<ttt Universidade
‘%— =, Federal

T # () de Pernambuco
|5 ;' Pro-Reitoria para Assuntos de Pesquisa e Pds-Graduagao —
¢ V", PROPESQ

Centro de Ciéncias da Saude

TEREZINHA TENORIO DA SILVA

FATORES DE RISCO PARA NEOPLASIA
INTRA-EPITELIAL CERVICAL EM PACIENTES
SUBMETIDAS A AVALIACAO MORFOLOGICA E
PESQUISA DE DNA-HPV

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de
Pernambuco para obtencado do titulo de
Doutor em Medicina Tropical

RECIFE
2004



<ttt Universidade
‘%— =, Federal

T # () de Pernambuco
i~ ;' Pro-Reitoria para Assuntos de Pesquisa e Pds-Graduagao —
¢ v V™ PROPESQ

Centro de Ciéncias da Saude

TEREZINHA TENORIO DA SILVA

FATORES DE RISCO PARA NEOPLASIA
INTRA-EPITELIAL CERVICAL EM PACIENTES
SUBMETIDAS A AVALIACAO MORFOLOGICA E
PESQUISA DE DNA-HPV

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de
Pernambuco para obtencao do Titulo de
Doutor em Medicina Tropical.

Area de concentracdo: Doencas
Infecciosas e Parasitarias

Orientador: Prof. Dr. Marcio Lobo Jardim
Co-orientador: Prof. Dr. Ricardo Arraes de Alencar Ximenes

RECIFE
2004



UIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR

Prof. Amaro Henrique Pessoa Lins

PRO REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-

GRADUACAO
Prof. Celso Pinto de Melo

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Prof. José Tadeu Pinheiro

COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
MEDICINA TROPICAL

Prof. Ricardo Arraes de Alencar Ximenes

VICE-COORDENADOR DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
MEDICINA TROPICAL

Profé. Heloisa Ramos Lacerda de Melo

CORPO DOCENTE
Profé. Célia Maria Machado Barbosa de Castro
Prof. Elizabeth Malaguefio de Santana
Prof?. Gerusa Dreyer Vieira
Prof?. Heloisa Ramos Lacerda de Melo
Prof. Joaquim Alves Nordes
Prof?. Maria Amélia Vieira Maciel
Prof?. Maria de Fatima Pessoa Militao de Albuquerque
Profé. Maria Rosangela Cunha Duarte Coelho
Prof. Ricardo Arraes de Alencar Ximenes
Prof?. Sylvia Maria de Lemos Hinrichsen
Prof?. Vera Magalhaes da Silveira



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
weEEie PROGRAMA DE POS-GRADUAGAD EM MEDICINA TROPICAL — MESTRADO E DOUTORADD

RELATORIO DA BANCA EXAMINADORA DA DISSERTACAO DA DOUTORANDA

TEREZINHA TENORIO DA SILVA

No dia 29 de outubro de 2004, as 08h30, na Sala Prof. Murilo LaGreca do Centro de Ciéncias da
Satde da Universidade Federal de Pernambuco — C.C.S./UFPE, os Professores: Prof®. Drf. Maria
Rosiingela Cunha Duarte Coelho (Depto. de Fisiologia ¢ Farmacologia — Membro Interno),
Proff. Drl. Heloisa Ramos Lacerda de Melo (Depto. de Medicina Clinica — Membro Interno),
Proff Dr? Sylvia Maria de Lemos Hinrichsen (Depto. de Medicina Tropical — Membro
Interno), Prof. Dr. Petrus Augusto Dornelas Camara (Depto. Materno Infantil -~ Membro
Externo) e Prof* Dr® Emilia Pessoa Perez (Depto. Materno Infantit — Membro Externo),
componentes da Banca Examinadora, em sessfo publica, argiifram a doutoranda TEREZINHA
TENORIO DA SILVA sobre a sua Tese intitulada *Fatores de risco para neoplasia intra-
epitelial cervical em pacientes submetidas a avaliagao morfolégica e pesquisa de
DNA-HPV”. Ao final da argiiico de cada membro da Banca Examinadora e resposta da

doutoranda, as seguintes menc¢des foram publicamente fornecidas.

Prof®. Dr®. Maria Rosingela Cunha Duarte Coelho KQD p‘-QU/]’ D A_

Prof®. Dr®. Heloisa Ramos Lacerda de Meclo  HArmowvecle
Prof®. Dr?. Sylvia Maria de Lemos Hinrichsen . sM? AQ 5\,&(@\
Prof. Dr. Petrus Augusto Dornelas Camara i ﬂ/\-”'*’ bd}{{}f\
Prof®. Dr®. Emilia Pessoa Perez N\r\’h ,ﬁ-"-( :c.'u,( A
E\) M de Lol
saizgeﬁ Cunha Duarte Coeltho

u,w: lecosclo el o

me D& Heloﬁm Ramos Lacerda de Melo

( 4 A ‘I
I

e Prof. Dr. Pe;lfsAagmm Don)elas Céamara

L&LLL/L ' f—4/r"'t &1 3'-"““ = k//)";{
Prof. Dr*. Emilia Pgm?/p.%




EPIGRAFE

Vocé tem uma amiga que nunca se submeteu a uma
colpocitologia oncética ou o fez ha mais de trés
anos.

Encaminhe-a a um servico de prevencdo de cancer
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RESUMO

