacientes com exame patoldgico. Complementando essa
informacéao, de acordo com o INCA. 2020, Aproximadamente 291 milhdes de mulheres
no mundo sao portadoras do HPV, sendo que 32% estao infectadas pelos subtipos
16, 18 ou ambos. Ao contrario disso, no nosso estudo o HPV16 ficou em segundo
lugar, estando presente em 45,8% das pacientes analisadas. E em relagdo ao
histopatoldgico para a referida variavel se evidenciou que: 4 dos 5 pacientes com
adenocarcinoma foram positivos para HPV16, e entre os casos com carcinoma o
percentual com HPV foi 63,2%, seguido de NIC II/NIC 1ll (41,5%). O HPV18 estava
presente em 9,2% das pacientes, ocupando a terceira posi¢do dos gendtipos
detectados, e em relagdo ao histopatoldgico esse gendtipo estava em 13,2% das
pacientes diagnosticadas com carcinoma, 1 caso de adenocarcinoma e percentual foi
nulo entre os pacientes com NIC II/NIC .

Neste estudo de acordo com as analises citoldgicas, 62,5% eram apenas
citologia inflamatdria, ou seja, negativo para lesao intraepitelial e malignidade (NILM),
seguindo de HSIL com 15,6%, carcinoma/adeno com 11,7% e LSIL com 7%. Sendo
que todas as amostras do estudo tiveram 93,7% de positividade para algum tipo de
HPV, nos mostrando que mesmo negativas para algum tipo de lesao cervical, essas
pacientes eram positivas para HPV, provando o carater transitério da infecgao ou em

processo de evolugao neoplasica, além de uma discrepancia entre os resultados da
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citologia em comparacédo com a histopatologia das mesmas amostras. Ja no estudo
de Allyrioet al.(2008), o DNA do HPV foi encontrado em 27 (24,5%) das mulheres
citologicamente normais, sendo 21 (77,8%) infectadas por um unico tipo de HPV e 6
(22,2%) por dois tipos de virus. Ainda em relacdo a deteccdo do DNA de HPV em
citologias negativas para lesao (NILM), que dentre os tipos virais mais prevalentes,
tivemos de positividade: 45,3% para HPV16, 12,0% para HPV18 e 64,0% para HPV33.
No estudo realizado por Bakiret al.(2021), essa taxa de positividade para HPV em
mulheres com citologia cervical normal & de 11,6 a 11,7%. Relata-se que chega a
21,4% na Europa Oriental, 16,1% na América Latina e 24% na Africa Subsaariana.
[10,18,19]. Em um estudo de meta-analise conduzido pela Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) /CatalanOncologylnstitutelnformation Center, a prevaléncia de HPV em
mulheres com citologia normal foi mais alta na Africa (31.6%) e mais baixa no Sudeste
Asiatico (6.2%).

Nos verificamos que 53,3% dos pacientes estavam infectados com pelo menos
um gendtipo de HPV, seguido de 41,7% com dois HPVs e 1,7% com trés HPVs. Na
qual podemos destacar, que o maior percentual de infeccdo multipla com os gendtipos
HPV16 + HPV33 (28,3%), ambos de alto risco. Com porcentagens semelhantes, Liuet
al.(2020) mostrou a frequéncia de infeccao por um unico gendtipo de HPV foi de
55,26%, enquanto a de multiplos gendtipos foi de 34,18%. A infecgdo com dois
gendtipos diferentes foi a infecgdo multipla mais comum por HPV, onde o0 maximo de
infeccbes multiplas foram sete gendtipos. Segundo Dickson et al.(2014), alguns
estudos mostraram associagao entre a lesao intraepitelial escamosa baixa grau (LSIL)
ou as lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL) em mulheres infectadas
com varios tipos de HPV. Segundo Miranda et al.(2020), as pacientes podem ser
infectadas simultaneamente com varios tipos de HPV e a literatura tem proposto que
multiplos tipos de HPV podem atuar sinergicamente no desenvolvimento do cancer do
colo do utero. E que os tipos HPV-6 e 11 raramente estdo associados ao carcinoma
espinocelular invasivo, de modo que a detecgao desses tipos em NIC 1, 2 e 3 e
carcinoma, em nossos dados, € atribuida principalmente a co-infeccdo com HPVs de
alto risco. No estudo de Miranda et al.(2020), 211 amostras classificadas como NIC-
1, 2 e 3 foram genotipadas, no qual 90 amostras (42,7%) teve infecgéo unica por HPV,
enquanto 121 amostras (57,3%) tiveram multiplas infec¢gées por HPV. Em todas as
amostras foram identificados sete tipos de HPV, com infec¢cdes por HPV de alto risco

apresentando maior frequéncia (71,4%) em relacao as infecgbes por HPV de baixo
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risco (28,6%). Os tipos mais comumente detectados foram HPV-16 (24,6% em
infecgdo unica), HPV-8 (7,1% em infec¢ao unica) e HPV-31 (6,6% em infecgao unica).

Alarcén-Romero et al.(2022) afirma que a prevaléncia de infecgbes por HPV
difere entre os paises e pode até variar entre as regides do mesmo pais. Essa
diferenga é parcialmente influenciada pela migragdao, comportamento sexual, tipo de
lesao cervical nas mulheres amostradas e métodos diagndsticos, que tém um papel
importante. Ao longo dos anos, os meétodos diagnosticos foram aprimorados,
auxiliando na identificacao de diferentes tipos de HPVs em uma mesma paciente
(infecgdes multiplas), o que tem importante impacto na prevaléncia de HPVs em
mulheres com lesdes precursoras e cancer cervical. Ainda segundo Alarcon-Romero
et al.(2022) no estudo realizado na regido central do México, 79,2% das amostras
foram positivas para pelo menos um gendétipo de HPV, sendo o HPV-51 o gendtipo
mais prevalente, seguido pelo HPV-16. No nordeste do México, o HPV-16 foi o
gendtipo mais prevalente, seguido pelo HPV-6. No centro-sul do México, o HPV-52 foi
0 mais prevalente, seguido pelo HPV16. Da mesma forma, no nordeste do México,
59% das amostras foram positivas para pelo menos um genétipo de HPV, sendo o
HPV-16 o gendtipo mais prevalente, seguido pelo HPV-18.

Em relacdo ao HPV33, esse gendtipo ficou em primeiro na genotipagem com
68,3% das pacientes. E diagnosticados somente com HPV33 foram 30,8%, trés dos 5
pacientes com adenocarcinoma foram positivos para HPV33, e no histopatolégico, o
percentual com HPV33 positivo foi mais elevado entre os pacientes com NIC II/NIC I
(92,7%), seguido dos casos com carcinoma (81,6%). Dados coletados nos cinco
continentes mostraram que o HPV 33 é o quarto ou quinto tipo mais prevalente (SUNG
etal., 2021).

Na analise dos exames histopatoldgicos verificamos que 35,2% das pacientes
foram diagnosticadas com NIC Il/lll, seguido carcinoma escamoso 30,5% e NIC I/HPV
14,1%. De forma geral, verifica-se um percentual elevado na frequéncia de lesdes de
alto grau e invasivas, principalmente por que acometeu boa parte das pacientes na
faixa etaria a partir de 41 anos. De acordo com IARC, 2007 varios estudos
prospectivos mostraram que as mulheres que sdo HPV-positivas na linha de base tém
um maior risco de desenvolver NIC-lIl ou cancer cervical invasivo durante o
seguimento do que as mulheres com HPV-negativas. No entanto, muitos desses
estudos iniciais ndo avaliaram a carcinogenicidade especifica do tipo HPV. E de

acordo com o estudo Miranda et al. (2020), realizado em Recife, com 221 amostras,
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onde um total de 26,5% (56/211) mulheres tinham NIC-1, entre os quais HPV-16, HPV-
31, HPV-35 e HPV-18 foram os tipos mais comuns em infec¢gdes unicas, enquanto
HPV16/11, HPV16/6 e HPV18/6 foram os mais frequentes nas infecgdes multiplas.
HPV-16 e HPV-18 foram os dois tipos mais frequentes observados na NIC-2 com
infeccdo unica por HPV, enquanto HPV16/6, HPV 16/11 e HPV 16/31 foram os
gendtipos mais frequentes na NIC-2 com infecgdes multiplas. Com relagao a NIC-3,
HPV-16, HPV-18 e HPV-31 foram os mais observados em infec¢des por HPV unico,
enquanto HPV 16/6, HPV 31/6, HPV 16/11 e HPV 16/18 foram os mais detectados em
multiplas infec¢gdes por HPV. E GOMES; OLIVEIRA, 2017 em seu estudo viu que
frequéncia de teste de HPV positivo em bidpsias com resultado HSIL ou mais grave
foi de 100% e de 77% para LSIL ou inferior.

