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RESUMO

Os tumores na cérvice uterina configuram-se como um importante problema de salde publica,
sendo o quarto tipo de cancer mais frequente entre as mulheres, e o segundo em numero de
mortes, conforme as estimativas mundiais. O desenvolvimento do cancer de colo uterino esta
diretamente relacionado a infeccdo persistente pelo HPV (Papilomavirus Humano). Lesdes
intraepiteliais (pré-malignas), quando ndo tratadas, podem progredir a lesbes invasivas
(malignas). As alteracfes dessas lesdes podem ser detectadas pelo exame citoldgico
(Papanicolau) e confirmadas pelo exame histolégico. O presente estudo realizou um
levantamento genético dos tipos de HPVs (alto risco oncogénico) em mulheres com lesdes intra-
epiteliais escamosas ou invasivas que realizaram exame citolégico e colposcépico na clinica
ginecoldgica do Hospital Sdo Marcos (HSM), em Teresina, Piaui, utilizando PCR e nested PCR.
Foram avaliadas 113 amostras cervicais parafinadas coletadas no periodo de 2015 a 2016. A
idade média foi de 49 anos, variando entre 21 e 85 anos. 62,83% sdo oriundas do interior do
Estado e 37,17% s&o da capital. O grau de instrucdo predominante entre elas foi o ensino
fundamental (59,29%). 57,52% apresentaram apenas citologia inflamatdria, seguido de lesdo
intraepitelial de alto-grau com 17,70% e carcinoma escamoso somado ao adenocarcinoma com
13,27%. Os exames histopatolégicos demonstraram NIC | (neoplasia intraepitelial cervical) em
15,93%, e NIC 1/l em 40,71%, enquanto que o carcinoma escamoso atingiu 35,40%. Na
andlise genotipica do HPV foram encontrados os seguintes tipos: HPV-33 (76,99%); HPV-16
(41,59%); HPV-18 (5,28%); o HPV-31 (3,54%), HPV-45 (1,77%) e o HPV-58 (0,88%).
Concluimos que o HPV-33 é o tipo mais prevalente no Piaui e o HPV-16 o segundo,
diferentemente de vérias regiGes do pais. Esse estudo demonstra a necessidade de mais estudos
de frequéncia de genotipos de HPV por regido do Brasil, devido ao estabelecimento de politicas
publicas preventivas, como a vacinagdo adotada nacionalmente desde 2014 através da vacina
quadrivalente (4HPV) para os tipos HPV-6, 11, 16 e 18, ndo contemplando o HPV-33.

Palavras-chave: histopatologico. cancer cervical. HPV.



ABSTRACT

Tumors in the uterine cervix are an important public health problem, being the fourth most
frequent type of cancer among women, and the second in number of deaths, according to the
world estimates. The development of cervical cancer is directly related to the persistent infection
by HPV (Human Papillomavirus). Intraepithelial (pre-malignant) lesions, when left untreated,
may progress to invasive (malignant) lesions. Changes in these lesions can be detected by
cytological examination (Papanicolau) and confirmed by histological examination. The present
study performed a genetic survey of HPV types (high oncogenic risk) in women with squamous
or invasive intraepithelial lesions who underwent cytological and colposcopic examination at the
gynecological clinic of the Hospital Sdo Marcos (HSM), in Teresina, Piaui, using PCR and
nested PCR. A total of 113 paraffin-shaped cervical samples were collected between 2015 and
2016. The mean age was 49 years, ranging from 21 to 85 years. 62.83% are from the interior of
the State and 37.17% are from the capital. The predominant level of education among them was
elementary education (59.29%). 57.52% presented only inflammatory cytology, followed by
high-grade intraepithelial lesion with 17.70% and squamous carcinoma added to
adenocarcinoma with 13.27%. Histopathological exams revealed CIN I (cervical intraepithelial
neoplasia) in 15.93%, and CIN Il / 11l in 40.71%, while squamous cell carcinoma reached
35.40%. In genotypic analysis of HPV the following types were found: HPV-33 (76.99%); HPV-
16 (41.59%); HPV-18 (5.28%); HPV-31 (3.54%), HPV-45 (1.77%) and HPV-58 (0.88%). We
conclude that HPV-33 is the most prevalent type in Piaui and HPV-16 the second, differently
from several regions of the country. This study demonstrates the need for more frequency studies
of HPV genotypes by region of Brazil, due to the establishment of preventive public policies,
such as the vaccination nationally adopted since 2014 through the quadrivalent vaccine (4HPV)
for HPV-6, 11, 16 and 18, not contemplating HPV-33.

Keywords: histopathological. cervical cancer. HPV.
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1 INTRODUCAO

O céancer cervical representa 9% dos casos de cancer feminino e € a terceira causa de
cancer em mulheres em todo o mundo, com mais de 529 mil casos novos e 275,000 mortes
por ano (JEMAL et al., 2011). E 85% do céncer cervical ocorrem em paises em
desenvolvimento (BRUNI et al., 2010).

E amplamente aceito que o principal fator etioldgico para cancer de colo do Utero e
lesbes precancerosas sao infeccdes 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 infeccdo pelo HPV é condicdo necessaria para o desenvolvimento do céncer
cervical e ja estd bem estabelecido que os gen6tipos 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 atero (CHATURVEDI, 2010). Entretanto, a presenca isolada do HPV ndo assegura
a carcinogénese cervical (MATSUMOTO & YOSHIKAWA, 2013). E necessaria a infecgéo e
persisténcia associada aos cofatores, 0s quais atuam em consonancia com 0S mecanismos
virais, a fim de estabelecer a iniciacdo e progressao da neoplasia do colo uterino (GREEN et
al., 2007; APPLEBY et al., 2009).

Estudos epidemioldgicos tém relatado consistentemente marcadores de atividade
sexual, incluindo nimero de parceiros sexuais recentes / de vida e idade em estréia sexual
para estar entre os fatores de risco mais importantes para a infecgdo por HPV. Independente
dos marcadores de atividade sexual, outros fatores relacionados a infec¢do pelo HPV ou a
persisténcia incluem idade jovem, status socioeconémico, multiparidade, circuncisdo, uso de
preservativo, uso de anticoncepcionais orais, tabagismo, nutricdo, supressao imune, carga
viral, bem como certos polimorfismos genéticos no sistema de antigeno leucocitario humano
(TOTA et al., 2011). Além disso, estudos tém demonstrado associacdo entre o uso de
contraceptivos orais e infeccao persistente pelo HPV a progressao do cancer cervical (EFIRD
et al., 2011). Os resultados de um estudo com polimorfismos associados ao desenvolvimento

de lesbes cervicais forneceram indicios de que 0s anticoncepcionais podem atuar
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sinergicamente aumentando a susceptibilidade ao desenvolvimento de lesGes cervicais de alto
grau (AMARAL et al., 2014).

Estd consolidado que os HPVs de alto risco sdo o0s responsaveis pelo
desenvolvimento carcinogénico no colo do Utero, visto que, a infeccdo persistente por mais de
2 anos desses virus, resulta na expressdo dos oncogenes virais E5, E6 e E7, cujos produtos
proteicos interferem na regulacdo do ciclo celular e ocasionam instabilidade genémica nas
células infectadas (ZUR HAUSEN, 2002; PITTAYAKHAJONWUT; ANGELETTI, 2010).

Né&o havendo intervencdo, os genes E6 e E7 do DNA viral, se integrard ao genoma
do hospedeiro levando ao superexpressao e, consequentemente, o desenvolvimento de lesdes
intraepiteliais do tipo NIC I, passando por lesGes intermediarias e avancadas do tipo NIC 1l e
NIC IIl em aproximadamente 2 a 3 anos da infec¢do e iniciando-se a transformacéo
carcinogénica entre 10 e 12 anos ou mais, dependera das condi¢fes do hospedeiro até atingir
lesGes invasivas (WALLIN et al, 1999; ZIELINSKI et al, 2001; WINER et al, 2005).

Apesar do progresso no rastreamento do cancer de colo uterino, inclusive com
campanhas preventivas em alguns paises utilizando o método da citologia (Papanicolaou), um
elevado nimero de resultados falso-negativos e falso-positivos é observado (DEHN et al.,
2007; HWANG, SHROYER, 2012), além de haver controvérsias em relacdo ao manejo das
pacientes com lesBes pré-invasivas ou exames moleculares indicativos de infec¢do pelo HPV
de alto risco (PETRY, 2011; MASSAD et al., 2013). Isso evidencia a necessidade de se
identificar métodos complementares como 0s biomarcadores que contribuam com a precisdo

do diagndstico e fornecer informacdes quanto ao risco de progressdo da doenca.

O numero de infeccbes pelo HPV de alto risco é da ordem de milhGes (DE
SANJOSE et al., 2007; DUNNE et al., 2007), contudo, apenas uma pequena percentagem
progride a lesdes que podem chegar a invasdo (INSINGA et al., 2004).