Apesar da possibilidade do diagndstico das lesdes precursoras — neoplasias intra-
epiteliais cervicais (NIC) — o cancer cervical invasivo ainda representa problema de
saude publica. Na dultima década, a maior descoberta sobre a etiologia da
carcinogénese humana foi o reconhecimento de que o carcinoma cervical € uma
rara consequéncia da infec¢ao persistente por tipos oncogénicos de Papilomavirus
humano (HPV). O desconhecimento da magnitude da associagao entre HPV e NIC,
numa regido com elevada incidéncia da expresséao clinica da infecgao, motivou esta
pesquisa. Com o objetivo principal de identificar os fatores de risco para NIC,
realizou-se estudo tipo caso-controle, no qual foram incluidas 132 portadoras de NIC
(casos) e 96 pacientes com colo normal (controles), atendidas no Setor de
Colposcopia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, no
periodo de novembro de 2001 a agosto de 2002. O estudo teve aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo onde foi realizado. Os possiveis fatores
de risco para NIC foram investigados por meio de formulario padronizado, aplicado a
todas as pacientes, para pesquisa de idade, estado civil, grau de instrugao, idade ao
primeiro coito, numero de gestagbes, numero de parceiros sexuais, método
contraceptivo utilizado, referéncia de DST anterior, soropositividade para HIV e
tabagismo. Seguiram-se coletas de material para colpocitologia oncética e para
pesquisa de HPV por PCR-RFLP com primers consensus MY09/MY11, exame
colposcopico e bidpsia com exame histopatologico, nos casos indicados. Para
analise estatistica de associacdo de NIC com os fatores de risco, utilizaram-se o
Odds Ratio com intervalo de confianga e os testes qui quadrado e Fisher, ao nivel de
significancia de 0,05. Para ajuste do efeito de cada uma das variaveis pelas demais,
empregou-se a regressdo logistica pelo modelo backwards, testado com
significancia expressa pelo valor de p com grau de maxima verossimilhanga. Para
analise de concordéancia, aplicou-se o teste Kappa. No modelo final de regresséo
multipla, permaneceram as seguintes variaveis: a infeccédo por HPV de alto risco
oncogénico (OR=12,32 IC95% 3,79-40,08), referéncia de DST anterior (OR=8,23
IC95% 2,82-24,04), idade ao primeiro coito (OR=4,00 1C95% 1,70-9,39) e tabagismo
(OR=3,94 IC95% 1,73-8,98). A soropositividade para HIV comportou-se como fator
de protecéo para NIC (OR=0,04 1C95% 0,01-0,13). Dentre as 78 amostras com
positividade para HPV por PCR-RFLP, houve predominio de HPV16 ou variante 16
(46,9% do grupo caso), com maior frequéncia nas pacientes portadoras de lesdes de
alto grau. A analise dos aspectos morfolégicos no diagndstico da infecgao cervical
por HPV demonstrou que a colposcopia apresentou boa concordancia com o exame
histopatolégico, em presenca de positividade de DNA-HPV. Dentre os achados
colposcopicos mais relevantes para o diagndstico de lesdes cervicais de alto grau e
positividade de HPV, destacaram-se o epitélio acetobranco acentuado e mosaico
aspero. Considerando os fatores de risco identificados no presente trabalho,
concluiu-se que deve haver programas de rastreamento dos grupos com maior
probabilidade de desenvolver NIC, por colpocitologia, colposcopia e histopatologia,
associadas, quando possivel, a biologia molecular, prevenindo o surgimento do
cancer invasor.

Descritores: 1. Neoplasia intra-epitelial cervical 2. Citodiagndstico cervical 3. Fatores
de risco 4. Infecgao por Papillomavirus humano
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ABSTRACT

Invader cervical cancer still remains a public health problem, despite the diagnosis
possibility of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) which are precursor lesions. In
the last decade, the major discovery of human carcinogenesis etiology has been the
identification that cervical carcinoma is a rare consequence of persistent infection
with oncogenic types of human Papillomavirus (HPV). This research was motivated
by the unknown magnitude of the association between HPV and CIN, at a region with
high incidence of clinical expression of this infection. The main objective was to
identify risk factors for CIN. The study design consisted of a case control study with a
sample of 132 out-patients with CIN (cases) and 96 out-patients with normal cervix
(controls). These patients were attended at the Colposcopy Unit of Clinical Hospital
of Federal University of Pernambuco - Brazil from November 2001 to August 2002.
The study was approved by the University Ethics Committee on Human Research.
Possible risk factors for CIN were investigated with a standard questionnaire applied
to all patients, searching for age, marriage status, schooling, age at the first
intercourse, number of pregnancies, number of sexual partners, contraceptive
method use, reference of previous STD, HIV serum positivity and smoking. Samples
collection was performed for oncotic colpocitology, HPV research by PCR-RFLP
using consensus primers MY09/MY11; colposcopy and biopsy with histopathologic
exam, when necessary. For statistical analysis of CIN and risk factors association,
Odds Ratio with confidence intervals, and Qui square and Fisher tests were applied,
at significance level equal to 0.05. For effect adjustment of each variable within
others, logistic regression by backwards method was applied, testing significance
expressed by maximum verisimilitude p value. For concordance analysis, Kappa test
was used. At the final multiple regression model, the following variables remained:
high oncogenic risk HPV infection (OR=12,32 1C95% 3,79-40,08), reference to
previous STD (OR=8,23 IC95% 2,82-24,04), age at first intercourse (OR=4,00 IC95%
1,70-9,39) and tabagism (OR=3,94 1C95% 1,73-8,98). HIV serum positivity acted as
protection factor to CIN (OR=0,04 IC95% 0,01-0,13). Among 78 samples with HPV
positivity by PCR-RFLP, HPV16 and variant 16 predominated (45.9% of cases)
specially among patients with high grade lesions. The analysis of morphologic
aspects of HPV infection diagnosis permitted the identification of a good
concordance of colposcopy and histological exam with DNA-HPV positivity. Among
relevant colposcopic findings for the diagnosis of high grade lesions associated to
HPV positivity, the most important were acetowhite epithelium and sharp mosaic.
Considering the risk factors identified at this research, the author concludes that one
must create screening programs for those groups with major probability to develop
CIN, by colpocitology, colposcopy and histopathology, associated to molecular
biology, when possible, to prevent the development of invader cancer.

Key-words: 1. Cervical intraepithelial neoplasia 2. Cervical citodiagnosis 3. Risk
factors 4. Human Papillomavirus
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Dentre as neoplasias malignas do aparelho genital feminino, as que
acometem o colo do utero revestem-se de maior importancia, seja pela freqiéncia
elevada, pela morbi-letalidade ou, ainda, pela existéncia de fatores de risco e de
lesdes precursoras. A cada ano, cerca de 500 mil novos casos de cancer cervical
uterino sdo diagnosticados no mundo, o que representa aproximadamente 10% de
todos os canceres em mulheres. Em frequiéncia, no sexo feminino, ele surge como o
segundo local de cancer, suplantado apenas pelos tumores de mama (BOSCH et al.,
1995).

A incidéncia do carcinoma cervical varia nas diferentes populacoes, refletindo
a importancia da exposi¢cao aos fatores de risco e a qualidade dos programas de
rastreamento. No Brasil, estima-se que, a cada ano, surjam 20 mil novos casos e
que, por serem diagnosticados em fases avangadas, levem a morte cerca de seis mil
pacientes em igual periodo.

Na Figura 1, encontra-se demonstrada a incidéncia dos casos de cancer do
colo do utero, diagnosticados em diferentes regides do mundo (IARC, 1995;
FRANCO et al., 2001; LORENZATO, 2001).