Castle et al.(2010) no seu estudo, 608 mulheres diagnosticadas com NIC3, 601
(98,8%) casos foram positivos para qualquer gendtipo de HPV e 95,4% para qualquer
HPV carcinogénico. HPV16 (59,9%), HPV31 (18,1%), HPV52 (14,8%), HPV51
(14,0%) e HPV18 (13,2%) foram os 5 gendtipos de HPV mais comuns detectados. Ja
Bruno et al.(2014) viu que a proporgao do HPV16 aumentou com a severidade das
anormalidades cito-histopatoldgicas de 13,8% (12/87) nas lesdes de baixo grau para
42,4% (14/33) nas lesdes de alto grau.

O padrao-ouro atual para avaliacao de lesdes cervicais € o exame histologico
de uma bidpsia guiada sob visdo colposcépica. Todavia, segundo Nomeliniet
al.(2012), além de suas limitagdes de ordem logistica e a sujeicdo a variabilidade
interobservador, este exame nao permite inferir sobre risco de persisténcia,
progressao ou regressao das lesdes.

O INCA (2022) afirma que além de aspectos relacionados a propria infec¢ao
pelo HPV (subtipo e carga viral, infec¢gado unica ou multipla), outros fatores ligados a
imunidade, a genética e ao comportamento sexual parecem influenciar os
mecanismos ainda incertos que determinam a regressao ou a persisténcia da infecgao
e também a progresséao para lesdes precursoras ou cancer. Desta forma, o tabagismo,
a iniciacao sexual precoce, a multiplicidade de parceiros sexuais, a multiparidade e o
uso de contraceptivos orais sao considerados fatores de risco para o desenvolvimento
de cancer do colo do utero. E a idade também interfere nesse processo, sendo que a
maioria das infec¢gdes por HPV em mulheres com menos de 30 anos regride
espontaneamente, ao passo que acima dessa idade a persisténcia € mais frequente.

No6s verificamos que mais da metade de nossas pacientes, possuiam apenas ensino
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fundamental (53,9%), e que 41,4% delas estavam na faixa etaria de 41 a 60 anos,
além de que das 30,5% das pacientes com carcinoma e 3,9% com adenocarcinoma,
1/3 delas estdo inseridas no grupo das pacientes quem tem acima de 3 filhos, fatores
estes, que contribuem para o estabelecimento do HPV no organismo.

Slovinski; Slovinski; Oliveira(2020) afirma que a baixa adesao por parte das
mulheres em maior risco para o desenvolvimento da doenga, o despreparo das
equipes de saude para o enfretamento do problema, bem como a auséncia de um
sistema de informacgdes que permita o adequado acompanhamento dessas mulheres
estdo entre os muitos desafios a serem enfrentados no rastreamento abrangente e
efetivo do CCU.

Bountriset al.(2014) afirma que combinar o teste citolégico com o teste de DNA
do HPV é uma alternativa eficaz para minorar as desvantagens de cada teste. Uma
metanalise mostrou que a sensibilidade do conjunto € maior do que a sensibilidade de
cada método individualmente.

O Ministério da Saude implementou no calendario vacinal, em 2014, a vacina
tetravalente contra o HPV para meninas e em 2017, para meninos. Esta vacina
protege contra os subtipos 6, 11, 16 e 18 do HPV (INCA, 2020). E no nosso estudo o
gendtipo HPV33 foi o mais prevalente dentre os tipos virais, estando assim as
mulheres do Piaui desprotegidas contra esse tipo viral, mesmo se vacinadas com a
vacina tetravalente.

Assim, Vaccarellaet al.(2006) afirma que o conhecimento da distribuicdo do
HPV na populagao é essencial para subsidiar o desenvolvimento de novos testes para
o HPV e para avaliar os efeitos das vacinas introduzidas nos diferentes cenarios de
ocorréncia da infecgédo. Ja Alarcon-Romero et al.(2022) relata que o conhecimento
sobre a prevaléncia e a distribuicdo genotipica do HPV no cancer cervical no Brasil,
permite o planejamento de intervengcdes mais individualizadas e eficazes de acordo
com as necessidades de cada regiao, frente a alta prevaléncia de HPV nesses
tumores e os gendtipos de HPV mais prevalentes encontrados no presente estudo, é
possivel inferir que a vacina profilatica nonavalente traria maior protecdo contra esse
tipo de cancer na poplacgéo brasileira. Entretanto, medidas educacionais, incluindo a
higiene genital, a necessidade de circuncisdo e adesao ao programa de vacinagao ja
existente certamente apresentam um impacto relevante no enfrentamento da doenca.

Ademais, é imprescindivel que sejam realizados estudos em todas as regides
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brasileiras, para que se obtenham dados mais completos sobre a distribuicdo dos
genotipos virais do HPV.

O rastreamento é uma estratégia importante na eliminagao global do cancer do
colo do utero. Enquanto a vacinagao contra o HPV visa prevenir a neoplasia do colo
do utero prevenindo a infecgao pelo HPV, o rastreamento visa detectar precocemente
lesdes pré-cancerosas do colo do utero prevalentes, como NIC de alto grau e
adenocarcinoma in situ, e trata-las de forma eficaz para prevenir o cancer invasivo e
diminuir as taxas de mortalidade por cancer do colo do utero. Portanto, continuara
sendo uma prioridade para a prevengao do cancer do colo do utero por varias
décadas.

Foi demonstrado que o gendtipo mais comumente detectado nos casos de NIC
1, NIC 2 e NIC 3 e cancer cervical foi o HPV-33, ndo entrando em concordancia, pois
segundo Bakiret al.(2021), a prevaléncia de HPV tipo 16 ¢é o tipo de HPV mais comum
em todo o mundo, com prevaléncia de 2,6%, e o HPV tipo 18 é o segundo tipo mais
comum no mundo. Além disso, coinfecgdes com o HPV-33 apresentaram maior risco
para abrigar lesbes cervicais com maior risco de NIC 2/NIC 3.Pois o percentual
encontrado com HPV33 positivo foi mais elevado entre os pacientes com NIC II/NIC

[l (92,7%), seguido dos casos com carcinoma (81,6%).

Conclusao

Observou-se uma variabilidade da distribuicdo dos diversos gendtipos de
papilomavirus humano em mulheres no estado do Piaui. Nas amostras estudadas
foram encontrados oito tipos de HPV oncogénicos de alto risco: 33, 16, 18, 31, 58, 45,
52 e 59; onde o HPV 33 foi o mais frequente, mostrando-se diferente de outras regides
do Brasil e do mundo. Encontramos o HPV 16 e o HPV 18 como o segundo e o terceiro
mais frequentes. Entretanto, os HPV 59 e 52 estavam entre os menos comuns. Os
tipos ndo oncogénicos, HPV 11, 6 e 9, foram os mais observados, enquanto os HPV
73 e 83 foram os menos frequentes.

O conhecimento da distribuicdo de gendtipos de HPV pode orientar na
introducdo de vacinas profilaticas e na determinagcao da epidemiologia local de
gendtipos circulantes do HPV de alto risco. Estudos envolvendo os gendétipos de HPV
e o risco de desenvolvimento de cancer cervical devem ser levados em consideragao

quando da elaboracéo de programas de vacinagao contra o HPV.
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6 CONCLUSAO

1. DNA de HPV foi detectado em amostras cervicais com a frequéncia de
93,7%;

2. Foram detectados oito tipos de HPV oncogénicos (alto risco): 33, 16, 18, 31,
58, 45, 52 e 59;

3. Foram detectados quatro tipos de HPV ndo oncogénicos (baixo risco): 6, 9,
73 e 83;

4. A frequéncia do HPV33 foi de 68,3% e HPV16 foi de 45,8%;

5. O HPV foi mais frequente em NICII/NICIII (35,2%);

6. Os exames histopatologicos demonstraram NIC | (neoplasia intraepitelial
cervical) em 14,1%, e NIC Il/lll em 35,2%, enquanto que o carcinoma escamoso
atingiu 30,5%, e a menos prevalente foi adeno (3,9%).