Embora perspectivas de reducéo destas taxas tenham emergido com a implementacao
das campanhas de vacina¢do contra os principais HPVs oncogénicos em alguns paises
(MARKOWITZ et al., 2012), permanecem incertezas em rela¢do ao nivel de protecdo através
das vacinas a longo prazo. Além disso, haverd um periodo de transicdo com grupos
remanescentes ndo vacinaveis, sendo necessarias diferentes estratégias para o controle do
cancer cervical (LYNGE et al., 2009; TOTA et al., 2014).

Portanto, esse estudo realizou um levantamento genético dos tipos de HPVs (alto

potencial oncogénico) em mulheres com lesdes intra-epiteliais ou invasivas que realizaram
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exame citoldgico e colposcdpico na clinica ginecoldgica do Hospital Sdo Marcos (HSM), em

Teresina, Piaui.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 EPIDEMIOLOGIA

O cancer do colo do utero ocupa o sétimo lugar no ranking mundial, sendo o terceiro
tipo mais comum na populacdo feminina. Em 2012, para o0 mundo, estimaram-se 528 mil
casos novos com uma taxa de incidéncia de 14/100 mil mulheres e 266 mil mortes por essa
neoplasia, correspondendo a 7,5% de todas as mortes por cancer em mulheres. Em termos
globais, a maioria dos casos (70%) ocorre em areas com menores niveis de desenvolvimento
humano. Quase nove de cada dez ébitos por cancer do colo do Utero ocorrem em Regides
menos desenvolvidas, onde o risco de morrer de cancer cervical antes dos 75 anos € trés vezes
maior (FERLAY et al., 2013).

As taxas de incidéncia variam de Regido para Regido e de pais para pais, indo de
9,9/100 mil nas Regibes mais desenvolvidas para 15,7/100 mil nas areas menos
desenvolvidas. Em relacdo as taxas de mortalidade, a variagdo ocorre de 3,3/100 mil para
8,3/100 mil. Constituem Regibes de maior risco a Africa Oriental (42,7/100 mil), Melanésia
(33,3/100 mil), Sul (31,5/100 mil) e Africa do Norte (30,6/100 mil). As Regides que possuem
as menores incidéncias sdo a Australia/Nova Zelandia (5,5/100 mil) e a Asia Ocidental
(4,4/100 mil). A mortalidade apresenta uma variagdo maior, de 2/200 mil na Asia Ocidental,
Europa Ocidental e Australia/Nova Zelandia, para acima de 20/100 mil na Malasia, Africa
Central e Africa Oriental (FERLAY et al., 2016). Em 2015, no Brasil, ocorreram 5.727 Gbitos
por cancer do colo do Gtero (BRASIL, 2017). 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, onde o cancer de colo ocupa apenas a
11° posicdo (FERLAY et al., 2015) (Figura 1).
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Figura 1: Numero estimado (milhares) de novos casos de cancer (incidéncia) e ébitos
(mortalidade) em mulheres em regiGes mais desenvolvidas e menos desenvolvidas do mundo em 2012,

More developed regions Less developed regions
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Fonte: Adaptado de FERLAY et al, 2015.

Segundo as ultimas estimativas mundiais para o ano de 2018, é o quarto tipo de
cancer mais comum entre as mulheres, e 0 segundo em nimero de mortes. Para o0 biénio
2018-2019, no Brasil, foram esperados 16.370 casos novos de cancer do colo do utero, com
um risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. Sendo a terceira neoplasia mais
comum dentre a populacéo feminina, apenas suplantada pelo cancer de pele (ndo melanoma) e
0 cancer de mama, sendo a quarta causa de morte feminina por cancer (INCA, 2018) (Figura
2).

Figura 2: Distribuicfo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma.
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Fonte: Adaptado do INCA, 2018.
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No Piaui, houve uma taxa bruta de incidéncia estimada de 26,19 casos de cancer do
colo do dtero para cada 100 mil mulheres, com uma estimativa de 430 novos casos no Estado
e 140 na capital Teresina para o ano de 2018 (INCA, 2018) (Figura 3).

Figura 3: taxas brutas de incidéncia estimadas para 2018 por sexo, segundo estado e capital.

Taxas brutas de incidéncia estimadas para 2018 por sexo, segundo Estado e capital* (Figura 17)
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Fonte: Adaptado do INCA, 2018.

Atrelados ao estado de pobreza da populacéo, a baixa escolaridade, o0 comportamento
sexual e aos héabitos de higiene, esses critérios socios demograficos influenciam a atual
conjuntura da situacdo epidemioldgica do cancer cervical em escala global (CAPOTE
NEGRIN, 2015).

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, a incidéncia do cancer do colo do
utero, mostra-se heterogénea, onde é o primeiro mais incidente na Regido Norte (25,62/100
mil). Nas Regides Nordeste (20,47/100 mil) e Centro-Oeste (18,32/100 mil), ocupa a segunda
posicdo mais frequente; enquanto, nas Regides Sul (14,07/100 mil) e Sudeste (9,97/100 mil),
ocupa a quarta posicdo (INCA, 2018).
2.2 HPV E SEU CICLO DE INFEC(}AO

O HPV pertence a familia Papillomaviridae, que compreende 29 géneros e 189
Papilomavirus, em que 120 sdo HPVs Humanos (BERNARD et al., 2010).

Existem 120 tipos de HPV descritos e divididos em cinco géneros:
Alphapapillomavirus (espécie A), Betapapillomavirus (espécies B), Gammapapillomavirus
(espécie G), Mupapilomavirus (M species) e Nupapillomavirus (espécies N) (VILLIERS et
al.,2004) (BERNARD et al., 2010).
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Aproximadamente 15 desses tipos de HPV foram considerados HPV de alto risco
(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82); seis espécies como HPV de baixo
risco (6, 11, 42, 44, 51, 81 e 83) e trés espécies como HPV de risco intermediario (26, 53, 66)
(ZUR HAUSEN, 2002).

Os HPVs séo pequenos virus de 52 a 55nm de diametro, cuja capsula organiza 72
capsdmeros em simetria icosaédrica. Suas particulas consistem em 8 mil moléculas de DNA
circulares longas (pb) de pares de bases envolvidas em uma casca de proteina que é composta
por duas moléculas (L1 e L2). O genoma tem a capacidade de codificacdo para estas duas
proteinas e pelo menos seis proteinas precoces (E1, E2, E4-E7) que sdo necessarias para a
replicacdo do DNA viral e para a montagem de particulas de virus recentemente produzidas
dentro das células infectadas. Ambos 0s conjuntos de genes sdo separados por uma regiao
reguladora a montante (URR) de cerca de 1000 pb que nédo codifica proteinas, mas contém
elementos cis necessarios para a regulacdo da expressao génica, replicacdo do genoma e sua

embalagem em particulas de virus (Figura 4) (MUNOZ et al., 2006).

Figura 4: Esquema da estrutura gendémica do HPV.

E2

L2

L1

Fonte: Adaptado de Mundz et al., 2006

Apos a transmissdo, 0 HPV infecta as células basais (células tronco) na juncéo
escamocolunar ou atraves de micro traumas presentes na ectocervice. O DNA viral €
transportado para o ndcleo, seguindo a rede proteica do citoesqueleto (microtubulos), apés o
desnudamento do capsideo o DNA viral é transportado para o nucleo, seguindo a rede
proteica do citoesqueleto (microtdbulos) (ZUR HAUSEN, 1996).

O ciclo biolégico do HPV estd totalmente ligado ao das células epiteliais

hospedeiras, 0os queratinocitos, onde a replicacdo viral acompanha a diferenciacdo e a
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maturagdo, sendo nas camadas superiores do epitélio em que se encontra maior atividade

replicativa e maior quantidade de particulas virais (MOODY et al., 2010).

Os genomas do HPV novamente sintetizados se distribuem em cada célula filha, e a
medida que as células epiteliais se diferenciam, ha uma amplificacdo do DNA viral. Quando
fatores implicados na diferenciacdo celular ativam a transcricdo dos genes tardios, ocorre a
expressdo das proteinas L1 e L2 nas camadas mais superficiais do epitélio, permitindo a
formacdo da cépsula do genoma viral. Os novos virions infectantes finalmente séo liberados
no meio exterior com as células descamativas, completando o ciclo de infec¢do do virus (ZUR
HAUSEN, 1996; DOORBAR, 2005).

2.3 HPV E A TRANSFORMACAO NEOPLASICA

A perda da capacidade de completar o ciclo € o que diferencia a infeccdo viral
produtiva, presente nas lesdes de baixo grau, de uma infeccdo viral transformante e tumoral,
caracteristica dos HPVs de alto risco. O desenvolvimento de neoplasia intraepitelial de grau
maior e de cancer cervical (CC) esta associado com a perda da regulacdo deste ciclo
reprodutivo do HPV (DOOBAR, 2005) (Figura 5).

Figura 5: O ciclo viral e a transformacdo neopléasica induzida pelo HPV.
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O ciclo viral é extremamente dependente da diferenciagdo dos queratindcitos. Para
manutencdo das células em ciclo, as proteinas virais E6 e E7 sdo 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 desregulacdo e
consequente superexpressdo 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
proliferagdo, o que resulta em instabilidade cromossémica, aneuploidia e modificagdes no
DNA da célula infectada. Na sequéncia, 0 DNA viral integra-se ao DNA celular, iniciando a
transformacéo neoplasica (ZUR HAUSEN, 2002).