Nos ultimos vinte anos, tem-se testemunhado o substancial progresso no
conhecimento da histéria natural do cancer do colo do utero e dos métodos de
prevencdo, diagnostico e tratamento desta afecgédo, que, apesar de tudo, ainda
representa um problema de saude publica.

Os fatores de risco, para o surgimento do cancer cervical uterino e de suas
lesdes precursoras, tém sido epidemiologicamente determinados nas ultimas trés
décadas. Dentre eles, a infecgao cervical por tipos oncogénicos do Papilomavirus
humano (HPV) tem sido estabelecida dentro dos critérios de causalidade. Certos
tipos de HPV sao admitidos como fator causal necessario, porém n&o suficiente,
para a etiologia da lesdo neoplasica. Em outras palavras, a luz dos conhecimentos
atuais, o desenvolvimento do cancer cervical € menos provavel na auséncia da
infeccdo pelo HPV e de fatores coexistentes, que favorecem a persisténcia da

infeccdo, entre os quais: tabagismo, uso de contraceptivos orais, antecedente de
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DST anterior, multiplos parceiros sexuais, multiparidade, inicio precoce das relagdes

sexuais e déficit nutricional e imunolégico, além de fatores genéticos.
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|
Finlandia [T] 5,8 N
i C
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Porto Rico, EUA E
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. C
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Figura 1 — Incidéncia de cancer cervical em locais selecionados no mundo (Adaptado com
permissao da Organiza¢ao Mundial de Saude — publicagdes IARC, 1995)

NOTA: Extraido com permissao de Lorenzatto, 2001.
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A imunodeficiéncia adquirida, como fator de risco para o desenvolvimento de
neoplasia intra-epitelial cervical (NIC), tem sido relatada (WRIGHT, SUN, 1996). A
participacao dos linfocitos T € fundamental no mecanismo de vigilancia imunoldgica,
promovendo a retirada de células mortas ou atipicas do meio tecidual, impedindo
que haja multiplicacdo exacerbada a partir destas matrizes. O déficit do numero e da
funcao dos linfécitos T € um dos motivos pelos quais ha maior prevaléncia de NIC
em portadoras da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (MOTA,
2002).

1.1 Neoplasia intra-epitelial cervical

As lesdes precursoras do cancer do colo do utero foram primeiro descritas por
Cullen, em 1900 e Rubin, em 1910, como achados histopatolégicos casuais em
bordas de tumores francamente invasores. As células observadas nessas lesdes
tinham aspectos morfologicos semelhantes aos do tumor infiltrante, porém estavam
contidas dentro do epitélio transformado. A melhor caracterizacdo dessas lesdes
iniciais deveu-se a dois inovadores procedimentos propedéuticos: a colposcopia,
idealizada por Hinselmann, em 1925, e a colpocitologia oncotica, preconizada em
1938, por Papanicolaou (SILVANY FILHO, 1998).

Trés aspectos morfolégicos basicos sdo dominantes nas lesdes precursoras:
proliferacdo celular, mitoses e perda da diferenciagdo ou da polaridade. Na
dependéncia das alteragées encontradas, Reagan, Harmonic, (1956) denominaram
essas lesdes, que antecedem o cancer invasor, displasias, graduando-as em leve,
moderada e severa, com progressao para o carcinoma in situ.

Richart (1967) reconheceu que tais lesbes possuiam carater neoplasico
verdadeiro. Preferiu, por isto, nomea-las como neoplasia intra-epitelial cervical (NIC),
graduando-as como NIC 1, NIC 2 e NIC 3, de acordo com a intensidade das atipias.
Em decorréncia das dificuldades na precisao dos diagndsticos diferenciais entre NIC
3 e carcinoma in situ, Richart (1973) propés, como legenda diagndstica unica, o

encontro de NIC 3 e carcinoma in situ.
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Em 1988, surgiu o Sistema Bethesda, com o intuito de simplificar a
classificagao anterior, agrupando em dois tipos os resultados anormais do exame de
Papanicolaou, distinguindo: Low Squamous Intraepithelial Lesion (L.SIL) ou les&o de
baixo grau e High Squamous Intraepithelial Lesion (H.SIL) ou lesédo de alto grau. De
acordo com esses principios, os esfregacos rotulados como L.SIL apresentavam
células com leves atipias e aqueles, tidos como H.SIL, continham células com atipias
pronunciadas.

Dois anos ap6s, Richart (1990) recomendou novo agrupamento classificatério
para os esfregacos citopatolégicos anormais:

Lo.SIL — abrangendo as lesdes NIC 1;
Hi.SIL — abrangendo NIC 2, NIC 3 e carcinoma in situ.

O Sistema Bethesda foi revisado em 2001 sendo hoje a classificagdo aceita
pela maioria dos servicos de citopatologia ao nivel mundial. Com poucas
modificagdes particulares, refere-se a lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau
(NIC 1 e alteragbes pelo HPV), e lesdo de alto grau (NIC 2 e NIC 3) (Sistema
Bethesda, no ANEXO 2) (BEREK, 2003).

A NIC origina-se em células metaplasicas imaturas, as quais € provavel que
se alterem devido a uma associagdo de fatores, como agentes oncogénicos,
disturbios imunolégicos e outros, encontrados principalmente em certos grupos
epidemioldgicos (SCHIFFMAN et al., 2000).

Para que se possam abordar os diversos aspectos das neoplasias intra-
epiteliais cervicais, & mister conhecer a estrutura histolégica do colo do utero, para a
qual ha consenso internacional de dominio publico (BOUGHART, 1983; RIBEIRO,
1994; SILVANY FILHO, 1998; FERENCZY, WRIGHT, 2002).

O colo do utero € uma estrutura de facil acesso ao exame, porém, complexa
em sua constituicdo e funcionalidade. Possui tecido fibroso e muscular liso e duas
mucosas originais. A primeira delas € composta por epitélio escamoso estratificado,
nao queratinizado, que recobre a porgéo contida na vagina - a ectocérvice - e toda a
mucosa do canal vaginal. A ectocérvice € denominada mucosa vaginal do colo e nao
possui glandulas. A outra mucosa original reveste internamente o canal cervical - a

endocérvice - que é formada por um epitélio colunar simples, de células muciparas,
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com eventuais células ciliadas e células de reserva. Encontram-se ainda, na lamina
propria do canal cervical, tecido conjuntivo frouxo bem vascularizado e glandulas.