7. O HPV16 foi mais prevalente em NICII/NICIII (92,7%) enquanto o HPV 18 foi
mais prevalente em carcinoma (63,2%);

8. O percentual com HPV33 positivo foi mais elevado entre os pacientes com
NIC II/NIC Il (92,7%), seguido dos casos com carcinoma (81,6%);

9. O conhecimento sobre os tipos prevalentes de HPV entre mulheres do
estado do Piaui, pode orientar a introducao de novas vacinas profilaticas no pais, além
de tragar novas estratégias de atengdo em saude, diminuindo a incidéncia das lesdes

intraepiteliais e consequentemente do cancer cervical.
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ANEXO A

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE HISTOLOGIA E EMBRIOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido a Sra. para participar como voluntaria da pesquisa “Estudo molecular da

carcinogénese das lesdes cervicais: da pré-invasao a invasao”.

Ap0s ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e
a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé néo sera penalizada
de forma alguma. Em caso de duvida vocé pode procurar o Comité de Etica em
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da
Engenharia s/n — 1° Andar, Sala 4 - Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600,
Tel.: 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br). INFORMACOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto: ESTUDO MOLECULAR DA CARCINOGENESE DAS LESOES
CERVICAIS: DA PRE-INVASAO A INVASAO

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Jacinto da Costa Silva Neto Endereco/Telefone/e-
mail para contato (inclusive ligacdes a cobrar):

Av.Prof. Moraes Rego, s/n — Departamento de Histologia e Embriologia-CCB,
Universidade Federal de Pernambuco, CEP 50670-901, Fone: 2126-8515, e-mail:
jacinto.costa@ufpe.br Pesquisador participante: Ismael Gomes da Rocha

Telefones para contato: 81-2126-8515

OBJETIVOS: Avaliar o perfil genotipico das infec¢des por HPV, a expressao dos genes
E5, E6 e E7 do HPV e expressdao de metaloproteinases da matriz em mulheres

portadoras de lesdes cervicais em varios estagios de progresséo.
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PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Se concordar em participar da pesquisa, vocé
respondera a um questionario sobre alguns habitos de vida, que podem facilitar a
infeccdo pelo HPV e o aparecimento de lesdes no colo do utero. Todas as informacdes
que vocé der, bem como seu nome, serdo mantidas em sigilo (segredo), ou seja, s6
terdo acesso a essas informagdes os pesquisadores envolvidos na pesquisa. Além
disso, vocé permitira a utilizagdo de uma amostra da biopsia e da citologia, que ja
serao coletados de vocé como parte da rotina de exames para a prevencao do cancer
cervical. Também permitira a retirada do bloco de biopsia apds ser utilizado para o seu
diagndstico, sendo garantida a posterior devolugao do mesmo ao servigo do hospital.
Noés utilizaremos uma parte das amostras para desenvolver o nosso estudo, que tem
como objetivo encontrar uma melhor forma de prevengéo e tratamento do cancer

cervical.

RISCOS E DESCONFORTOS: A paciente pode se sentir constrangida em responder
ao questionario referente aos fatores de risco para desenvolvimento do cancer
cervical. Os pesquisadores envolvidos na aplicagdo do questionario explicarao
primeiramente do que se trata o projeto e a importancia da colaboracdo da paciente
para o estudo, deixando-a a vontade para decidir se deseja ou nao fazer parte, de
forma a minimizar esse desconforto. O risco na coleta de biopsia é inerente ao préprio
procedimento de rotina para prevencao do cancer cervical, ndo estando relacionado
ao presente projeto de pesquisa. A paciente pode sentir um desconforto no local em

que sera retirada a biopsia; caso ocorra, 0 médico ira realizar o tratamento adequado.

BENEFICIOS: Sera possivel retribuir a colaboracdo voluntaria das pacientes com a
deteccao e identificacdo dos tipos de HPV de alto risco mais prevalentes na nossa
regido, presente nas amostras coletadas, auxiliando no diagndstico preventivo do

cancer cervical.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Nao havera nenhum gasto com sua
participagdo. As consultas, exames e tratamentos oferecidos pelo hospital serdo
totalmente gratuitos, ndo recebendo nenhuma cobranga pela sua participagao neste

estudo. Vocé também nao recebera nenhum pagamento com a sua participagao. Vocé
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pode retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer prejuizo da

continuidade do acompanhamento/tratamento usual.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Todos os dados referentes a presente
pesquisa serdo armazenados no servidor do Departamento de Histologia e
Embriologia do Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de
Pernambuco, sob responsabilidade do Prof. Jacinto da Costa Silva Neto, com acesso

restrito aos pesquisadores, durante o periodo de vigéncia do projeto.

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu,
,RG/C
PF , abaixoassinado, concordo emparticipar do
estudo, como sujeito. Fuidevidamenteinformado(a)eesclarecido(a)
pelo(a) pesquisador(a) sobre a

pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e
beneficios decorrentes de minha participagéo. Foi-me garantido que posso retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou

interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/ tratamento.

Recife, de de 20

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitagcdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e

aceite do sujeito em participar.
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02 testemunhas (n&o ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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ANEXO B
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PARECER CONSUBSTANCIADO PE

ASSOCIAGAO PIAUENSE DE COMBATE AO CANCER /HOSPITAL SAO MARCOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicao Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:ESTUDO MOLECULAR DA CARCINOGENESE DAS LESOES
CERVICAIS: DA PRE-INVASAO A INVASAO

Pesquisador: Jacinto da Costa Silva Neto

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 17068913.6.3002.5584

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A CIENCIA E TECNOLOGIA -
FACEPE MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.514.401
Apresentacao do Projeto:

O Cancer de colo uterino ocupa o terceiro lugar em mulheres em todo mundo. Estudos
constataram que a infecgao seguida da persisténcia do Papilomavirus Humano (HPV)
tem papel principal no surgimento e progressao das lesdes cervicais. Entre os seus
mecanismos de inducdo ao cancer encontram-se as oncoproteinas E6 e E7 com
capacidade de modificar o ciclo celular devido, principalmente a mutagao da proteina
p16INK4A, pRB e p53. O processo de progressao celular envolve proteinas virais e
do hospedeiro, entre elas as oncoproteinas E6, E7 e as metaloproteinases da matriz
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(MMP), as quais podem esta associadas aos processos de invasdo, metastase e
recidiva tumoral devido a capacidade de degradacdo das macromoléculas da matriz.
Coletivamente tém a capacidade de degradar todas as proteinas componentes da
matriz extracelular e das membranas basais. Os queratinécitos sdo células produtoras
de MMP. O objetivo desse estudo € analisar a progressao das lesdes cervicais, desde
suas alteragdes citolégicas minimas (ASC-US), histologicas (NIC-l) até a invaséo
(carcinoma cervical e adenocarcinoma) correlacionando as expressdes dos proteinas
ES5, E6, E7 e Metaloproteinases da matriz e inibidores (MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-
1, TIMP-2 e RECK) através das técnicas de citologia oncética, histopatologia,
imunohistoquimica, detecgdo, sequenciamento e genotipagem para varios tipos de
DNA-HPV e analise da expressao dos genes E6 e E7 por RNAm através da técnica
de PCR em

Enderec¢o: Rua Olavo Bilac 2300

Bairro: centro CEP: 64.001-180

UF: PIMunicipio: TERESINA

Telefone: (86)2106-8102 Fax: (86)2106-8102

E-mail: cep.hsm@saomarcos.org.br

Pagina 01 de 04
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ANEXO C

QR

ASSOCIAGCAO PIAUENSE DE COMBATE AO CANCER / HOSPITAL SAO MARCOS

Continuagao do Parecer: 1.514.401

tempo real. O perfil das proteinas estudadas podera esclarecer melhor os
mecanismos envolvidos na progressao tumoral, auxiliando no diagnoéstico, na
precisao diagnostica das lesdes, conforme seu grau de estadiamento e na
terapéutica que envolvem inibidores de MMP.