As moléculas criticas no processo de replicacdo do virus sdo as proteinas virais E6 e
E7, que interagem com vaérias proteinas celulares. Em sistemas experimentais estas interacées
demonstraram induzir proliferacdo e eventualmente imortalizacao e transformacao maligna de
células (MUNGER et al.,2004).

A excelente capacidade do HPV-16 para persistir e induzir a progressao para
malignidade pode ser explicada por uma particularidade nesta fase do seu ciclo de infeccéo.
Como uma aberracdo da infeccdo por virus, a atividade constante das proteinas virais E6 e E7
levando ao aumento da instabilidade genémica, acumulacdo de mutagbes oncogénicas, perda
adicional de controle de crescimento celular e, finalmente, cancer (DUENSINS, MUNGER,
2005).

O produto do gene E6 aumenta a degradacdo da proteina p53, enquanto o produto de
E7 promove a degradacdo da proteina pRb (SCHFFNER et al., 1993; GIARRE et al., 2001).
A inativagdo da pRb resulta na superexpressdo da proteina p16'™K“¢ inibidora de quinase 4,
uma reguladora da diviséo celular, em funcéo de um feedback negativo. Estudos mostram que
a superexpressdo da proteina p16™K4A pode ser utilizada para estimar a evolugdo e extensio
da lesdo e auxiliar na diminuicdo das variacbes interobservadores (RAJCANI et al., 2009;
BERGERON et al., 2010; MISSAOUI et al., 2010).

A eliminacéo viral é feita entre 3 e 16 meses, variando de acordo com 0s genoétipos
considerados. O clearance dos HPVs de baixo risco é da ordem de 3 a 6 meses, enquanto que
os de alto risco é de 12 a 16 meses. Em certos casos, a infeccdo pode ficar latente e ser
reativada em um periodo de imunossupressdo. A infecgdo por HPV de alto risco resulta em
progressdo para CC apenas em uma pequena percentagem de mulheres, ap6s um longo
periodo de laténcia (ZUR HAUSEN, 1996; HO et al., 1998).
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2.4 PROGRESSAO DAS LESOES CERVICAIS

Durante a progressdo do tumor, 0s 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 regulacdo negativa da transcricdo mediada pela proteina viral E2 (BERNARD HU,2009).

A integracdo viral, situacdo necessaria para a transformacéo maligna das células por
torna-las imortalizadas, ndo acontece em todos os casos, e 0 genoma viral € mantido em sua
forma epissomal. No entanto, grande ndmero de mulheres portadoras do HPV, mesmo dos
tipos oncogénicos, ndo desenvolvem doenca ou desenvolvem lesdes que regridem ou se
estabilizam em estagios pré-invasivos (HO et al., 1998; ZUR HAUSEN, 1999; STEBEN,
DUARTE-FRANCO,2007). Estima-se que, se ndo tratados, cerca de 5% dos casos de NIC 1l
e 12% a 31% de NIC 11l irdo progredir para carcinoma invasivo (OSTOR, 1993; MCCREDIE
et al., 2008).

2.5 DIAGNOSTICO DAS LESOES INTRAEPITELIAIS E DO CANCER CERVICAL

Mesmo com a alta mortalidade e morbidade do cancer cervical, as lesGes pré-
cancerosas podem sem facilmente diagnosticadas através do tripé do diagndstico: citologia

preventiva (Papanicolau), colposcopia e histopatoldgico (BOICEA et. Al., 2012).

Os métodos de diagnostico das lesdes induzidas pelos HPV tém como base a
identificacdo de alteracGes citomorfolGgicas associadas a replicagdo viral, como a presenca
dos coildcitos em células escamosas, portanto um grande halo perinuclear claro com bordas
espessas e nucleo atipico, considerado efeito citopatico do HPV, através do exame de triagem
denominado exame de Papanicolaou ou citolégico (citologia oncotica). Este exame reconhece
de forma indireta a presenga do virus, mas ndo e suficiente para diagnosticar ou mesmo
genotipar, se faz necessario exames moleculares (GONZALES MF, AKHTAR | e
MANUCHA V, 2017).

Ainda considerando os exames com base morfoldgica, além da citologia oncotica, a
colposcopia vem como um exame de localiza¢do de area supostamente infectada pelo HPV e
suas alteragdes, onde deverd ser biopsiada para os exames histopatolégicos, “padrao ouro”

para o diagndstico da lesdo (NAM., 2017).

E preciso utilizar os métodos acima mencionados conjuntamente para se chega ao
diagnostico final, porém, mesmo sendo a histopatologia o “padrdo ouro” no diagndstico da

lesdo, 0 mesmo ndo é suficiente para genotipar o virus HPV, recorre-se por sua vez aos
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métodos moleculares, tais como: Hibridizacdo in situ, Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) entre outros (DE VILLIERS., 2004).

2.5.1 Citologia Oncotica

A Citologia oncotica (Papanicolau) é o exame ginecoldgico de citologia cervical
mais utilizado para o rastreio do cancer de colo uterino entre as mulheres. Este exame foi
desenvolvido no inicio do século XX pelo médico Greco-americano George Nicholas
Papanicolaou e o patologista romeno Aureli Babes. Foram eles os primeiros a relatar a
presenca de células cancerosas em esfregagos vaginais e cervicais. Esses dois pesquisadores
ndo se conheciam e desenvolveram seus estudos separadamente e ambos apresentaram seus
trabalhos em 1928 (KOSS, GOMPEL, 2006).

A classificacdo dos resultados dos exames citologicos utiliza a nomenclatura do
Sistema Bethesda (2001), um conjunto de nomenclaturas envolvendo a avaliacdo da citologia
baseada nas caracteristicas celulares com o objetivo de facilitar a conclusdo do laudo

citoldgico e assim diminuir as variagdes interobservador (SILVA NETO, 2012).

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 alteracdes
que histologicamente se restringem ao terco inferior do epitélio e abrangem o efeito citopatico
do HPV (coilocitose), correspondente as antigas denominac6es de displasia leve e neoplasia
intraepitelial cervical (NIC I). As HSIL sdo alteracGes que na histologia comprometem ao
(terco médio e superior) do epitélio, correspondendo as displasias (moderada e avancada), as
neoplasias intra-epiteliais cervicais 1l e 111 (NIC Il e Ill) e o carcinoma in situ (VIANNA,
2008), além da nomenclatura relativa as lesbes glandulares que inclui adenocarcinoma in situ

e invasor.

Utilizando-se a classificacdo do Sistema Bethesda, também é possivel detectar e
descrever alteragcbes muito sutis denominadas de ASC que podem ser subdivididas em dois
tipos:

e Células escamosa atipicas de significado indeterminado (ASC-US)

e Células escamosa atipicas ndo podendo excluir HSIL (ASC-H).

Considerando ASC-US, sdo aquelas que apresentam aumento da relagéo
nucleo/citoplasma, com um volume nuclear 2 a 3 vezes maior do que o nucleo de uma célula
escamosa intermedidria normal, ndcleos discretamente hipercromaticos, com a cromatina
distribuida de forma um pouco irregular e o citoplasma densamente orangeofilico
(SOLOMON e NAYAR, 2004).
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Na classificagdo ASC-H, observam-se células com tamanho de células em metaplasia
escamosa, aparecendo de forma isolada ou em pequenos fragmentos com menos de dez
células. Essas células apresentam nucleos hipercromaticos, irregulares, formas alteradas e
com tamanho de uma a duas vezes maiores do que o nucleo de uma célula normal
(SOLOMON e NAYAR, 2004; VIANNA, 2008).

2.5.2 Colposcopia

Exame que permite visualizar a vagina e o colo do Utero atraves de um aparelho
chamado colposcopio. Este aparelho permite o aumento de 10 a 40 vezes do tamanho normal.
Também é com o colposcopio que é examinada a vulva (vulvoscopia) (WRIGHT, 2003).
Durante o exame sdo usados produtos quimicos e corantes visando realcar as areas de
investigacdo. 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 alteracdo. Ha indicacdo também quando se faz necesséria 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 ou microinvasiva,
podendo ser efetuado tratamento adequado com chances elevadas de cura
(SANKARANARAYANAN, 2003).

A colposcopia é mais do que um elo entre o rastreio citologico e a confirmacdo da
histologia. Ela avalia caracteristicas que auxiliam na concluséo final do diagndstico do cancer
cervical. Particularidades das lesdes sdo analisadas, como: tonalidade e intensidade aceto-
branca, contorno da margem e superficie das areas aceto-brancas, padrdo vascular e
permanéncia do iodo. Tendo melhor eficiéncia em diferenciar as les6es de baixo grau das de
alto grau (BOONLIKIT, 2011).

2.5.3 Histopatoldgico

Os fragmentos teciduais obtidos pelo colposcopista sdo analisados no exame
histopatolégico, ou biopsia, o0 qual é considerado o padrdo ouro para o diagnéstico do cancer
cervical (WU et. al., 2005).