A unido do epitélio escamoso ectocervical com as células colunares da
endocérvice denomina-se jungdo escamocolunar (JEC). No colo padréo, a JEC
situa-se no orificio cervical externo (OC), podendo projetar-se para a face externa do
colo, caracterizando a ectopia, ou, inversamente, para seu interior, constituindo a
entropia. A entropia ou a ectopia pode surgir em situagdes fisioldégicas ou
patolégicas. Como compensagdo natural, na existéncia de ectopia, o organismo
transforma o epitélio glandular localizado na ectocérvice, em epitélio escamoso,
surgindo nesta area, o epitélio escamoso metaplasico, que caracteriza a terceira
mucosa, também denominada zona de transformacéo (ZT), que situa-se entre a
ultima glandula e a JEC. A ZT tem especial importancia no exame colposcépico por
ser, reconhecidamente, o sitio original das neoplasias intra-epiteliais cervicais.

O epitélio escamoso original da cérvice uterina possui uma membrana basal,
que faz a ades3o do tecido epitelial & lamina propria adjacente. E constituido por trés
camadas. A profunda ou germinativa estd localizada junto a lamina prépria, é
uniestratificada em células basais e pluriestratificada em células parabasais, estas
dotadas de capacidade proliferativa; a camada intermediaria é formada por células
com citoplasma abundante, nucleos pequenos e arredondados, competentes para
se tornarem pavimentosas, enquanto que a camada superficial da cérvice é
composta por varias células superpostas, contendo citoplasma abundante, nucleos
picnoticos com eixos paralelos a superficie do epitélio.

Funcionalmente a camada germinativa € responsavel pela renovacéo e
proliferacdo do epitélio, suas células s&o ricas em ribossomos e, portanto, alvo de
agentes oncogénicos e do parasitismo viral. Os ribossomos em abundancia nessas
células retratam sua potencialidade de metabolizagdo de proteinas, no curso de
expressado de genes diferenciadores. A existéncia de microlaceragdes e o inicio da
metaplasia escamosa sao condigdes que facilitam o acesso dos virus a estas
camadas celulares profundas.

O glicogénio armazenado pelas células intermediarias, quando transformado
em acido latico por agcédo dos lactobacilos de Ddoderlein, protege a cavidade vaginal

contra alguns microorganismos patogénicos. As células superficiais também
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protegem a mucosa, chegando a promover o espessamento e até a queratinizagao
de sua camada, quando uma prote¢cao maior torna-se necessaria.

A polaridade do epitélio consiste na arquitetura organizada das trés camadas
da mucosa e caracteriza-se pelo encontro, na camada profunda, de células basais
uniestratificadas com nucleos perpendiculares ao eixo do epitélio; células da camada
intermediaria, com nucleos arredondados, e células superficiais com nucleos
picnoéticos, paralelos a superficie do epitélio (BIBBO, 1991).

A graduacgao das lesdes precursoras em NIC 1, NIC 2 e NIC 3 é embasada na
intensidade dos disturbios morfolégicos celulares, relacionados principalmente com
a proliferagdo, a atipia nuclear, as mitoses e a polaridade. Estes critérios
morfolégicos s&o avaliados também em relagdo ao nivel que alcangam na
verticalidade do epitélio. Utiliza-se, universalmente, o sistema de divisdo do epitélio
em trés tergos: inferior, mediano e superficial. Desse modo, na NIC 1, as alteragdes
celulares e a perda de diferenciagdo, ficam restritas ao terco inferior do epitélio. Na
NIC 2, as alteragbes ocorrem nos dois tercos inferiores, completando-se a
diferenciagcao no terco superficial. Na ocorréncia de NIC 3, existem alteracdes
morfolégicas das células, que ocupam os trés tercos do epitélio, porém, ainda sao
encontradas células diferenciadas. No carcinoma in situ, existe inquestionavel
envolvimento de toda a espessura do epitélio, sem qualquer evidéncia de
diferenciagcado celular, estando a membrana basal integra (RICHART, 1967;
BOUGHART, 1983; BIBBO, 1991).

As lesbes precursoras do cancer do colo do utero tém, em geral, um curso
evolutivo desigual e lento, podendo regredir, permanecer inalteradas ou sofrer
progressao (RICHART, 1967). Para alguns autores, NIC 1, NIC 2 e NIC 3
representam distintos processos, em que NIC 1 é autolimitada e espelha a infeccao
pelo Papilomavirus sexualmente transmitido, enquanto que NIC 2 e NIC 3 seriam as
verdadeiras lesdes pré-malignas (ADAM et al., 2000; MALIK et al., 2001).

Mesmo antes de se conhecer a agdo do HPV na génese dessas lesoes, 0
valor de sua intensidade ja era enfatizado, ao se afirmar que as lesdes que atingem
os dois ou os trés tercos da espessura do epitélio cervical se originam em area de
NIC 1, porém com caracteristicas morfologicas ja de franca transformacéo pre-
maligna (BOUGHART, 1983).

SILVA, T.T. Fatores de risco para neoplasia intra-epitelial cervical em pacientes submetidas a avaliagao morfolégica e
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Varios estudos epidemiologicos, alguns utilizando técnicas de biologia
molecular, comparados ou ndo com os aspectos citohistopatologicos, para o
diagndstico da infecgdo cervical pelo HPV, tém se desenvolvido nas ultimas
décadas, confirmando a tese de que este virus representa um dos fatores mais
importantes na génese das lesbes precursoras do cancer cervical uterino (CAMPION
et al., 1986; ZUR HAUSEN, 1986; MUNOZ, BOSCH, 1992; BOSCH et al., 1995;
PALEFSKY, HOLLY, 1995; LIAW et al., 1999; SCHIFFMAN et al., 2000).

A relacao entre infeccao pelo HPV e desenvolvimento de NIC satisfaz a maior
parte dos critérios classicos de Bradford Hill, para inferéncia causal. A associagao é
forte, com risco relativo, variando entre 20 e 70; consistente com resultados
reproduzidos em populacdes diferentes; temporalmente plausivel, uma vez que
estudos de coorte demonstram inquestionavelmente que a infecgao precede o inicio
das lesdes intra-epiteliais, além de ser biologicamente plausivel e coerente,
contribuindo para o melhor conhecimento a respeito da historia natural da doenca
(FRANCO, 1996).

1.2 Fatores de risco para neoplasias intra-epiteliais cervicais

1.2.1 Papilomavirus humano

Pertencente a familia Papovaviridae, o HPV tem formato icosaédrico, é
desprovido de envelope e mede aproximadamente 55 nm. Em seu genoma, possui
cerca de 8.000 pares de bases de DNA circular de dupla fita. O genoma esta
dividido em regides denominadas Open Reading Frames (ORF), as quais
encontram-se em uma mesma fita de DNA e constituem os genes virais. Os trés
fragmentos subgendbmicos na organizagdo do genoma do HPV, até agora
identificados, sdo: regido precoce ou E de early, regido tardia ou L de /ate e regidao
nao codificada ou LCR de long coding region (HOWLEY, 1996). Este genoma é
mantido na forma epissomal no nucleo de células normais infectadas, enquanto que,

nos processos de NIC e mais frequentemente no cancer invasor, o genoma do HPV
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€ encontrado integrado aos cromossomos das células hospedeiras (CULLEN et al.,
1991).