Objetivo da Pesquisa:

Correlacionar o perfil genotipico das infecgdes por HPV, a expressao dos genes ES5,
E6, E7, proteina p16INK4A e das metaloproteinases em mulheres portadoras de

lesdes cervicais em varios estagios de progressao.

Verificar o perfil genotipico dos HPV presentes em mulheres portadoras de lesdes
cervicais;Correlacionar os genétipos encontrados com os graus de lesées
cervicais;Conhecer os niveis de expressao dos genes E5, E6, E7, proteina
p16INK4A e das Metaloproteinaeses em diferentes graus de lesdes
cervicais;Associar a expressao de E5, E6, E7 e Metaloproteinases;Associar a
expressao de Metaloproteinaeses, E5, E6 e E7 aos diagndsticos citologico,
histolégico e colposcépico;Constatar a taxa de multinfecgdes, relacionando com o
grau histolégico da lesdo;Avaliar os cofatores envolvidos com a infecgao por HPV.

Avaliacado dos Riscos e Beneficios:

O presente estudo nao trara risco adicional as mulheres participantes, visto que
iremos estudar os resultados obtidos entre os exames complementares de
diagndstico citoldgico, colposcopico e anatomo patoldgico realizar os experimentos
propostos com o material remanescente das técnica empregadas de rotina do
servigo hospitalar nas mulheres que preencham os critérios de inclusdo. Para a

obtencao de pecas para o estudo anatomo patolégico, usaremos a bidpsia dirigida,
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segundo a técnica usual e usaremos para tal a pinga de bidpsia tipo saca-bocados

como a GaylorMedina.

Beneficios: Ao participar desta pesquisa as pacientes ndo terdo nenhum beneficio
direto, pois o procedimento seria feito de qualquer maneira, seguindo as técnicas e
protocolos estabelecidos pelo Ministério da Saude. Entretanto, esperamos que este
estudo traga informagdes importantes sobre as lesées do colo uterino, de forma que
0 conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa contribuir no

diagndstico e tratamento precoce das lesdes cervicais.
Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O estudo sera realizado através do método observacional, analitico transversal. O
presente trabalho sera realizado apés a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa
das instituicées participantes, obedecendo integralmente os principios éticos
estabelecidos na resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Os

pacientes e familiares que, apés informacao,

Enderec¢o: Rua Olavo Bilac 2300

Bairro: centro CEP: 64.001-180

UF: PIMunicipio: TERESINA

Telefone: (86)2106-8102 Fax: (86)2106-8102

E-mail: cep.hsm@saomarcos.org.br
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ASSOCIACAO PIAUENSE DE COMBATE AO CANCER / HOSPITAL SAO MARCOS

Continuacao do Parecer: 1.514.401
concordarem em participar da pesquisa, assinarao o Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (TCLE). A identidade das participantes sera mantida em sigilo absoluto
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e o projeto nao interferira nos procedimentos de rotina dos servigos participantes.
Por meio de emendas, o CEP foi notificado da necessidade de inclus&o de novos
pesquisadores e outras instituicdes, bem como da necessidade de prolongar o
cronograma de execucgao da pesquisa. Demais aspectos do desenho e metodologia
estao adequados e ja previamente avaliados em pareceres anteriores.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoéria:

Foram apresentados os seguintes documentos: projeto, folhas de rosto, cartas de
anuéncia das instituicbes, emendas, justificativas, autorizagdes para uso de dados,
termo de confidencialidade, curriculos dos participantes.

Recomendacgoes:

Nao ha.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacoées:

Projeto atende as normas éticas vigentes e encontra-se apto para sua execucgao.
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Apos discussao do colegiado o projeto foi aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

PB_INFORMACOES_BASI

InformacgGes Basicas CAS_682516 18/03/2016 Aceito
do Projeto _E3.pdf 10:01:05
parecer_jacinto_ Jacinto da
Parecer Anterior emenda.pdf 18/03/2016 Costa Aceito

09:59:51 Silva Neto




Jacinto da
Folha de Rosto folha_rosto.pdf 18/03/2016 Costa Aceito
09:58:22 Silva Neto
Jacinto da
Outros cv_ismael.docx 18/03/2016 Costa Aceito
09:56:00 Silva Neto
justificativa_emendacop Jacinto da
Outros articipante.docx 18/03/2016 Costa Aceito
09:53:43 Silva Neto
CartaAnuenciaH Débora
Outros ospUFPI.pdf 26/02/2016| Viviane Aceito
Albuquerque
09:12:09 Granja
Santana
Carta_de_Anuen Jacinto da
Outros cia_SAME.jpg 15/01/2016 Costa Aceito
23:59:47 Silva Neto
Autorizacao_de_uso_de Jacinto da
Outros _dados.jpg 15/01/2016 Costa Aceito
23:59:01 Silva Neto
Enderego: Rua Olavo Bilac 2300
Bairro: centro CEP: 64.001-180
UF: PI Municipio: TERESINA
Email:
(86)2106- Fax: (86)2106- cep.hsm@saomarcos.org.
Telefone: 8102 8102 br
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Jacinto da
Outros Anuencia_HISLA.pdf| 15/01/2016 Costa Aceito
23:57:22 Silva Neto
Anuencia_HSMarcos Jacinto da
Outros .pdf 15/01/2016 Costa Aceito
23:56:17 Silva Neto
Jacinto da
Outros Anuencia_HGV.pdf | 15/01/2016 Costa Aceito
23:55:26 Silva Neto
Projeto Projeto_2016_01_15 Jacinto da
Detalhado / .doc 15/01/2016 Costa Aceito
Brochura 23:51:42 Silva Neto
Investigador
projeto-metalo--
Outros 2015-04-02-b.docx | 02/04/2015 Aceito
17:41:25
Carta_anuencia-
Marilea-2013-08-
Outros 20.pdf 20/08/2013 Aceito
15:01:05
TERMO DE
CONFIDENCIALIDAD
Outros E- 20/08/2013 Aceito
2013-08-20.pdf 12:49:56
Lattes-Antonio-
Outros 2013-08-20.pdf | 20/08/2013 Aceito
12:48:19
Lattes-Marilea-2013-
Outros 08-20.pdf 20/08/2013 Aceito
12:46:03
Lattes-Jacinto-2013-
Outros 08-20.pdf 20/08/2013 Aceito
12:45:44
Carta_anuencia-
Marilea-2013-08-
Outros 20.pdf 20/08/2013 Aceito

12:44:53
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Carta_anuencia-ccb-
Outros 2013-08-20.pdf 20/08/2013 Aceito

12:39:47

Situagao do Parecer:
Aprovado
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TERESINA, 18 de Abril de 2016

Assinado por: Neylany Raquel Silva (Coordenador)
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RESUMO

A neoplasia do colo uterino desponta como wma das principais causas de cancer e obitos
em mulheres em todo o mundo. Sendo o guarto tipo de cincer mais comum entre as
mulheres, e o segundo em mimero de mortes, segundo as estimativas mundiais. O exame
histopatologico consiste no diagndstico defimtivo para as lesoes cervicais, sendo
considerado padrio ouro. A lesdo micial ¢ biopsiada, dingida pela colposcopia, que
muitas vezes também serve como terapéutica. Dada a importancia do histopatologico no
diagnastico precoce de lesdes intra-epiteliais escamosas como forma de combater a alta
mcidéncia de cancer de colo de tero, este estudo objetivou avaliar o perfil destas lesoes
em mulheres residentes no estado do Piaui, a partir do arquivo de landos histopatologicos
do sistema de informagoes do céincer do colo do tutero (SISCOLO), fomecidas pelo
Hospital Sao Marcos — Teresina — Piaui. Na parte retrospectiva, os 96 blocos analisados
eram: NIC I 8 casos (8,51%), NIC 1I 11 casos (11,70%). NIC III 34 casos (36,17%),
Carcinoma invasor/Adenocarcinoma 33 casos (35.11%) e Carcinoma Microinvasor 8
casos (8,51%). A média de idade das pacientes pertencentes a este estudo fo1 de 49 anos.
Sendo estes, 57 (60.64%) vindas do interior do estado e 37 (39,33%) da capital Teresina.
Na parte prospectiva com 49 amostras, na qual a média de idade entre elas foi de 40 anos.
Sendo estas, 37 (77,1%) ormndas do interior do estado e 11 (22,9%) da capital. Onde
foram feitas associagoes dos laudos histopatologicos com idade. origem, etilismo,
coltarca, mimero de parceiros, onde as estatisticas nao foram significativas. O cancer do
colo uterino é uma das neoplasias com maior chance de cura quando diagnosticado
precocemente, Sendo extremamente importante que o rastreamento ocorra com ampla
cobertura e de forma regular para a sua efetividade.