As NICs constituem um leque de lesBes cervicais escamosas identificadas pela
histologia, apesar de ser também utilizada na classificagéo citoldgica, ela pode ser classificada
em graus I, Il e 1ll. A graduacdo da NIC consiste na definicdo do aspecto morfoldgico de
severidade da lesdo precursora do cancer. Esse sistema atual de classificacdo agrupa 0s
aspectos sugestivos de NIC | e sinais de infecgdo pelo HPV nas chamadas lesdes de baixo
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grau (LSIL), e os de NIC 1l e 11l em lesbes de alto grau (HSIL) (SOLOMON e NAYAR,
2004).

Essas lesGes podem permanecer em um estagio ndo invasivo por até vinte anos e
desprender células anormais que podem ser detectadas pelo exame citoldgico, 0 que aumenta
sua eficacia na deteccdo das lesdes intra-epiteliais evitando sua progresséo, caso venha ser

tratado.

As NICs podem nao evoluir a cancer, inclusive tém consideravel percentual de
regrecéo espontaneo. O risco de persistir ou evoluir para um cancer aumenta de acordo com a
gravidade da displasia. Além disso, varios estudos indicam que a persisténcia da infeccéo pelo
HPV, principalmente de alto risco, é necessaria para o desenvolvimento e progressao da NIC
para carcinoma invasivo (VIANNA, 2008). Ao estudar a histéria natural das lesdes
intraepiteliais cervicais escamosas por metanalise, observou que pacientes com citologia
compativel com LSIL e ASC-US apresentam baixo risco relativo de progressao para
carcinoma, que é de 1,44% e 0,25% respectivamente (MELNIKOW, 1998). Em outro estudo,
gue acompanhou 63 pacientes, verificou que a taxa de regressdo de lesdo entre elas foi de
87,72%, sendo que 7,9% persistiram com LSIL e 20% com HSIL (GIACCIO et al., 2010).
Demonstrou-se que a carga de HPV tem uma influéncia significativa no desenvolvimento de
NIC II e I11. O risco aumenta com altas quantidades iniciais de DNA de HPV. Assim, a carga
viral elevada pode ser usada como marcador de progressdo de curto prazo para lesdes pré-
cancerosas, embora uma carga menor ndo exclua inevitavelmente a doenca progressiva
(DALSTEIN et al., 2003). No estudo de KITCHERNER et al. (2004) demonstra que as
mulheres submetidas a colposcopia imediata apresentaram maior taxa de deteccdo de NIC de

qualquer grau.
2.5.4 Tecnicas moleculares

Atualmente a citologia ainda € o principal método de rastreio do cancer cervical. Mas
com a evolugdo da biologia molecular novas técnicas tém contribuido bastante com a

acuracidade diagnoéstica para o cancer cervical.

A identificacdo de DNA-HPV, bem como seu subtipo e carga viral séo realizados por
esses metodos. Atualmente dois tipos gerais de métodos de deteccdo de DNA-HPV tém sido
descritos. A captura hibrida 2 (CH2) é o método molecular mais utilizado em nosso meio para
a deteccdo de HPV. Esta técnica baseia-se na hibridizacdo de DNA, fazendo uso de sondas
especificas contra os tipos de HPV considerados de alto risco. A PCR baseia-se na

amplificagdo especifica de segmentos do DNA alvo e tem potencial para a deteccdo de niveis
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muito baixos de carga viral em células e tecidos, mesmo em infecg¢Ges ditas ndo produtivas. A
PCR em tempo real (PCR-TR), por sua vez, é uma variacdo do método de PCR convencional
(PCRc). Esta metodologia permite distinguir as sequéncias de bases amplificadas de DNA por
andlise da temperatura de separagdo das duplas fitas, e, como as rea¢des ocorrem em ambiente
fechado, diminui a ocorréncia de contaminagdes. Além disso, 0 uso de primers universais
permite, teoricamente, a deteccdo de todos os tipos de HPV existentes (RODRIGUES et al.,
2009). O diagnostico molecular da infeccdo pelo HPV é importante para a triagem do virus e
baseia-se, principalmente, em métodos como: captura hibrida (CH), southern blot,
hibridizacdo in situ, hibridizacdo em fase solida (microarrays) e reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (RAMA, C. H. et al., 2006). Essas técnicas apresentam mais sensibilidade
gue o exame de Papanicolaou, por exemplo na busca da presenca do HPV, podendo assim
monitorar as pacientes que podem vir a desenvolver e progredir com lesGes intraepiteliais
(TERMINI, VILLA; 2008).

No entanto, apesar dos seus beneficios, essas metodologias apresentam algumas
limitacdes diagnosticas, a principal consiste de que essas técnicas apresentam menos
especificidade, devido ao fato de que elas ndo podem separar uma infecgéo transiente de uma
infeccdo persistente e s mais tarde sdo associadas com um aumento do risco de uma lesdo de
alto grau e o cancer (CUZICK et al., 2012).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o levantamento genético dos tipos de HPVs de alto risco em mulheres com

lesBes cervicais diagnosticadas em Teresina, Piaui.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Rastrear por método da PCR a presenca do DNA-HPV em amostras cervicais

obtidas através de blocos histoldgicos.
- Classificar o potencial oncogénico dos HPVs encontrados neste estudo.

- Confrontar os dados moleculares (PCR) com os dados citoldgicos no diagnostico

do HPV, conforme a nomenclatura do Sistema de Bethesda (2001).

- Constatar a taxa de multinfec¢es, relacionando com o grau histolégico da leséo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDO
O estudo sera realizado através do metodo 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 Associacio
Piauiense de Combate ao Céancer, obedecendo integralmente os principios éticos estabelecidos
na resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saide (CNS).

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

As informac@es foram utilizadas Unica e exclusivamente para a execucao do presente

projeto e a identidade das participantes foi mantida em sigilo absoluto.
4.3 LOCAL DO ESTUDO

As amostras foram coletadas no setor no Setor de Ginecologia, Colposcopia e
Patologia do Hospital Sdo Marcos em Teresina, Piaui. Os exames citoldgicos e
histopatol6gicos foram realizados no Laboratério de Anatomia Patolégica do Hospital S&o
Marcos e as andlises biomoleculares foram realizadas em parceria com o Laboratério 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 histopatologicos de biopsias do colo
uterino obtidas por colposcopia ou por conizagdo, no banco de dados do Sistema de
Informacdo do Controle de Cancer de Colo Uterino — Ministério da Sadde (SISCOLO) entre
2015 e 2016. Onde foram selecionados 109 casos positivos com diagnosticos de lesdes
intraepiteliais escamosas ou invasivas e 4 casos negativos para lesdo, de pacientes
apresentando apenas cervicite, sendo resgatados do arquivo no Laboratério de Anatomia
Patoldgica do Hospital Sdo Marcos, em Teresina, Piaui, Brasil. Foram excluidos os casos para

0s quais nao foi possivel localizar os blocos.

O total de 113 casos resgatados foram divididos, conforme diagndstico
histopatolégico: NIC I/HPV (18 casos), NIC 11 (12 casos), NIC Il (34 casos), Carcinoma

invasor (40 casos), Adenocarcinoma (5 casos) e Cervicite (4 casos).
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Foram coletados dos prontuérios das pacientes, informac6es como idade, cidade de
origem, cor, grau de instrucdo, estado civil, nimero de gestacdes, periodo da realizagdo do

exame e resultado da citologia e do histopatoldgico.
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 ndo relacionados ao HIV (doengas

autoimunes e transplantadas);
- Pacientes vacinadas para HPV (6, 11, 16, 18).
4.7 DETECCAO DO HPV
4.7.1 Obtencdo da Amostra e Extracdo dos Acidos Nucléicos

A obtencdo de amostras para extracdo de DNA das lesdes foi realizada por
microtomia atraves 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 agitacdo 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 evaporagdo por completo do EtOH. A extracdo de DNA foi
realizada conforme instrugcbes do fabricante (kit QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue —
Qiagen).
4.7.2 Deteccdo do DNA do HPV

Para a deteccdo 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 47
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Papilomavirus (GRAVITT et al., 2000). As condi¢des de amplificacdo da sequéncia do gene
L1 com os primers MYQ09/11 (Tabela 1) foram as seguintes: 25ul de volume final, 2 ul DNA,
1,5 ul cada oligonucleotideo, 1X (12,5 ul) solucdo Master Mix (Promega) e 7,5 pl de H20. A
amplificagdo ocorreu em 35 ciclos com 95°C durante 1 minuto para a desnaturagdo, 55°C
durante 30 segundos para o0 anelamento, 72°C durante 1 minuto para a extensdo e um ciclo
com 72°C durante 5 minutos para a extensdo final. Apos a amplificacéo, o produto da PCR foi
analisado em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Apds a deteccdo com o
MYQ9/11, foi realizado uma Nested PCR com o produto de MYQ9/11, nas mesmas condigdes

de amplicacédo da sequéncia do gene L1 com os primers GP05/06 (Tabela 1).

Tabela 1 - Primers utilizados na detec¢éo do HPV.