Entre os genes indutores de atipia celular, situados na regido precoce,
destacam-se E1 e E2, relacionados com a replicagdo epissomal e a regulagdo da
transcricdo; E6 e E7, que inativam o gene produtor das proteinas p53 e pRbD,
supressoras do crescimento tumoral (Figura 2) O gene P&53, localizado no
cromossomo 17, expressa a proteina p53 e tem a importante funcdo de ativar genes
que mantém a estabilidade do genoma. Na divisdo normal da célula, a p53 nao é
necessaria, porém, quando o DNA ¢é de alguma forma lesado, sua fungao
reparadora € induzida, o que |lhe confere o titulo de guardid do genoma (LANE,
1992).

Estimulo do crescimento

LCR

E6

Proteina principal

L1 E7
do capsideo

7.0905 :
{.000 1.000

1 Regulacéo da
6.000 HPV 16 2.000 regplicggéo

5.000 3.000 E1

L2

Alteracado da matriz
intracelular

Proteina secundaria
do capsideo

ES = Regulagzo da

) _ transcrigéo viral
Estimulo do crescimento

Figura 2 — Representacdo esquematica do genoma do HPV16

Havendo modificagdo do DNA, a expressado do P53 é aumentada, ativando a
proteina p21, que bloqueia o ciclo celular em G1, para a reparagao do DNA. Quando
esta reparagdo nao ocorre, o P53 induz a apoptose. O gene E6 de tipos

oncogénicos do HPV integram-se a sequéncia do P53, induzindo sua degradagao e,
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consequentemente, impedindo a reparacdo do DNA. Em decorréncia, surgem o0s
genes mutantes, que sdo perpetuados, levando a proliferagdo celular desordenada,
caracteristica das lesdes neoplasicas (GREEMBLAT et al., 1994).

0 gene Rb, localizado no cromossomo 13, expressa a proteina pRb, que se
une ao fator de transcricdo E;F na fase G1 do ciclo celular. Durante o ciclo celular
normal, a proteina pRb é fosforilada, liberando ExF. A oncoproteina E7, encontrada
nos tipos oncogénicos de HPV, liga-se a pRb, interferindo em sua habilidade de
manter ExF na forma inativa. A presenga de E,F, na forma ativada, ao longo de
todas as fases do ciclo celular, leva ao crescimento desordenado das células.
Atribui-se ainda ao gene E7, a capacidade de reduzir a expressédo dos antigenos de
histocompatibilidade, situados na superficie celular, o que pode explicar, pelo menos
em parte, o retardo na resposta do hospedeiro (GALLOWAY, McDOUGALL, 1989).

Ja foram identificados mais de 120 tipos diferentes de HPV. Destes, cerca de
40 parasitam preferencialmente a regido anogenital. O possivel sequenciamento das
areas limitantes abertas de leitura do genoma do HPV, as chamadas ORF, das
proteinas E6, E7 e L1, possibilita o isolamento de um novo tipo viral, quando a
homologia de nucleotideos, nestas ORF, difere em 10% dos tipos virais conhecidos
(WIKSTROM, 1995; FRANCO et al., 1999a).

As variantes dos virus diferem de outros do mesmo tipo em menos de 2% da
sequéncia de nucleotideos em regido especifica do genoma viral (BURK et al.,
2003).

De acordo com a localizagado, na qual foram inicialmente isolados, os tipos de
HPV foram classificados como cutaneos ou genitais. Os virus, que atuam
preferencialmente na superficie cutanea, foram subdivididos em tipos que causam
verrugas benignas planas ou vulgaris, numeros 1, 4, 41, 49, 63 e 65, e aqueles que
sdo encontrados na epidermodisplasia verruciforme. Nesta patologia, os tipos virais
envolvidos sao: 3, 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 25 e 47. Os tipos 5, 8, 12 e 47
representam risco significativo de degeneracdo maligna (GROSS, BARRASSO,
1999).

Os tipos de HPV, isolados inicialmente em verrugas genitais ou condiloma
acuminado, sdo classificados como de baixo risco, entre os quais: 6, 11, 42,44, 70 e

73, e de alto risco oncogénico, aqueles associados com lesdes intra-epiteliais e
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cancer, os tipos 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68. Conclui-
se, portanto, que a classificagdo taxondémica baseia-se na sequéncia de
nucleotideos dos HPV, claramente correlacionada com seu tropismo tissular e seu
potencial oncogénico. Dai porque existe um grupo intermediario de HPV 26, 54, 70 e
73, para os quais ainda nao existe base epidemiolégica que defina seu potencial
oncogénico (ZUR HAUSEN, 1991; WIKSTROM, 1995; VILLA, 1997). Essa
correlacdo, entre tipos de HPV de alto risco, cancer cervical e suas lesdes
precursoras ficou mais evidente apds os estudos realizados por Riou et al. (1990);
Bosch et al. (1995); Walboomers et al. (1999) e Haverkos et al. (2000), entre outros,
que detectaram a presenca do DNA de HPV de alto risco em 84% a 99,7% dos
canceres cervicais.

Harmsel et al. (1999), em estudo prospectivo, com duragdo de dois anos,
utilizando colposcopia e colpocitologia, a cada seis meses, e histopatologia, quando
necessario, avaliaram o surgimento e progressdo de NIC em 54 portadoras de
infeccao cervical por HPV-16. Constataram, em 25 pacientes, infeccdo persistente,
quando da ocorréncia de trés testes positivos consecutivos, nos quais o surgimento
de NIC foi estatisticamente significante.

Bosch et al. (1995), utilizando PCR, identificaram DNA-HPV em 93% das
1.000 lédminas de portadoras de cancer cervical invasivo, provenientes de 22
diferentes paises, localizados nos cinco continentes, cujos tipos mais prevalentes
foram, por ordem de frequéncia, 16, 18, 45, 31, 39 e 59.

Para Shah et al. (1997), a evolugéo da infecgéo viral para a lesdo de alto grau
e cancer invasivo depende de varios fatores, alguns ainda desconhecidos. Constata-
se na literatura que um desses fatores € o tipo do HPV, desde que o risco de
progressao da lesdo foi mais elevado entre as infectadas pelo HPV-16, quando
comparadas com portadoras de infecgao cervical por outros tipos virais (BOSCH et
al., 2002).