Palavras-chave: histopatologico, cincer cervical, hpy.

ABSTRACT

The cervical cancer emerges as one of the leading causes of cancer and death in women
worldwide. It is the fourth most common type of cancer among women, and the second
m number of deaths, according to worldwide estimates. The histopathological
examination is the defimitive diagnosis for cervical lesions, and is considered the gold
standard. The initial lesion is biopsied, directed by colposcopy. which often also serves
as therapy. Given the importance of histopathology in the early diagnosis of squamous
mtraepithelial lesions as a way to combat the high incidence of cervical cancer, this study
aimed 1o evaluate the profile of these lesions in women residing i the state of Piaui, from
the file of listopathology reports of the nformation system of cervical cancer
(SISCOLO), provided by the Sao Marcos Hospital - Teresina - Piaui. In the retrospective
part, the 96 blocks analyzed were: CIN I 8 cases (8.51%), CIN II 11 cases (11.70%), CIN
IIT 34 cases (36.17%), Invasive carcinoma/dencocarcinoma 33 cases (35.11%) and
Micromvasive carcinoma 8 cases (8.51%). The mean age of the patients belonging to this
study was 49 years. These were 57 (60.64%) from the interior of the state and 37 (39.33%)
from the capital Teresina. In the prospective part with 49 samples, in which the average
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age among them was 40 years, These were 37 (77.1%) from the interior of the state and
11(22.9%) from the capital, The histopathology reports were associated with age, onigin,
alcoholism, coitus, and number of partners, but the statistics were not significant, Cervical
cancer 15 one of the most curable neoplasms when diagnosed early. It is extremely
unportant that screening occurs with wide coverage and on a regular basis for its
effectiveness,

Keywords: histopathology, cervical cancer, hpv.

1 INTRODUCAO

A Organizagao Mundial da Sainde (OMS) estima que até 2030 sunam 27 mithoes
de novos casos de cancer. No Brasil, o cancer configura-se¢ como problema de satde
publica, wma vez que as neoplasias ganham destaque crescente, apresentando-se em
segundo lugar em morbimortalidade no pais (Fripp JC, 2014),

O cancer do colo do utero € um dos mais frequentes tumores na populacao
feminina e € causado pela infecgao persistente por alguns tipos do papilomavirs humano
(HPV). A infecgao gemital por esse virus é muito frequente e ndo causa doenga na maioria
das vezes. Entretanto, em alguns casos, ocorrem alteragoes celulares que podem evoluir
para o cancer. Essas alteragoes sdo descobertas facilmente no exame preventivo
(conhecido também como Papanicolaou) e sio curaveis na quase totalidade dos casos
(INCA, 2019).

A estimativa mundial aponta que o cancer do colo do itero foi o quarto mais
frequente em todo o mundo, com uma estimativa de 570 mil casos novos, representando
3,2% de todos os canceres. Esse valor corresponde a um risco eshmado de 15.1/100 nul
mulheres. Sendo que as taxas de incidéncia mais elevadas foram estimadas para os paises
do Continente Africano (Essuatini ou Suazilandia — 51.2/100 mil e Africa do Sul —
43,9/100 mil) (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2018).

O mimero de casos novos de cancer do colo do titero esperados para o Brasil, para
cada ano do triéno 2020-2022, serd de 16,590, com um risco estimado de 15,43 casos a
cada 100 mul mulheres. (INCA, 2020)

Sem considerar os tumores de pele nao melanoma, o cancer do colo do titero € o
segundo mais incidente nas Regides Norte (21,20/100 mil), Nordeste (17,62/100 mil).

No Estado do Piaui, por exemplo, houve uma taxa bruta de incidéncia estimada

de 23,19 casos de cancer do colo do utero para cada 100 mil mulheres, com wma taxa
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esperada de 390 novos casos no estado e 100 na capital Teresina, para o tnénio 2020-
2022 (INCA, 2020).

Outros fatores que aumentam o risco de desenvolver esse tipo de cancer séo: inicio
precoce da atividade sexual e multiplos parceiros; tabagismo (a doenga esta diretamente
relacionada 4 quantidade de cigarros fumados), ¢ uso prolongado de pilulas
anticoncepcionais (INCA, 2019)

A despeito dos dados epidemiologicos terem demonstrado uma diminuigao das
taxas de novos casos de cancer cervical nas ultimas trés decadas, a mmcidéncia do cancer
de colo do nitero penmanece elevada (WHO, 2014).

O desenvolvimento do cancer de colo uterino esta diretamente relacionado a
mfecgio persistente pelo HPV (BOSCH FX et al., 2008). Estimativas mundiais indicam
que aproximadamente 20% de imdividuos normais estao infectados pelo HPV, e a cada
ano surgem em tomo de 500.000 casos novos de cancer de colo uterino, dos quais cerca
de 70% ocorrem em paises subdesenvolvidos. Além disso, acredita-se que nessas regides
ocorram de 10 a 20 vezes mais lesées precursoras deste tipo tumoral, o que significa um
numero elevado de individuos acometidos por essa doenca (TERMINI L. et al., 2008).

A Incidéncia, no Brasil, evidencia-se a partir dos 20 aos 29 anos, e 0 maior risco
encontra-se na faixa etaria de 45 a 49 anos. Entretanto, a mortalidade resulta mais
significativa a medida que aumenta a idade em virtude do prolongado periodo que
compreende a transmissao sexual do HPV, o adoecimento e a morte por cancer do colo
do dtero (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Tragando perfis de morbimortalidade
evitavels e que conjecturam a iniquidade em saude. O cancer do colo do ttero afeta as
mulheres de menor nivel socioeconomico e com dificuldades de acesso aos servigos de
saide (INCA, 2020).

De todas as neoplasias malignas associadas ao HPV. o cancer cervical é, sem
divida a mais importante. causando morbidade e mortalidade significativas em todo o
mundo (GLOBOCAN, 2020).

Virios estudos investigaram a contribuigao dos genotipos de HPV entre os casos
de cancer cervical na populagio brasileira, onde relataram que o HPV16 ¢ I8 como o
HPV mais frequente Tipos, segmido por HPV 31, enquanto os HPV16, HPV31, HPV33 e
HPVSS8 sdo os genotipos de HPV mais comuns encontrados em amostras cervicais do
Nordeste do Brasil (GURGEL A_2013). Dados epidemiologicos mostraram que HPV16
e HPVIS sao responsaveis por 70% dos casos de mvasivo de cancer cervical em todo o
mumndo (SANJOSE $.2010)
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As lesdes mtra-epiteliais escamosas do colo do utero sdo comprovadamente
precursoras do cancer cervical. Varios exames sdo utilizados na avaliagdo e diagnosticos
dessas lesoes. Dentre eles, destacam-se a citologia, colposcopia ¢ o histopatologico
(SARIAN, et al, 2010). Para classificar as lesdes pre-cancerosas, atualmente, pode-se
utilizar uma associagio entre o Sistema Bethesda, 2014 ¢ a classificagdo de Richard 1967,
que relaciona lesio mtra-epitehal escamosa de baixo grau (LSIL) com neoplasia mira-
epitehial cervical (NIC I) e infecgdo por HPV, ¢ lesao intra-epitehal escamosa de alto grau
(HSIL) com NIC Il e NIC III (BETHESDA. 2015).

Existem varos fatores de risco que podem contribuir para a ocomréncia do céncer
de colo de titero. Dentre eles, os mais relevantes sio: o inicio precoce da atividade sexual,
multiplicidade de parceiros sexuais, paridade, tabagismo, higiene intima madequada,
munossupressio, infecgoes sexuahnente transmissiveis, deficiéncias nutricionais ¢ o0 uso
prolongado de contraceptivos orais (INCA,2016). Porém, o principal precursor do cancer
cervical consiste na infecgao pelo HPV (INCA, 2016; STIVAL, et al,, 2005).