TAMANHO (BP)
PRIMER SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOTIDEQS (5°-3°)

OLIGO FRAGMENTO
MY09 CGTCCMARRGGAWACTGATC 20
MY11 GCMCAGGGWCATAAYAATGG 20 445
GPO05 TTTGTTACTGTGGTAGATAC 20
GPO06 GAAAAATAAACTGTAAATCA 20 170

Fonte: Autor.

4.7.3 Genotipagem do HPV por Primers Especificos

Para a confirmagdo da tipificacdo utilizando-se o método PCR/sequenciamento,
foram realizadas reacbes de PCR tipo-especifico, utilizando primers desenhados para
flanquear as regibes E5 dos HPVs 16, 18, 31, 33, 58 e 45 (Tabela 2). As reacGes de PCR
foram realizadas em um volume final de 25ul, contendo 1,0 pl DNA, 1,0 ul de cada
oligonucleotideo, 1X (12,5 pl) solugdo Master Mix (Promega). As amplificages das LCRs
dos HPVs 16, 18, 31, 33, 58 e 45 foram realizadas em 30 ciclos com 95°C durante 3 minutos
para a desnaturagdo, 94°C durante 15 segundos para o anelamento, de acordo com o primer
especifico, usa as temperaturas (60°C, 58°C, 61°C, 53,7°C, 61°C, 57,8°C ) durante 1 minuto
para a extensdo e um ciclo de extensdo final a 72°C durante 1 minuto. Em seguida, 0s
produtos de amplificacdo foram analisados em geéis de agarose 1% corados com brometo de
etidio. Todas as amostras positivas para 0 DNA do HPVs 16, 18, 31, 33, 58 foram submetidas
ao sequenciamento, com a finalidade de confirmar os resultados obtidos com as PCRs tipo-

especifica e PCR/sequenciamento.
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A tipificacdo do DNA do HPV foi realizada pela técnica de PCR convencional,
utilizando oligonucleotideos especificos para os HPVs 16, 18, 31, 33 e 58, 0s quais anelam no

oncogene E5 (Tabela 2).

Tabela 2 - Primers utilizados na tipificacdo do HPV.

i ) TAMANHO (BP)
PRIMER SEQUENCIA DOS OLIGONUCLEOQTIDEOS (5°-3) OLIGO FRAGMENTO
E5 HPV16 F ACTGGCGTGCTTTTTGCTTTG 21 78
E5 HPV16 R GACACAGACAAAAGCAGCGG 20
E5 HPVI8 F CGC TTT TGC CAT CTG TCT GT 20 54
E5 HPVI8 R ACA CAA ATA CCA ATACCC ATGC 22
E5 HPV31F GCT GTC TGT GTC GGT ATAT 19 82
E5 HPV31R AAA ACA ACG TAA TGG AGA GG 20
E5 HPV33 F CTATGC TTG GTT GCT GGT GT 20 53
E5 HPV33 R GAG ATC CCA CAA ACA CCC AAA 21
E5 HPV58 F GGG TCG GCT CTACGAATT TT 20 94
E5 HPV58 R CTT GTT GGG TTAAGT ATTGTG C 22
E5 HPV45 F TTGTGCTTTTCTGTGTGCCTT 21 131
E5 HPV45 R GCAAATGCTGTTAATGGGGAT 21

Fonte: Autor.

4.7.4 Analise Estatistica

Para as analises estatisticas, utilizou-se o programa Prisma Versao 5.0 e para a analise
da associagdo entre as varidveis e o diagnéstico histopatologico foram calculados os Odds
Ratio com intervalo de confianca de 95% no teste de Fisher e T. As varidveis estudadas
foram: origem da paciente, idade, laudo histopatoldgico, laudo citolégico, genotipagem e
tipificacdo do HPV. Os diagndsticos 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.
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5 RESULTADOS

Participaram desse estudo 113 mulheres com idade média de 49 anos. De forma geral,
a idade variou entre 21 e 85 anos, com predominio nas faixas 41 a 50, 31 a 40 anos e acima de
60 anos, representando 30,09%, 24,78% e 22,12%, respectivamente conforme apresentado na

figura 6.
Figura 6: frequéncia de idade
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Fonte: Autor.

Do grupo de pacientes analisadas, 62,83% sdo oriundas do interior do Estado e
37,17% s&o da capital Teresina. O grau de instrucdo predominante entre elas, foi 0 ensino
fundamental com 59,29% do total, seguido de 17,70% com ensino médio, 15,04% analfabetas

e 7,96% possuiam nivel superior.

Foram analisadas as citologias das pacientes conforme a tabela 3, onde a maior
parte das pacientes, 57,52%, apresentaram apenas citologia inflamatoria, seguido de HSIL
com 17,70% e Carcinoma/Adenocarcinoma com 13,27%.
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Tabela 3: Frequéncia de diagnostico citoldgico.

Citologia Frequéncia Porcentagem

1- Normal 1 0,88%

2- Inflamacéo 65 57,52%

3- LSIL 8 7,08%

4- HSIL 20 17,70%

5- Carcinoma/Adenocarcinoma 15 13,27%

6- ASCUS/ASCH 4 3,54%
Total 113 100,00%

Fonte: Autor

Foram analisados os exames histopatoldgicos das pacientes conforme a tabela 4,
onde a maior parte das pacientes 40,71% apresentaram diagnostico para NIC [I/NIC I,
seguido de Carcinoma com 35,40% e NIC I/HPV 15,93%.

Tabela 4: Frequéncia dos diagndsticos histopatolégicos

Histopatoldgico Frequéncia Porcentagem
1- Cervicite 4 3,54
2- NIC I/HPV 18 15,93
3- NIC I/ 46 40,71
4- Carcinoma 40 35,40
5-  Adenocarcinoma 5 4,42
Total 113 100,00

Fonte: Autor

Analisando a relacdo entre os diagnosticos do exame citologico e 0 exame
histopatologico, observamos uma consideravel discordéancia entre os resultados, como mostra
a tabela 5. Principalmente nas citologias inflamatoérias, que no histopatoldgico foram

diagnosticadas como NIC2/3, carcinoma ou adenocarcinoma.
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Tabela 5: relacéo citologia x histopatolégico. Citologia: 1-normal, 2-inflamacéo, 3-LSIL, 4-HSIL, 5-
Carcinoma/Adenocarcinoma, 6-ASCUS/ASC-H; Histopatoldgico: 1-Cervicite, 2-NIC I/HPV, 3-NIC
11/111, 4-Carcinoma, 5-Adenocarcinoma.

histopatologico

citologia 1 2 3 4 5 Total
1 0 1 0 0 0 1
0.00 5.56 0.00 0.00 0.00 0.88
2 3 12 26 22 2 65
75.00 66.67 56.52 55.00 40.00 57.52
3 0 5 1 1 1 8
0.00 27.78 2.17 2.50 20.00 7.08
i 0 0 15 5 0 20
0.00 0.00 32.61 12.50 0.00 17.70
5 1 0 1 11 2 15
25.00 0.00 2.17 27.50 40.00 13.27
6 0 0 3 1 0 4
0.00 0.00 6.52 2.50 0.00 3.54
Total 4 18 46 40 5 113
100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

Pearson chi2 (20) = 50.4369 Pr = 0.000

Fisher's exact = 0.000

Fonte: Autor.
A deteccdo viral foi realizada inicialmente a partir dos primers genéricos MY 09/11
(amplificacdo da regido L1 do genoma viral de 445 pb) e GP (170 pb) a partir das 113
amostras. Onde foi observada a positividade para HPV em 81 (71,68%) das 113 amostras

analisadas conforme a tabela 6.

Tabela 6: Distribui¢do das amostras analisadas quanto a deteccéo viral.

HPV n %
Positivo 81 71,68
Negativo 32 28,32

Total 113 100,00

Fonte: Autor.

Ap0s a deteccdo viral, verificou-se a relagdo entre a infeccdo por HPV e a idade dos
pacientes, como mostrado na figura 7. Com as maiores frequéncia na faixa de 31 a 40 anos,
em segunda na faixa de 41 a 50 anos, em terceiro acima dos 60 anos, em quarto de 51 a 60

anos e por ultimo de 21 a 30 anos.
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Gréfico 7: frequéncia do HPV x Idade
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Fonte: Autor.

Para analise de genotipagem foram utilizados os primers especificos para seis tipos
de HPV de alto risco: HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-58 e HPV-45.

Figura 8: Gel representativo demonstrando a tipificagcdo viral com o uso dos primers especificos para E5 dos
HPVs 16, 16, 31, 33, 45 e 58. Géis de Agarose 1.5% corados com brometo de etidio. (A) HPV16 (B) HPV18 (C)

HPV31 (D) HPV33 (E)HPV45 (F) HPV5S.
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Fonte: Autor.

Conforme demonstrado na figura 9, as prevaléncias dos gendtipos encontrados nas
113 amostras foram: HPV-33 em 87 testes (76,99%); HPV-16 em 47 testes (41,59%); HPV-
18 em 6 testes (5,28%); o HPV-31 esteve presente em 4 testes (3,54%), HPV-45 em 2 testes
(1,77%) e o HPV-58 em 1 teste (0,88%).