Pesquisas recentes demonstram que infecgdes por variantes do HPV-16
favorecem a persisténcia da infeccdo e consequentemente, elevam o risco de
progressao das lesdes (VILLA et al., 2000; BURK et al., 2003; GONZALEZ-LOSA et
al., 2004).
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O HPV é o agente etiologico do cancer cervical, entretanto ndo se tem

conseguido constatar sua presenga em todas as portadoras dessa neoplasia.

Enquanto, para alguns autores, a néo constatagdo da presenga do virus decorre da

técnica utilizada na identificacdo de DNA-HPV presente e na tipagem do mesmo
(MUNOZ, BOSCH, 1992; HERRERO et al., 1996), outros investigadores sugerem
que co-fatores atuam em conjunto com o HPV, para iniciar e promover a
carcinogénese (WIKSTROM, 1995).

A infeccao pelo HPV, no trato genital inferior, pode ocorrer de trés formas

distintas: clinica, subclinica e latente.

clinica — a infeccdo caracteriza-se, na maioria das vezes, pela
presenca de lesbes verrucosas, visualizadas durante a observacao da
genitalia sem a necessidade de aparelhos ou exames especiais para
serem diagnosticadas. As verrugas genitais, também chamadas
condilomas acuminados, geralmente sdo causadas por virus de baixo
risco e sdo muito transmissiveis;

subclinica — é evidenciavel por colposcopia, apds aplicacdo de acido
acético, como também por colpocitologia oncética ou por
histopatologia. Na maior parte dos casos localiza-se no colo do utero,
situando-se preferencialmente dentro da zona de transformagdo. E
cerca de 10 vezes mais freqliente do que a forma clinica. Possui baixa
transmissibilidade e pode ser produzida por HPV de baixo ou alto risco
oncogénico.

latente — caracteriza-se pela possibilidade de ser diagnosticada apenas
por meio de técnicas de biologia molecular, entre as quais: captura
hidrica, hibridizacdo in situ ou em filtros, polimerase chain reaction
(PCR) e sequenciamento de DNA. Na infeccdo Ilatente a

transmissibilidade € muito baixa (HO et al., 1998).
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1.2.2 Uso de contraceptivos hormonais

Os esterdides sexuais tem sido largamente utilizados, com a finalidade
contraceptiva ou para repor déficit endogeno. Varios estudos epidemiologicos
demonstram que usuarias de anticoncepcionais hormonais orais apresentam um
elevado risco de desenvolver neoplasia do colo do utero, e que esse risco pode ser
tempo dependente (BRINTON, 1991; MORENO et al.,, 2002; YOKOYAMA et al.,
2003). Alguns autores advogam que as usuarias de pilulas, por sentirem-se
protegidas da gravidez indesejada, tém maior atividade sexual, sem uso de
preservativo, portanto tornam-se mais vulneraveis as infecgdes, particularmente pelo
HPV (WIKSTROM, 1995).

Entre as usuarias de pilulas, encontra-se maior frequéncia de ectopia cervical,
que pode sofrer metaplasia escamosa, e, na presenga do HPV, originar neoplasia
intra-epitelial. Os mecanismos de interacdo entre HPV e esterdides sexuais ndao sao
totalmente esclarecidos, porém os estudos experimentais sugerem que tais
substancias aumentam a expressao génica do HPV, por ativagdo dos receptores
nucleares para esses horménios (BRINTON, 1991).

Roche e Crum (1991), apds estudarem influéncia da imunidade local na
etiologia das neoplasias cervicais, sugerem que modificagdes hormonais alteram as
secregdes cervicais, 0 que pode facilitar a oncogenicidade viral. Como demonstrado
por Pater et al. (1994), existem elementos de reconhecimento hormonal na regido
regulatéria do genoma dos HPV, capazes de promover a transformagao de células in
vitro em presenga de progestagenos. Atribui-se aos progestagenos contidos nos
contraceptivos orais ou injetaveis, a capacidade de suprimir a maturagéo do epitélio
cervical, tornando-o vulneravel ao surgimento de tumor. Nas portadoras de NIC e
HPV existem receptores locais para a progesterona, o que torna facil o entendimento
de que o uso exdgeno desse hormdnio, pode contribuir para o aumento dos riscos
de céncer cervical (MONSONEGO et al., 1991).

Nos estudos multicéntricos realizados com o intuito de avaliar a participacao

de usuarias de pilulas entre portadoras de neoplasias cervicais, constata-se que:
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» entre as portadoras de cancer cervical HPV-positivas, o uso de pilulas,
por menos de cinco anos, n&o foi relacionado a neoplasia (OR=0,77,
IC95% 0,46-1,29);

» nas mesmas condicdes, entre usuarias de pilulas por cinco a nove
anos, o risco aumentou significantemente (OR=2,72, IC95% 1,36-5,46);

» 0 uso de pilulas por mais de dez anos, em portadoras de HPV,
aumentou ainda mais o risco de cancer cervical (OR=4,48, 1C95%
2,24-9,36) (MORENO et al., 2002).

1.2.3 Tabagismo

Na década de 70, surgiram os primeiros estudos mostrando a associagao
entre tabagismo e céncer cervical uterino. O habito de fumar também tem sido
significantemente associado com NIC. Os efeitos imunossupressivos e mutagénicos
das substancias, que emanam da fumaca do fumo, tém sido descritos por varios
autores (FRANCO et al., 1999b; BOSCH et al., 2002; GIULIANO et al., 2002).

Como ficou comprovado por Helberg et al. (1998), o acumulo mensuravel de
nicotina e de cotidina no muco cervical permite a feitura de um modelo de como o
tabagismo pode ser um fator de risco para a NIC. Para Phillips e Smith (1994), esta
associacao é epidemiologicamente dificil de ser estabelecida, uma vez que, em
muitas culturas, existe forte correlagdo entre tabagismo antes e apds a atividade
sexual, dificultando o controle dos fatores de confundimento.