Os infectados pelo HPV e a maioria desses com infecgoes assintomaticas e
transitorias. tornando-se completamente indetectivel dentro do periodo de um a dois
anos, mas a infecgao persistente pelo virs favorece o desenvolvimento de lesdes pré-
cancerosas e, posteriormente, da neoplasia (ANDRADE MS, et al_, 2014).

O Ministério da satide preconiza que toda mulher entre 25 e 64 anos de idade ou
que ja iniciou sua vida sexual, deve se submeter ao exame preventivo, com periodicidade
anual, inicialmente. Apos dois exames consecutivos com resultados negativos para
displasia ou neoplasia do colo do utero, este adquire penodicidade tmanual. Apos
resultado negativo, o risco cumulativo de desenvolver a referida patologia é bastante
reduzido, mantendo tal redugdo nos cinco anos subsequentes (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

O diagnostico oncologico utiliza diversos parametros, entre eles, a avaliagio
clinica e a histopatologica. Na avaliacao clinica. as evidéncias surgem por meio de exame
fisico, exames de imagem, endoscopia, dosagem sorologica de marcadores tumorais e
outros exames relevantes e primordiais, como a analise histopatologica, também
conhecida como anatomopatologico (Andrade WP, 2018),

A anilise listopatologica é considerada o padrao-ouro para o diagnostico
confirmatorio de tumor maligno, a avaliagio de prognostico e o direcionamento
terapéutico para muitos tumores (Queiroz MCLT et al., 2015). Esse diagnostico consiste
em wma avaliagio macro e microscopica da peca cirtrgica e/ou biopsia. A analise
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macroscopica é a avaliagio da pega anatomica, como cor, tamanho e aparéncia da regiao,
enquanto a microscopica utiliza escores estabelecidos para averiguar os diversos aspectos
anatomopatologicos anormais, avaliar a ongem histologica do tumor. podendo classifica-
lo como tumor epitehal, mesenquimal ¢/ou embrionario, além de possibilitar a realizagio
da avaliagao de expressao de proteinas teciduais por meio da imumo-histoquimica (Silva
LCZ, 2013).

O lustopatologico consiste no diagndstico definitivo para as lesdes cervicais. A
lesao inicial € biopsiada. dirigida pela colposcopia, que muitas vezes também serve como
terapéutica. Mesmo o exame histopatologico sendo considerado padrao-ouro, ha
possibilidade de resultados falso-negativos se a lesdo for biopsiada em local menos
representativo (PESSINI; SILVEIRA, 2004). Nas mmagens abaixo (Fig.1), podemos
visualizar a analise histologica (HE) e a evolugdo das lesoes cervicais nas pacientes desse
estudo.
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Figura 1. Anilise histologica (HE) ¢ a evolugito das lesoes cervicats. (A) Cervicite. (B)NIC L (C) NIC 1L
(D) NlC 1 Camnomn , n s, (F) Adenocarcinoma.
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2 OBJETIVO

Avaliar o perfil das lesoes intra-epiteliais escamosas de amostra obtida nos
exames histopatologicos de mulheres residentes no estado do Piaui, a partir do arquivo
de laudos histopatologicos positivos do sistema de informagoes do cancer do colo do titero
(SISCOLO/versiaod.0) ¢ em coletas nas pacientes no servigo piblico ¢ privado do
Hospital Sao Marcos.

3 METODOS

Trata-se de um estudo descritivo e retrospectivo transversal, com amostras
provenientes das pacientes do Setor de Ginecologia e Patologia do Hospital Siao Marcos
em Teresina - Piaui.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saiide da Universidade Federal do Pernambuco
(UFPE) ¢ do Hospital Sao Marcos (CAAE: 17068913.6.3002.5584).

Todas as pacientes envolvidas foram devidamente esclarecidas sobre os objetivos
da pesquisa e somente foram incluidas depois que concordaram em participar e assinar o
termo de consentimento livre e esclarecido (resolugdo 466/12).

Retrospectivamente foram avaliados 206 laudos histopatologicos emitidos em
2015 e 2016 pelo hospital, onde foram selecionados 96 casos positivos do banco de dados
do Sistema de Informagiao do Controle de Cincer de Colo Utenno — Ministério da Satde
(SISCOLO).

Foram coletados do SISCOLO informagées como idade das pacientes, periodo da
realizagao do exame e resultado histopatologico da biopsia.

Foram coletadas 49 amostras de pacientes submetidas a colposcopia com biopsia
direta de fitero e de coletas no setor de Ginecologia entre dezembro de 2016 e janeiro de
2017. Onde o material biopsiado foi fixado em formol a 10% e processado para estudo
listologico de rotina. Dos blocos de parafina foram realizados cortes histologicos com 5
um de espessura, os quais foram corados pela hematoxilina-eosina e examinados na rotina
do Servigo de Biopsias do Departamento de Patologia do Hospital Sao Marcos.
Posteriormente, foram exanunadas por um médico patologista, com padronizagio do
lando e levando-se em consideragdo: a amostragem (somente ectocérvice, somente
endocérvice ou zona de transformagao); presenga de mfiltrado inflamatorio na lamina
propna e sua avaliagdo semiquantitativa: presenca de neoplasias intra-epiteliais ou

mvasoras; presenca do efeito citopatico do HPV (células paraceratéticas, escamas
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anucleadas, collocitose, atipia nuclear e anisocitose) e presenca de outros agentes
especificos. Utilizando a nomenclatura da Organizagio Mundial de Saide (OMS). Essa
nomenclatura classifica as alteracoes histopatologicas cervicais em  neoplasias
mtraepiteliais cervicais (NIC) nos graus leve (NIC I), moderado (NIC II), acentuado (NIC
III) ¢ carcinoma invasor (SCULLY RE, et al, 1994). Os dados das pacientes foram
coletados através de wm questionano sécio-economico padromzado, ¢ analisado
Juntamente com os laudos hastopatologicos das mesmas.

Para as analises estatisticas, utilizou-se o programa Pnsma Versao 5.0 e para a
analise da associagdo entre as vanaveis e o diagnostico histopatologico foram calculados
os Odds Ratio com intervalo de confianga de 95% no teste de Fisher e T. As variaveis
estudadas foram: origem da paciente, idade, laudo histopatolégico, niimero de parceiros
sexuais, menarca, coitarca, etilismo uso de contraceptivo hormonal. Os diagnésticos
foram divididos em tés grupos: HPV / NIC 1, NIC 2 / NIC 3, cancer
mvasor/adenocarcinoma e cervicite. O grupo HPV / NIC | fo1 usado como referéncia para
a analise.

4 RESULTADOS

Retrospectivamente foram avaliados 206 laudos histopatologicos emitidos em
2015 e 2016 pelo setor de Patologia do hospital Sao Marcos, e destes foram selecionados
96 blocos histopatologicos dos casos positivos. No grafico | estio estratificados esses
casos de acordo com o resultado de seus laudos em: NIC I 8 casos (8,51%), NIC 1T 11
casos (11,70%), NIC III 34 casos (36,17%), Carcinoma mvasor/Adenocarcinoma 33

casos (35,11%) e Carcinoma Microinvasor 8 casos (8,51%).
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As maiores porcentagens nas prevaléncias entre as pacientes com laudos positivos
ficaram entre 31 a 40 anos (24,47%), 41 a 50 (27.66%) ¢ acima de 60 anos (25,53%).

O grafico 2 demonstra a correlagao entre os laudos histopatologicos ¢ a idade das
pacientes.

Grifico 2- landos x wdade
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A média de idade das pacientes pertencentes a este estudo foi de 49 anos, vanando
de 21 a 85 anos. Sendo estes, 57 (60,64%) vindas do interior do estado e 37 (39,33%) da

capital Teresina.

O gréifico 3 demonstra a correla¢ao entre os laudos histopatologicos e a origem
das pacientes.