Figura 9: frequéncia de HPV
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Analisando a frequéncia de HPV nas citologias, podemos verificar os seguintes
dados, conforme a figura 10, onde as citologias com apenas inflamacédo apresentaram a maior
frequéncia e variacdo dos gendtipos do HPV, seguido do HSIL e
Carcinoma/Adenocarcinoma, e teve a maior presenga dos HPVs 33 e 16.

Figura 10: frequéncia do HPV x diagnéstico citoldgico. Diagnéstico citoldgico: 1-normal, 2-inflamagéo, 3-LSIL,
4-HSIL, 5-carcinoma/adenocarcinoma, 6-ASCUS/ASCH
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Ap0s a tipificacdo, foi constatado nas amostras, 28 infeccdes e 84 coinfecgdes: HPV-
16/33, HPV-31/33, HPV-33/18, HPV-16/18/33, HPV-33/58, HPV-16/18, HPV-16/45 E HPV-
16/33/45 como mostra a figura 11. Além disso, podemos analisar as coinfec¢des do HPV nas

pacientes que se mostraram positividade para o virus e verificar a frequéncia do mesmo nas
amostras.

Figura 11: frequéncia das coinfeccBes por HPV.
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Fonte: Autor.
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6 DISCUSSAO

O problema da morbimortalidade atribuida ao cancer do colo do utero difere entre
paises desenvolvidos e em desenvolvimento devido a mé gestdo ou limitagdes orgcamentérias
aplicadas a prevencao e controle do cancer cervical. Alguns paises desenvolvidos reduziram o
numero de casos de cancer cervical signitificamente, devido a implementacdo de programas

efetivos de rastreio e tratamento das lesdes cervicais.

O objetivo principal da triagem do cancer cervical é detectar lesdes intra-epiteliais
iniciais e com isso submeter a paciente ao tratamento adequado evitando o desenvolvimento
do cancer. Para isso, é necessario que o rastreio apresente uma taxa de cobertura ampla, seja

de facil acesso e ofertado de forma sistematica e regular, com continuidade.

No Brasil, dificuldades na execucdo dos programas de rastreio, através da citologia, e
no cumprimento do fluxograma preconizado pelo Ministério da Salde, tem resultado na

manutencdo da alta incidéncia do cancer cervical no pais.

Esse estudo foi realizado no Hospital S&0 Marcos em Teresina, que é referéncia para
o0 tratamento do cancer no Estado do Piaui. La sdo recebidas pacientes de interior e da capital
do Estado. Além do mais, também podemos considerar relevante por ser o primeiro estudo
que visa caracterizar o perfil infectivo do HPV. Esse destaque se dar porque além do
programa de rastreio brasileiro utilizar o exame citolégico, houve um incremento substancial
em vacinacao profilatica, utilizando para isso a vacina quadrivalente (4HPV), que inclui os
HPV-6, 11, 16 e 18. Entretanto, a efetividade da vacinacdo depende, em parte, dos perfis

infectivos de HPV em cada regido.

A genotipagem com primers especificos encontrou positividade para 111 (98,24%)
casos, e somente 2 (1,76%) casos foram realmente negativos para 0 DNA do HPV. Isso pode
ter ocorrido pelo fato das amostras de DNA terem sido extraidas de material parafinado, que
muitas vezes faz com que haja degeneracdo do material genético ndo havendo anelagdo dos

primers e, consequentemente, a ndo amplificagdo da regido de interesse.

Além dos problemas de degeneracdo, ao extrair DNA de material parafinado, outra
hipbtese deve ser considerada, ha de que possam existir outros genétipos que ndo os utilizados
neste experimento. Seria adequado para essas amostras negativas a realizacdo de genotipagem

para uma confirmacgdo mais confidente.

Na genotipagem foram encontrados os seguintes tipos de HPV: HPV-33/(76,99%);
HPV-16/(41,59%); HPV-18/(5,28%); o HPV-31/(3,54%), HPV45/(1,77%) e o HPV-
58/(0,88%). Sanjose et al., (2010), num estudo epidemioldgico mostrou que tipos de HPV
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mais comuns em mulheres HPV-positivas em todo o mundo foram HPV-16, HPV-18, HPV-
31, HPV-58 e HPV-52, representando 50% de todas as infec¢bes por HPV, e que o HPV-16 e
HPV-18 sdo responsaveis por cerca de 70% pelos casos de cancer cervical invasivo no

mundo.

Diversos estudos mostraram muitos resultados divergentes sobre distribuicdo de
genotipos do HPV no Brasil. Gurgel et al., (2013) e Baldez et al., (2009) demostraram que 0
HPV-16 é o mais prevalente no Brasil. Rabelo-Santos et al. (2003) em seu estudo na regido
Central do Brasil, observou a prevaléncia do HPV-16, 33, 18 e 31. Ja Baldez et al. (2009)
mostraram que a incidéncia de HPV em regido metropolitana de Recife foi: HPV-16
(78,67%), HPV-31 (15,49%), HPV-18 (2,82%) e HPV-33 (2,82%). Pitta et al. (2010) em dois
estudos na regido Sudeste, apresentaram diferentes tipos de distribuicdo de HPV, com
prevaléncia dos tipos 16, 18, 45 e 58 e no Estado do Rio de Janeiro os tipos 16, 31, 45 e 18 no
Estado de Sdo Paulo. Castro et al. (2011) reportou que na Regido Norte do Brasil a
distribuicdo dos tipos de HPVs 16, 33, 58, 66 e 68. E nos estudos de Rocha et al. (2013) e
Santos et al. (2013) na regido amazonica, encontraram uma prevaléncia significativa de HPV-

58 em mulheres ao estudar o exame pélvico de rotina.

Bruno et al. (2014) em um estudo conduzido com mulheres na Bahia, verificou que o
tipo oncogénico mais frequente foi o HPV-16, presente em 18,5%, seguido pelo HPV-56 em
14% e o HPV-39 em 13,4%, ja o HPV-18 esteve entre 0s menos comuns com apenas 5,4%
das mulheres. Fernandes et al. (2010) demostrou que os HPVs 16, 18, 58 sdo o0s tipos mais
frequentes no Rio Grande do Norte. Mas de acordo com Filho et al. (2012), em estudo
realizado em mulheres em Alagoas, os quatro tipos de HPV de alto risco detectados mais

prevalentes foram os HPVs 16, 58, 31 e 33, que sdo consistentes com dados mundiais.

Resultados de identificagdo dos tipos virais podem sofrer algumas diferengas por
influencias de alguns fatores, entre eles, o tamanho da casuistica e a escolha da técnica de
genotipagem. Esse estudo contou com PCR utilizando primers especificos, esta técnica acaba
excluindo a possibilidade de identificagdo completa do perfil genotipico para todos os tipos de
HPV que infectam a cérvice humana. Outras técnicas opcionais também podem ser utilizadas,
mas demanda um alto custo laboral e financeiro. Um exemplo seria o0 sequenciamento, porém
esse metodos além de ser caro, torna-se inviavel quando na presenca de coinfec¢des, devido
as sobreposicOes de picos dos nucleotideos nos eletroferogramas, necessitando ainda provas

complementares através de outras técnicas moleculares.
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Neste estudo, 57,52% das citologias eram apenas inflamatorias, ou seja, Negativo
para LesOes Intra-epiteliais e Malignidade (NILM), mas o DNA do HPV estava presente nas
amostras, provando o carater transitério da infeccdo ou em processo de evolucdo neoplasica.
Os gendtipos mais frequentes foram HPV-33, seguido de HPV-16, HPV-18 e HPV-31.
Martins et al. (2016) no seu estudo com mulheres com ou sem lesdes cervicais em S&o Paulo
e Barretos, verificou que os HPVs 16 e 56 foram os tipos de HPV mais frequentemente
detectados, onde o HPV-56 foi encontrado principalmente em LSIL e NILM sugerindo um
baixo potencial oncogénico, enquanto que o HPV-16 continua a ser o tipo mais prevalente em
lesGes de alto grau. O HPV 18 foi encontrado em baixa frequéncia em NILM e esfregacos

anormais.

Na analise dos exames histopatoldgicos verificamos que 40,71% das pacientes foram
diagnosticadas com NIC I/lll, seguido carcinoma escamoso (35,40%) e NIC I/HPV
(15,93%). 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 de
41 a 50 anos. De acordo com IARC (2007) vérios estudos prospectivos mostraram que as
mulheres que sdo HPV-positivas na linha de base tém um maior risco de desenvolver NIC-III
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.

Segundo os estudos de Khan et al.,, (2005) e IARC (2007) avaliaram o risco
especifico de HPV para desenvolver NIC II/I1l e eles relataram consistentemente um risco
aumentado de NIC II/11l ligado a deteccdo basal de HPV-16. Alguns deles relataram riscos
aumentados associados com a presenca de HPV-18 e de tipos HPV relacionados
filogenéticamente com HPV-16 e HPV-18. De acordo com IARC (2007) e Winer et al.,
(2005), o NIC I1/111 desenvolvem-se dentro de aproximadamente 2 anos da deteccdo do DNA
do HPV, indicando que, ao contrario da teoria de que a infec¢do prolongada pelo HPV é
necessaria para a progressdo para NIC II/111, essas lesBes pré-cancerosas podem ser uma
manifestacdo precoce da infecgéo por HPV, pelo menos em mulheres jovens.