Estudos epidemiolégicos mais recentes indicam o tabagismo como fator de
risco na etiologia do processo, refletindo diferencas de exposicdo ao HPV nos
grupos pesquisados (SHIFFMAN et al., 1993). Apesar de reconhecerem que, entre
as fumantes, ha significante decréscimo da densidade das células de Langerhans na
zona de transformacédo do epitélio escamoso do colo do utero, sugerindo efeito
supressivo local na imunidade mediada por células, como demonstrado entre outros
por Poppe et al. (1995), Giuliano et al. (2002) apontam que o tabagismo aumenta a
persisténcia da infeccao local por tipos oncogénicos de HPV, contribuindo para a

carcinogénese cervical uterina. Utilizando métodos de biologia molecular, estes
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autores demonstram que, entre as fumantes, a média de duragdo da infeccao
cervical por HPV é de 10,7 meses, comparada com a média de duracdo de 8,5
meses entre as ndo tabagistas. O tempo de duragdo do habito de fumar e o numero
de cigarros consumidos por dia, que refletem a dose-resposta, também foram
avaliados nesse estudo, sugerindo que o tabagismo influencia a histéria natural da
infeccdo pelo HPV, favorecendo a carcinogénese (GIULIANO et al., 2002).

Na mesma linha de pesquisa, Franco et al. (1999b) avaliaram a persisténcia
da infecgdo por tipos oncogénicos de HPV, em populagdo de incidéncia elevada
para cancer cervical, no Brasil, com duracdo de 13,5 meses, comparado aos 8,2
meses para tipos ndo oncogénicos. Na mesma pesquisa, os autores verificam que o
HPV-16 persistiu por mais tempo que os outros tipos oncogénicos e que entre as
pesquisadas havia elevada incidéncia de tabagistas.

O possivel efeito sinérgico do tabagismo, na carcinogénese cervical induzida
pelo HPV, ja foi sugerido por Zur Hausen (1991). Outros pesquisadores, como
Nakao et al. (1996), advogam que a fumaca do cigarro possui nitrosaminas
especificas, com forte atividade carcinogénica, embasados em modelos animais, e
que certas nitrosaminas concentram-se seletivamente no muco cervical das
fumantes. A partir desses principios, construiram um modelo para explicar a
carcinogénese cervical. Utilizando concentrado dos componentes da fumacga do
cigarro, onde séao cultivadas células cervicais imortalizadas pelo HPV 18, os autores
conseguiram, in vitro, demonstrar o papel do tabagismo na progressdao da
carcinogénese iniciada pelo HPV.

Ficou claro, também para Muhoz et al. (2003), o papel facilitador do
tabagismo na carcinogénese cervical. Na conclusdo do Relatério IARC, a partir dos
resultados de 12 estudos do tipo caso-controle sobre o papel do HPV e de co-fatores
no cancer cervical uterino, identificaram entre as fumantes o aumento de duas vezes
no risco para desenvolver tal neoplasia, comparadas com as nao fumantes (OR=2,2;
1C95% 1,5-3,2).
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1.2.4 Idade

A constatacdo, de que o cancer cervical invasivo tem freqiéncia maior nas
pacientes com idade acima de 48 anos, sugeriu, para alguns autores, a influéncia
que o déficit na produgdo dos hormdnios ovarianos poderia ter na génese dessa
neoplasia. No entanto, o embasamento na etiologia multifatorial atualmente aceita,
salientando-se o papel do HPV no processo neoplasico, e a maior freqiéncia da
infeccdo por este virus entre adolescentes e adultas jovens, além da maior
incidéncia de NIC apdés os 35 anos de idade, faciltam a compreensdo dessas
etapas, no lento processo evolutivo do tumor (KJAER et al., 2002).

Utilizando diferentes métodos de diagndstico, varios autores relatam o
encontro da infecgao cervical pelo HPV, com incidéncia maior entre 15 e 25 anos de
idade e prevaléncia de 30% a 50% entre as jovens sexualmente ativas (HO et al.,
1998; ADAM et al., 2000; KAHN, 2001; KJAER et al., 2002). Ainda entre essas
jovens, observa-se elevagdo na incidéncia de infeccdo transiente e maior
prevaléncia de NIC 1, associada a persistente infecgdo por tipos oncogénicos de
HPV (KAHN, 2001; KJAER et al., 2002; SILVA et al., 2002; FREGA et al., 2003).

A parte dos aspectos comportamentais reconhecidamente importantes na
génese da NIC entre jovens, ha relatos da vulnerabilidade biolégica das
adolescentes as infecgdes sexualmente transmissiveis. Admite-se existir, entre elas,
baixa producdo de muco cervical, com inadequada barreira de protecdo contra
agentes infecciosos e maior ocorréncia de ectopia. As células colunares imaturas e
mutagénicas, ai localizadas, s&o particularmente mais vulneraveis a microtraumas
durante o relacionamento sexual e a transmissdo de diversos microorganismos,
inclusive HIV e HPV (WASSERHEIT, 1992; HO et al., 1998; FREGA et al., 2003).

1.2.5 Numero de gestagoes

Nos ultimos 30 anos, as pesquisas tém consistentemente demonstrado que,
entre os fatores de risco para cancer do colo do utero e suas lesdes precursoras,

aqueles relacionados com a atividade sexual, exercem forte influéncia. Tanto é
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assim, que se observa, na literatura, associagao entre multiparidade e cancer do
colo do utero.

Dentre os resultados do relatério IARC, que avalia o papel do HPV no tumor
cérvico-uterino invasivo, entre pacientes HPV positivas, que relatam sete gestagdes
a termo, houve risco quatro vezes maior para este tipo de cancer, quando
comparadas as mulheres igualmente positivas para HPV que eram nuliparas
(OR=3,8; 1C95% 2,7-5,5) (MUNOZ et al., 2003).

No entanto, comparando a multigestagcdo com os outros fatores de risco para
0 cancer cervical, o numero de gestagdes, em si, ndo promove aumento do risco
dessa neoplasia e também nao é, obviamente, influenciado pela infecgdo pelo HPV
(WILKSTROM, 1995). Por outro lado, aliado as condigbes socioecondmicas
inadequadas, que debilitam o organismo, que dificultam o acesso aos métodos
contraceptivos, aos procedimentos ginecolégicos preventivos e a suficiente
assisténcia obstétrica; esses fatores, em conjunto, contribuem para elevar a
frequéncia de neoplasias cervicais entre as multiparas (BRINTON et al.,, 1992;
SCHIFFMAN, BRINTON, 1995; FRANCO et al., 2001; LORENZATO, 2001).

A literatura atual evidencia o HPV como fator necessario para as neoplasias
cervicais, porém nao suficiente. Entre os co-fatores, a multiparidade é citada, mas
ainda nao foi suficientemente comprovada, talvez porque os estudos de caso-
controle tém falhado na identificacdo dos fatores que contribuem para essa
patologia, pela falta de padronizacdo dos instrumentos de coleta de dados e da
metodologia de identificacdo e tipagem do DNA-HPV. Por esse motivo, tem-se
buscado a uniformizagdo das informac¢des, com o objetivo de facilitar a analise
(MUNOZ, 2003).