Grafico 3-ongem x laudo
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Nessa parte do estudo, onde foram coletadas 49 amostras de pacientes submetidas
a colposcopia com biopsia direta de ttero e depos a tm qUEstonano sOCIoecondmico, na
qual a média de idade entre elas for de 40 anos, variando entre 21 ¢ 85 anos. Sendo estas,
37 (77,1%) onundas do mtenor do estado e 11 (22,9%) da capital Teresina. No grafico 4

mosta a associagao da origem das pacientes x resultado dos laudos histopatologicos.
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Grifico 4 — origem x landos
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No gréifico 5 estao estratificados esses casos de acordo com o resultado de seus
laudos em: Cervicite 25 casos (52,08%). NIC VHPV 17 casos (35.42%), NIC II 1 caso
(2,08%). NIC I | caso (2.,08%). Carcinoma mvasor/Adenocarcinoma 8 casos (8.34%).

Grafico 5 - Laudos histopatologicos
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As maiores porcentagens nas prevaléncias entre as pacientes com cervicite ¢
laudos positivos ficaram entre 21 a 30 anos (22,4%), 31 a 40 (32.7%) e de 41 a 50 anos

(30,6%).
O grifico 6 demonstra a comrelagao entre os laudos histopatologicos x idade das

pacientes.
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Em relagio ao etilismo entre as pacientes, 34,7% faziam o uso regular de bebida
¢ 65,3 % ndo faziam uso de qualquer tipo de bebida. O grafico 7 demonstra a correlagiao

entre o etilismo x laudos histopatologicos.

Grafico 7 —etilismo x faudos
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A mediana das pacientes no estudo para a menarca foi de 13 anos (11-23) e para
a coitarca de 17 anos (13-30).

Quanto ao nimero de parceiros sexuais, os dados se distribuem assim: com um
tinico parceiro temos 13 com lesoes ¢ 14 normais e com mais de um parceiro, temos 10
com lesoes e 12 nonmais. O grafico 9 faz a associagio entre o mimero de parceiros sexuais

x os laudos histopatologicos.

5 DISCUSSAO

Dados sobre incidéncia do cancer cervical sdo importantes para definir prioridades
de programas estratégicos de prevencao e tratamento. subsidiar gestores em saude no
direcionamento de investimento e alocacdo de recursos, e definir metas e avaliar
resultados. Este estudo buscou tragar o perfil lustopatologico das lesoes mitra-epiteliais
escamosas e invasivas em mulheres atendidas no Hospital Sao Marcos em Teresina-Piaui.
Um aspecto facilitador encontrado pela pesquisa foi a centralizagio dos fratamentos
oncologicos e dos diagnosticos ser no proprio hospital.

Na parte retrospectiva do estudo aponta para o fato de que, neste periodo dos 96
laudos histopatologicos selecionados e analisados, 75 destas apresentava positividade
para NIC III (36.17%), e Carcinoma mnvasivo/Adenocarcinoma/micromvasor(43,62%),
ou seja, lesdes mais avangadas. Concordando com estes dados, Zhou et al., também
identificaram o carcinoma escamoso como o mais frequente na populagio estdada
(86%), seguido do adenocarcinoma (10,6%) e carcmoma adenoescamoso (3,4%). Estes
autores também demonstraram que grande parte das mulberes com adenocarcinoma e

carcinoma adenoescamoso possuiam grau lustologico bem diferenciado, enquanto que os
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tumores com diagnostico de carcinoma escamoso possuiam grau de diferenciagiio
moderado e indiferenciado, revelando, através de analises umvanadas e multivariadas,
que o grau histologico pode mterferir no prognostico de mulheres com carcinoma
C5CAINOS0.

A major incidéncia de cancer de colo doutero acomete mulheres com idades entre
40 e 50 anos, sendo menos frequentes antes dos 30 anos, o que se deve ao longo pertodo
da mfecgdo viral pelo HPV no micio das atividades sexuais até o aparectimento do cancer
(INCA, 2016). Essa situagdo também é encontrada neste estudo, em que 71,28% das
pacientes acima dos 50 anos foram afetadas por lesoes imvasoras.

Mulheres com cancer cervical apresentam, em sua grande matoria, segundo dados
epidemiologicos da literatura. 1dade entre 40 e 50 anos, marcando o fim da vida
reprodutiva, cor nao branca, baixo grau de escolaridade e ocupacio do lar, evidenciando
que a alta prevaléncia da doenga estd associada as condigoes de vida da populagio, acesso
a0s servigos publicos de satde ¢ qualidade da assisténcia a saude da mulher. (Rangel G.
et al, 2015)

No presente estudo, observou-se umna media de 1dade para o diagnostico de 50,65
anos. Resultado similar foi encontrado por um estudo realizado em Sao Paulo, por Thuler
et al_, que avaliando as caracteristicas sociodemograficas de mulheres com cancer de colo
do iitero no Brasil, evidenciou uma média de idade de 49.2 anos.

Thuler et al, analisando os fatores determinantes do diagnostico em estadio
avangado em mulheres com cancer de colo do fitero no Brasil, evidenciou um média de
idade de 52,4414,1 e estabeleceu uma relacao de que mulheres com idade entre 30 e 39
anos tenam 10% maior chance de desenvolver doenca avancada, anmentando
gradativamente até 2 vezes para a faixa etana de 60 anos ou mais, concluindo, portanto,
que a idade é um dos principais preditores de doenga moderada e avancada.

Enquanto a infeccao pelo HPV diminui com a idade, a incidéncia de cancer
aumenta, sugerindo a persisténcia da infeccao pelo HPV produza lesdes de alto grau
(FREITAS et al_,2006).

Fazendo nma correlacdo entre os laudos histopatologicos versus a idade das
pacientes, através do Test T, obteve-se um p-valor de 0,07, um valor quase que
significativo e o Teste Fisher para os laudos histopatologicos versus procedéncia das
pactentes, com wna Odds de 2,59, que apresenta uma tendéncia malor ao nsco de
desenvolver umores avangados em mulheres mais velhas, justamente pelo tempo de
desenvolvimento.
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Nas 49 amostras colefadas, teve como suas matores proporgoes dos resultados dos
laudos histopatologicos, 35.42% de casos com NIC HPV e 52,8% das suas amostras
apenas com cervicite. Sendo estas com media de 1dade 1gnal a 42 anos para as pacientes
normais ¢ de 37 anos para as pacientes com lesao, Outro fato interessante, ¢ que mais de
50% dessas pacientes foram diagnosticadas com HPV em seus landos histopatologicos,
somente com a anahse histologica. Fato interessante, pois so podemos sugerir a presenga
do virus pelo seu efeito citopanico (cotlocitose) e somente confirmar que ha ifecgdo por
ele, atraves de diagnostico molecular para detectar sua presenca.

A maiona das pacientes continua sendo oriundas do interior do estado (77,1%) e
na correlagao de procedéncia versus laudos histopatologicos, tanto pacientes normais e
com lesoes tambeém, em sua maioria, vem do interior. O

Test T das idades versus laudos histopatologicos, mostrou um p-valor de 0.08,
valor este semelhante a ontra parte do estudo (p-valor 0,07)

Na associagao dos dados de etihsmo versus laudos lustopatologicos obteve-se un
p-valor 0.5 apesar de 65.3% dessas pacientes nio fazer o uso de qualquer tipo de bebida
alcoolica. estas apresentaram maior propor¢ao de positividade para lesdes nos landos
histopatologicos, o que val contra o que estd na literatura. Pois o consumo de dlcool, tanto
moderado como em excesso, tem sido associado a varios tipos de cancer (MU L..2016).

Os dados mostraram que as pacientes tiveram mediana para coitarca de 17 anos
(13-30), e na associagio entre a coitarca versus laudos histopatologicos, o resultado foi
significativo em relagio a literatura, com wm P valor de 0,05, mostrando que quanto mais
cedo micia a vida sexual, malores as chances de surgimento de lesdes cervicais. Embora
a maior porcentagem estava presente nas pacientes com apenas cervicite nos laudos.

Quanto ao munero de parceiros sexuais, as malores propor¢oes ficaram nas
pacientes que possuia apenas um parceiro sexual, tanto nas com landos histopatologicos
normais e com lesao.