Segundo o Portal Brasil (2016), desde junho de 2013, o Ministério da Saude
brasileiro anunciou a deciséo de introduzir a vacina quadrivalente para HPVs (6, 11, 16 e 18
(4HPV) no programa nacional de imunizacéo, o cronograma de vacinagdo (0 e 6 meses) foi

atualizado em janeiro de 2016. A partir de 2014, esta vacina foi oferecida a meninas e
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adolescentes de 11 a 13 anos e de 2015 para adolescentes entre 9 e 11 anos e em 2017 para

meninos na faixa etaria de 12 a 13 anos.

Além da vacina quadrivalente (4HPV), surge agora a nonavalente (9HPV) que
fornece uma protecdo mais ampla na prevencdo das infeccdes cervicais, vulvar, vaginal e
cancer anal causada por HPV-16, 18, 31, 33, 45, 52 e 58, e para a prevencao de verrugas
genitais provocadas pelos tipos de HPV-6 ou 11, resultando em um potencial de 90% de
prevencdo. Entretanto, esta vacina ainda apresenta elevado custo e o Brasil ndo se pronunciou

ainda sobre sua aquisicao.

Neste contexto, a genotipagem do HPV pode ser uma ferramenta essencial para
avaliar a eficacia do programa através da identificacdo do perfil genotipico pré e pds
vacinacao contra o HPV.

As infeccbes mdltiplas por HPV sdo comumente encontradas em estudos
epidemioldgicos moleculares. No nosso estudo foi constatado 84 (73,92%) casos de
coinfeccdo pelo HPV. As coinfec¢Bes mais encontradas nas analises foram: HPV-16/33, em
segundo HPV-31/33, seguido de HPV-18/33 e HPV-16/18/33. No entanto, a importancia
clinica destes mdaltiplos tipos de HPV na modulacdo do risco para lesdes intraepiteliais
escamosas (SIL) continua a ser controversa. Segundo Dickson et al., (2014) alguns estudos
mostraram associacdo entre a lesdo intraepitelial escamosa baixa grau (LSIL) ou as lesbes
intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL) em mulheres infectadas com varios tipos de
HPV.

Além disso, Cuschieri et al., (2004) demonstraram que a combinacdo especifica de
tipos de HPV, incluindo o objetivo dos gend6tipos da vacina nonavalete e HPV ndo vacinados,
pode atuar sinergicamente para induzir qualquer SIL. De acordo com Chagas et al., (2015)
coinfec¢des com HPV-16 ou HPV-18 apresentaram o maior risco de hospedar lesdes cervicais
quando comparadas a unica infeccdo. Da mesma forma, varios tipos de HPV também foram
associados a qualquer SIL. As infecgdes por um unico HPV ou maltiplos com HPV-31 tém
um risco aumentado de 2 a 3 vezes para qualquer SIL. Sendo consistentes com outros estudos
como o de Dickson et al., (2013), onde as mulheres com multiplas infecgdes por HPV

apresentaram maior risco de NIC 11 e HSIL, quando comparada com infec¢éo Unica.

Estudos de perfis regionais infectivos para HPV como este, principalmente no Brasil,
devido as suas dimensdes continentais e a diversidade do HPV, podem corroborar com a

implementacdo de politicas publicas preventivas direcionadas, seja na disponibilidade de
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profissionais especializados, tais como ginecologistas e colposcopistas, laboratorios de

citologia clinica e nas campanhas vacinais.

Obviamente se faz necessario mais estudo com o intuito de conhecer a infectividade
e desfecho da doenca em um ndmero maior de amostras, para se consolidar o conhecimento,
bem como analisar as populac@es de homens e de mulheres com citologia negativa, utilizando
a deteccdo de DNA de HPV e, se possivel, genotipagem. SO assim teriamos o fiel retrato da

regiéo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo pioneiro mostrou a presenca dos HPV-33 e HPV-16 como sendo 0s mais
frequentes em mulheres do Estado do Piaui, portadoras ou ndo de lesdes intra-epiteliais ou
invasivas, sinalizando a importancia para a necessidade de serem mantidos 0s programas
publicos de prevencdo e deteccdo, bem como, implementar melhorarias em areas ainda com
dificil acesso a citologia oncotica, colposcopia e histopatologia, se possivel, associado ao teste
de HPV e vacinagdo. Entretanto, deve-se considerar o0 gen6tipo mais prevalente em mulheres
no Estado do Piaui foi o HPV-33, o qual ndo estd inserido na vacina quadrivalente,

comprometendo sua eficacia em grande parte das mulheres do Piaui.
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APENDICE A - QUESTIONARIO COLETA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO LPCM "
é é é Centro de Ciéncias Bioldgicas R ot Bt
:ﬁ;: Laboratdrio de Pesquisas Citoldgicas e Moleculares - LPCM Shuloglias'eMalsculsiss
1,;4? Coordenador: Prof. Dr. Jacinto da Costa Silva Neto o B
> Registro Interno No.

3

VIRTUS IMPAVIDA

L A ]

Questionario da Coleta Citologica

Data da coleta: / 120
Identificacdo
Paciente: Idade:
anos
Data nascimento: \ \ Municipio de origem:
() Capital () Interior
Etnia: () Branco ( ) Preto () Pardo () Amarelo () Indigena
Renda familiar: ( ) abaixo de 1 salario minimo
() de 3 a5 salario
( ) entre 1 e 3 salarios
() acima de 5 salarios
Escolaridade : () Ensino fundamental incompleto () Ensino fundamental completo
() Ensino médio incompleto ( ) Ensino médio completo
() Ensino superior incompleto () Ensino superior completo
Histdria Ginecoldgica
Menarca: anos 12 relagéo sexual: ~anos N° de parceiros:
N° de gestacbes: N° de abortos:
Partos: Normal Ceséria
Esta gravida/amamentando? () N&o ( ) Sim, gravida ( ) Sim, amamentando
Anticoncepcional hormonal: () Nao () Sim, qual?
Menopausa: anos Hormonio para menopausa: () Nao () Sim
Historia Médica
() Diabetes mellitus () Hipertenséo arterial sistémica () Doenca cardiovascular
() Alguma doenga inflamatéria cronica? (Ex.:Artrite) Qual )
( Transfusdo sanguinea Quantas vezes
() Cancer, qual? () Outra, qual?
Medicacao 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 Histéria Familiar
Peso: Kg Céancer: ( )Néo ( )Sim. Qual tipo?
Altura: m Parentesco:

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

Citologia Anterior (se houver)

Resultado Citoldgico: Data:. /| [/
Exames da coleta

Resultado Citoldgico:
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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 les6es
cervicais: da pré-invasao a invasao”.
ApOs ser esclarecida sobre as informacdes 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 nédo sera penalizada de forma alguma. Em caso de divida 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).
INFORMAQOES 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 ligagdes 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 expresséo de metaloproteinases da matriz em mulheres portadoras de lesdes cervicais em varios estagios
de progresséo.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Se concordar em participar da pesquisa, vocé respondera a um
guestionario sobre alguns habitos de vida, que podem facilitar a infec¢cdo pelo HPV e o aparecimento de
lesbes no colo do Utero. Todas as informacdes que vocé der, bem como seu nome, serdo mantidas em sigilo
(segredo), ou seja, sO terdo acesso a essas informacdes os pesquisadores envolvidos na pesquisa. Além
disso, vocé permitird a utilizagdo de uma amostra da biopsia e da citologia, que ja serdo coletados de vocé
como parte da rotina de exames para a prevencao do cancer cervical. Também permitird a retirada do bloco
de biopsia apés ser utilizado para o seu diagnoéstico, sendo garantida a posterior devolugdo do mesmo ao
servico do hospital. Nés utilizaremos uma parte das amostras para desenvolver 0 nosso estudo, que tem
como objetivo encontrar uma melhor forma de prevencéo e tratamento do cancer cervical.

RISCOS E DESCONFORTOS: A paciente pode se sentir constrangida em responder ao questiondrio
referente aos fatores de risco para desenvolvimento do cancer cervical. Os pesquisadores envolvidos ha
aplicacdo do questionério explicardo primeiramente do que se trata o projeto e a importancia da colaboracao
da paciente para o estudo, deixando-a a vontade para decidir se deseja ou ndo fazer parte, de forma a
minimizar esse desconforto. O risco na coleta de biopsia é inerente ao préprio procedimento de rotina para
prevencdo do céncer 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, o0 médico ira realizar o tratamento
adequado.