E estabelecido que um rastreio organizado de base populacional e tratamento das
lesdes precursoras detectadas pode diminuir a mortalidade da doenca em 80%. Pois o
cancer cervical progride relativamente lento, e leva anos on mesmo décadas de um
mcidente de infecgdo por HPV infeccdo para desenvolver um cancer invasivo (LORENZI
et al. 2015),

O cancer do colo uterino é uma das peoplasias com maior chance de cura quando
diagnosticado precocemente. E extremamente importante que o rastreamento ocorra com

ampla cobertura e de forma regular para que sua efetividade e os efeitos sobre a populagao
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possam ser detectados (EDDY DM.,1990). Nesse sentido, toma se possivel reduzir a
incidéncia dos casos invasores e, especialmente nas mais idosas, obler uma menor
proporgao de casos com estadio localmente avangado. Estudo de perfis cito ¢
histopatologico, bem como mfectivos determimando o tipo de HPV podem ser muito uteis
na deliberagio metodologica aplicada em programas de rastreio.

6 CONCLUSAO

Nesta pesquisa, observou-se o perfil clinico e epidemiologico de pacientes
assistidas no setor de ginecologia do Hospital Sao Marcos, em Teresina-PI, que permitiu
estabelecer semelhangas com estudos realizados em outras regides do pais.

Os resultados encontrados evidenciam a necessidade de mvestimentos na detecgiao
precoce ¢ na adogdo de medidas educativas no sentido de promover agoes que
conscientizem a populagio quanto a importancia do cuidado com a saiude. Constata-se,
que a falta de instrugdo das pacientes esta associada diretamente ao nivel socioecondomico,
fator de risco para o cancer de colo do utero. A desinformagao leva essas mulheres a nio
dar a devida importancia do exame preventivo, resultando em diminuigdo nas taxas de
cobertura dos programas de rastreio e tratamento.

O rastreio de lesdes intraepiteliais leva a tratamento especifico evitando o
surginiento ao cancer.

A promogio e a prevengio em saiide podem ser mais bem efetivadas se a
populagdo, principalmente as advindas do interior do estado, onde foram encontrados
numeros altos de carcinoma cervical, se encontrar devidamente informada e com
capacidade de compreensio sobre os riscos ¢ os métodos de prevencao acerca do cancer

de colo do utero.
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Ethnomedicinal studies in the Amazon community and in the Northeast region of Brazl highlight the use of Libidibia ferrea fruits
for the treatment of gastric problems. However, there are no data in the literature of this pharmacological activity. Thus, the aim of
this paper is to provide a scientific basis for the use of the dry extract of L. ferrea pods (DELfp) for the treatment of peptic ulcers.
Phytochemical characterization was performed by HPLC/MS. In vitro antioxidant activity was assessed using DPPH, ABTS,
phosphomolybdenum, and superoxide radical scavenging activity. The gastroprotective activity, the ability to stimulate mucus
production, the antisecretory activity, and the influence of -SH and NO compounds on the antiulcerogenic activity of DELfp
were evaluated. The healing activity was determined by the acetic acid-induced chronic ulcer model. Anti-Helicobacter pylori
activity was investigated. HPLC/MS results identified the presence of phenolic compounds, gallic acid and elagic acid, in DELfp.
The extract showed antioxidant activity in vitro. In ulcers induced by absolute ethanol and acidified ethanol, the ED,, values of
DELfp were 113 and 185.7 mg/kg, respectively. DELfp (100, 200, and 400 mg/kg) inhibited indomethacin-induced lesions by
66.7, 69.6, and 65.8%, respectively. DELfp (200 mg/kg) reduced gastric secretion and H' concentration in the gastric contents
and showed to be independent of nitric oxide (NO) and dependent on sulfhydryl (-SH) compounds in the protection of the
gastric mucosa. In the chronic ulcer model, DELfp reduced the area of the gastric lesion. DELfp also showed anti-H. pylori
activity, In conclusion, DELfp showed antioxidant, gastroprotective, healing, and antiulcerogenic activities. The mechanism of
these actions seems to be mediated by different pathways and involves the reduction of gastric secretion and H' concentration,
dependence on sulthydryl compounds, and anti-H. pylori activity. All these actions support the medicinal use of this species in
the management of peptic ulcers.
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Alterations in lipid and lipoprotein metabolism are factors that trigger several negative metabolic
complications. Hyperlipidemia is the starting point for the development of comorbidities of the cardiovascular
system, such as atherosclerosis. The search for compounds that reduce high levels of total cholesterol and
triglycerides has been widely reported in several publications in the literature. Phthalimide derivatives have been
extensively researched with various biological actions. In this study we evaluated the antihyperlipidemic ability
of three phthalimide derivatives (FGT-2, FGT-3 and FGT-4) on a model of obesity and insulin resistance in mice.
The animals were submitted to a hyperlipid diet for 60 days. On the thirtieth day they were treated with
phthalimides (20 mg/kg). The positive control group was treated with Simvastatin (20 mg/kg) and the negative
control received only the carboxymethylcellulose vehicle. Biochemical and histological analyzes of all groups
were analyzed. The animals treated with phthalimidic derivatives had a reduction in total cholesterol, low density
and very low density lipoproteins (LDL-c and VLDL-c), triglycerides and fasting glycemia when compared to the
negative control group. The treated animals also showed good results when analyzing the atherogenic indexes
Castelli i and Il and the ratio Triglycerides/HDL-c. In the oral glucose tolerance test and in the insulin tolerance
test, animals treated with phthalimides were more sensitive to the action of the hormone regulating
carbohydrate uptake. In the evaluation of the transaminases (AST/ALT), the animals of the group treated with
phthalimides presented a lower elevation than the other groups of the experiment, the same observed with the
uric acid evaluation. Histological analyzes were performed on liver, kidney, heart and pancreas samples. The
groups treated with the compounds FGT-2 and FGT3 presented discrete alterations in the liver and kidney. FGT-4
did not present histological alterations for both tissues and the three phthalimide derivatives did not cause
alterations in the other organs. These results suggest that the phthalimides tested can act as antihyperlipidemic
agents and have a pleiotropic action, by acting also reducing glycemia in insulin resistance model mimicking
diabetes mellitus type 2. These compounds may appear as a new approach in the treatment of obesity and
complications, which are multifaceted.
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APENDICE F - QUESTIONARIO COLETA DE DADOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO N R
Centro de Ciéncias Biolégicas LPCM
Laboratério de Pesquisas Citolégicas e Moleculares - LPCM 1abor 0 e Pescgudias
Coordenador: Prof, Dr, Jacinto da Costa Silva Neto fieldaizts & Malstwures

VEST TR reo 0

Registro Interno No.
Questionario da Coleta Citologica

Data da coleta: / 120

Identificacdao
Paciente: Idade: anos
Data nascimento: \ \ Municipio de origem:
( ) Capital () Interior
Etnia: () Branco ( )Preto () Pardo ()Amarelo () Indigena

i ' - y ( )entre 1 e 3 salarios
Renda familiar: () abaixo de 1 salario minimo ( )acima de 5 salarios

() de 3 a5 salario

Escolaridade : Ensino fundamental incompleto () Ensine fundamental completo

()
() Ensino médio incompleto { ) Ensino médio completo
()

Ensino superior incompleto { ) Ensino superior completo
Histoéria Ginecoldgica

Menarca: anos 17 relagdo sexual: _anos N° de parceiros:

N° de gestagoes: N° de abortos:

Partos: Normal Cesaria

Esta gravida/amamentando? ( ) Nao () Sim, gravida ( ) Sim, amamentando
Anticoncepcional hormonal: ( ) Nao () Sim, qual?

Menopausa: anos Horménio para menopausa: ( ) Nao () Sim
Historia Médica

( ) Diabetes mellitus () Hipertensao arterial sistémica () Doenga cardiovascular

() Alguma doenga inflamatéria crénica? (Ex.:Artrite) Qual
( ) Transfusdo sanguinea Quantas vezes

( ) Cancer, qual? ( ) Outra, qual?
Medicacgdo continua: ( ) Nao ( ) Sim, qual?

Habitos

Tabagismo: ( )Nao () Sim, quantos cigarros/dia?
Tabagismo passivo em casa ou no trabalho: ( ) Nao () Sim
Etilismo: ( )Nao () Sim, qual bebida/frequéncia?
Medidas Historia Familiar

Peso: Kg Cancer: ( )Nao ( )Sim. Qual tipo?
Altura; m Parentesco:

Material coletado: ( ) Lamina de citologia ( ) Sangue ( )Escovado DNA ( ) Escovado RNA

Citologia Anterior (se houver)

Resultado Citolégico: Data:___/___/
Exames da coleta

Resultado Citolégico:
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