BENEFICIOS: Sera possivel retribuir a colaborag&o voluntaria das pacientes com a deteccéo e identificacdo
dos tipos de HPV de alto risco mais prevalentes na nossa regido, presente nas amostras coletadas,
auxiliando no diagnéstico preventivo do cancer cervical.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Ndo haver4a nenhum gasto com sua participacdo. As
consultas, exames e tratamentos oferecidos pelo hospital serdo totalmente gratuitos, ndo recebendo
nenhuma cobranca pela sua participacdo neste estudo. Vocé também néo receberd nenhum pagamento com
a sua participacdo. Vocé pode retirar o consentimento a qualquer tempo, sem qualquer prejuizo da
continuidade do acompanhamento/tratamento usual.
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CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: Todos os dados referentes a presente pesquisa serdo armazenados
no servidor do Departamento de Histologia e Embriologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas 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 PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, , RG/CPF
, abaixo assinado, concordo em participar do estudo, como sujeito. Fui
devidamente informado(a) e esclarecido(a) pelo(a) pesquisador(a)

sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim
como os possiveis riscos e beneficios decorrentes de minha participacdo. Foi-me garantido que posso retirar
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢cdo de meu
acompanhamento/assisténcia/ tratamento.

Recife,  de de20 .

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar.

02 testemunhas (ndo ligadas & equipe de pesquisadores):

Nome:

Assinatura:

Nome:

Assinatura:
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ASSOCIACAO PIAUENSE DE
COMBATE AO CANCER /

( < le 'ro:bdr' e o
HOSPITAL SAO MARCOS

D

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo 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 Temética:

Verséo: 1

CAAE: 17068913.6.3002.5584

Instituic&o Proponente: CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICIAS

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

DADOS DO PARECER

NUumero do Parecer: 1.514.401

Apresentacédo do Projeto:

O Céancer de colo uterino ocupa o terceiro lugar em mulheres em todo mundo. Estudos constataram que a
infecco seguida da persisténcia do Papilomavirus Humano (HPV) tem papel principal no surgimento e
progresséo 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 mutac&o 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 (MMP), as quais podem esta
associadas aos processos de invasdo, metéstase e recidiva tumoral devido a capacidade de degradacgédo 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 é analisar a progressao das lesdes cervicais, desde suas altera¢cdes citolégicas minimas (ASC-
US), histolégicas (NIC-1) até a invaséo (carcinoma cervical e adenocarcinoma) correlacionando as
expressdes dos proteinas E5, 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 oncotica, histopatologia, imunohistoquimica,
deteccdo, 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
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tempo real. O perfil das proteinas estudadas podera esclarecer melhor os mecanismos envolvidos na
progressédo tumoral, auxiliando no diagnéstico, na precisdo diagnéstica das lesdes, conforme seu grau de
estadiamento e na terapéutica que envolvem inibidores de MMP.

Objetivo da Pesquisa:

Correlacionar o perfil genotipico das infec¢Bes por HPV, a expressdo dos genes E5, E6, E7, proteina
pl6INK4A e das metaloproteinases em mulheres portadoras de lesfGes cervicais em varios estagios de
progresséo.

Verificar o perfil genotipico dos HPV presentes em mulheres portadoras de les6es cervicais;Correlacionar os
genotipos encontrados com os graus de lesdes 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 citoldgico, histoldgico e colposcépico;Constatar a taxa de multinfec¢des, relacionando com o
grau histoldgico da leséo;Avaliar os cofatores envolvidos com a infecgéo por HPV.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

O presente estudo ndo trara risco adicional as mulheres participantes, visto que iremos estudar os
resultados obtidos entre os exames complementares de diagnéstico citolégico, colposcédpico e anatomo
patolégico realizar os experimentos propostos com 0 material remanescente das técnica empregadas de
rotina do servigo hospitalar nas mulheres que preencham os critérios de incluséo. Para a obtencéo de pecas
para o estudo anatomo patolégico, usaremos a biépsia dirigida, segundo a técnica usual e usaremos para
tal a pinca de bidpsia tipo saca-bocados como a GaylorMedina.

Beneficios: Ao participar desta pesquisa as pacientes nao 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 informac¢des importantes sobre as leses
do colo uterino, de forma que o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa contribuir no
diagndstico e tratamento precoce das lesdes cervicais.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O estudo sera realizado através do método observacional, analitico transversal. O presente trabalho sera
realizado apds a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa das instituicbes participantes, obedecendo
integralmente os principios éticos estabelecidos na resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde

(CNS). Os pacientes e familiares que, apos informacao,
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concordarem em participar da pesquisa, assinardo o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
A identidade das participantes sera mantida em sigilo absoluto e o projeto nao interferird nos procedimentos
de rotina dos servicos participantes. Por meio de emendas, o CEP foi notificado da necessidade de incluséo
de novos pesquisadores e outras instituicdes, bem como da necessidade de prolongar o cronograma de
execucao da pesquisa. Demais aspectos do desenho e metodologia estdo adequados e ja previamente
avaliados em pareceres anteriores.

Consideracgfes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

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

Recomendacgdes:

N&o ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequac0des:

Projeto atende as normas éticas vigentes e encontra-se apto para sua execucgao.

Consideracdes Finais a critério do CEP:
Ap6s discussao do colegiado o projeto foi aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagées Béasicas [PB_INFORMACOES_BASICAS 682516 | 18/03/2016 Aceito
do Projeto E3.pdf 10:01:05
Parecer Anterior parecer_jacinto_emenda.pdf 18/03/2016 [Jacinto da Costa Aceito
09:59:51 |Silva Neto

Folha de Rosto folha_rosto.pdf 18/03/2016 [Jacinto da Costa Aceito
09:58:22  |Silva Neto

Outros cv_ismael.docx 18/03/2016 [Jacinto da Costa Aceito
09:56:00 |Silva Neto

Outros justificativa_emendacoparticipante.docx | 18/03/2016 [Jacinto da Costa Aceito
09:53:43 |Silva Neto

Outros CartaAnuenciaHospUFPI.pdf 26/02/2016 |Débora Viviane Aceito
09:12:09 [Albuquerque Granja

Santana

Outros Carta_de_Anuencia_SAME.jpg 15/01/2016 |Jacinto da Costa Aceito
23:59:47 |Silva Neto

Outros Autorizacao_de_uso_de_dados.jpg 15/01/2016 [Jacinto da Costa Aceito
23:59:01 |Silva Neto
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Outros Anuencia_HISLA.pdf 15/01/2016 |[Jacinto da Costa Aceito
23:57:22 |Silva Neto

Outros Anuencia_HSMarcos.pdf 15/01/2016 |Jacinto da Costa Aceito
23:56:17 |Silva Neto

Outros Anuencia_HGV.pdf 15/01/2016 |Jacinto da Costa Aceito
23:55:26  |Silva Neto

Projeto Detalhado / |Projeto_2016_01_ 15.doc 15/01/2016 [Jacinto da Costa Aceito

Brochura 23:51:42 Silva Neto

Investigador

Outros projeto-metalo--2015-04-02-b.docx 02/04/2015 Aceito
17:41:25

Outros Carta_anuencia-Marilea-2013-08-20.pdf | 20/08/2013 Aceito
15:01:05

Outros TERMO DE CONFIDENCIALIDADE- 20/08/2013 Aceito

2013-08-20.pdf 12:49:56

Outros Lattes-Antonio-2013-08-20.pdf 20/08/2013 Aceito
12:48:19

Outros Lattes-Marilea-2013-08-20.pdf 20/08/2013 Aceito
12:46:03

Outros Lattes-Jacinto-2013-08-20.pdf 20/08/2013 Aceito
12:45:44

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

Outros Carta_anuencia-ccb-2013-08-20.pdf 20/08/2013 Aceito
12:39:47

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:

Bairro: centro
UF: PI

Telefone:

TERESINA, 18 de Abril de 2016

Assinado por:

Neylany Raquel Silva

(Coordenador)

Rua Olavo Bilac 2300

CEP: 64.001-180

Municipio: TERESINA
(86)2106-8102

Fax: (86)2106-8102

E-mail: cep.hsm@saomarcos.org.br
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ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO PI
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Hospital Sdo Marcos

Rua Olavo Bilac, 2300 e Telefone 086 2106 8000 » Fax 086 2106 8074
C.G.C. 06870026/0001-77 » 1. E. Isento e 64001-280 Teresina — Piaui

DECLARACAO
A ASSOCIACAO PIAUIENSE DE COMBATE AQ CANCER, pessoa juridica de

direito privado, inscrita no CNPJ n® 06.870.026/0001-77, estabelecida na Rua
Olavo Bilac n°® 2300, bairro centro, em Teresina-Pl, neste ato representada por
seu Presidente ALCENOR BARBOSA DE ALMEIDA, declara que os
pesquisadores Jacinto da Costa Silva Neto e Ismael Gomes da Rocha,
submeteram a esta Entidade o projeto de pesquisa intitulado “Estudo molecular

da carcinogénese das lesdes cervicais: da pré-invasdo a invasdo”, ciente de que
a realizac&o da pesquisa estéa condicionada a aprovagéo do referido projeto pelo
Comité de Etica e Pesquisa desta Entidade.

Declara ainda, que esta Entidade possui a infraestrutura necessaria para a
realizag&o do projeto em questao.

Teresina, G2 de é\cé evnoncade 2015.

: &*\m
ASSOCIACAO UIENSE

EDILSON CARVALH