1.2.6 Numero de parceiros sexuais

Estudos epidemioldgicos tém indicado que a ocorréncia de neoplasias
cervicais € fortemente influenciada, também, por fatores relativos a atividade sexual
das pacientes e de seus parceiros (FRANCO, 1991; BRINTON, HOOVER, 1992;
MUNOZ, BOSCH, 1992; IARC, 1995; VILLA, 1997).
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E usual, entre as portadoras de NIC, o relato de contacto sexual com varios
parceiros, assim como, em alguns estudos, de antecedentes de infecgcbes de
transmissao sexual. No entanto algumas pacientes relatam atividade sexual com um
unico parceiro. Ha citagdes na literatura que contribuem diretamente para
demonstrar a importancia do comportamento sexual do parceiro unico das
portadoras de NIC (BRINTON et al., 1992).

Fatores culturais ainda influenciam esse processo, como aqueles relativos ao
grau de instrucdo e aos habitos higiénicos. A elevada incidéncia de neoplasia
cervical, em alguns paises da América Latina, entre os quais o Brasil, esta
associada com maior frequéncia de cancer de pénis e fatores comportamentais,
como multiplos parceiros (BRINTON et al., 1989).

Ha estudos, do tipo série de casos, mostrando o aumento da freqliéncia de
neoplasia cervical em pacientes nas quais seus parceiros tiveram esposas
portadoras dessa neoplasia. Existem evidéncias de que o carcinoma de células
escamosas do pénis tem etiologia multifatorial, com freqiéncia maior na terceira
idade, entre portadores de fimose, com déficit de higiene e, também, infec¢do pelo
HPV. A infeccdo pelo HPV nao tem sido tdo intensivamente estudada nos homens
como nas mulheres, todavia o maior numero de parceiros sexuais, aumenta a
probabilidade de infecgéo, inclusive por diferentes tipos virais (SYRJANEN et al.,
1987; MAICHE, PYRHONEN, 1990; KARLSSON et al., 1995).

1.2.7 Infecgoes sexualmente transmissiveis

As classicas doengas venéreas (DV) relativas a Vénus, deusa do amor,
foram, ao longo das décadas, sendo incorporadas a outras doengas que surgiram,
também transmissiveis durante o ato sexual. Estas passaram a ser chamada de
doencas sexualmente transmissiveis (DST). A mudancga de terminologia, ndo atende
ao conhecimento atual sobre cerca de trinta agentes etioldgicos de doencgas, que
podem ser adquiridas durante o coito, porém alguns possuem outras formas de
transmissao e periodo de laténcia assintomatica, entre os quais: Treponema

pallidum, Chlamydia trachomatis, HIV, HPV e Herpes simplex Virus (HSV).
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Por esse motivo, a Organizagdao Mundial de Saude (OMS) propds o termo
Infecgbes Sexualmente Transmissiveis (IST), que engloba aquelas ndo evidentes
clinicamente, porém transmissiveis, entre outras vias, durante o ato sexual (WHO,
1996).

Varios microorganismos ja foram imputados na etiologia das neoplasias
cervicais, entre os quais: HSV, Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis e HPV
(BECKER et al., 1994; VIIKKI et al., 2000; GIULIANO et al., 2001).

Nos ultimos 10 anos, tem sido cientificamente documentado o sinergismo
epidemioldgico entre as IST, algumas influindo diretamente na transmissdo do HIV
(FLEMING, WASSEHEIT, 1999; WRIGHT et al., 2001; LAl et al., 2003).

1.2.8 Déficit imunolégico, alimentar e fatores genéticos

O estado imunolégico das pacientes € considerado um fator relevante na
incidéncia das NIC e do cancer cervical. Essas patologias tém incidéncias
significativamente  elevadas nas  mulheres imunocomprometidas, mais
especificamente, nas que receberam transplantes de 6rgéos ou de tecidos e nas
infectadas pelo HIV (MOTA, 2002).

A imunidade local, mediada pelas células de Langerhans, pode ser a chave
do mecanismo defensivo do hospedeiro contra a infecgdo pelo HPV e do posterior
desenvolvimento das neoplasias. Ha reduzida densidade dessas células,
consideradas apresentadoras de antigenos, em portadoras de HPV e NIC,
principalmente entre aquelas que possuem o habito de fumar (ZUR HAUSEN, 1986;
UCHIMURA, 2002).

A ativacao de células T CD4 representa etapa fundamental na elaboragao da
resposta eficiente contra infeccdes virais e processos neoplasicos. Estas células sao
ativadas em estruturas linféides secundarias, pelas células dendriticas ou de
Langerhans, e, dessa interagao resulta a ativacdo de linfocitos T CD8. A resposta
imune ndo parece efetiva na eliminagdo dos virus e na regressao das lesdes, em

algumas pacientes (Van der BURG et al., 2001).
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Destacam-se ainda, entre os fatores de risco para as neoplasias cervicais, as
caréncias nutricionais de Vitamina A, R-caroteno, Vitamina C e &acido folico
(VERREAULT et al., 1989; WIKSTROM, 1995; KWASNIEWSKA et al., 2002).

No que tange aos aspectos hereditarios, na etiopatogenia das neoplasias
cervicais, a analise da histéria familiar ndo tem demonstrado correlagao positiva,
como observada nos tumores de mama. Provavelmente os casos citados de
ocorréncia em membros de uma mesma familia foram devido a similaridade de
fatores ambientais ou comportamentais (MACIAG, 2002). Todavia estudos
realizados em portadoras de infecgao cervical pelo HPV e NIC identificaram fatores
genéticos do hospedeiro, como o polimorfismo de genes antigenos leucocitarios
humanos (HLA), implicados na susceptibilidade a estas patologias e fundamentais
no controle da resposta imune (MACIAG, 2002).

Os genes HLA estao localizados no complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) e sao divididos em genes de classe | e de classe Il. Os genes de classe |,
presentes nas células nucleadas, tém como funcio principal a apresentacao de
antigenos aos linfocitos T CD8 (citotoxicos), enquanto que os genes de classe I,
presentes nas células de Langerhans e nos macréfagos, apresentam os antigenos
aos linfécitos T CD4 (auxiliares) (UCHIMURA 2002).

Ao considerar os genes HLA de classe Il e as neoplasias cervicais, estudo de
Maciag (2002) demonstrou, como fator de risco para desenvolvimento de NIC, a
tipificacdo de HLA-DRB1. No entanto, o autor reconhece a necessidade da
ampliacdo do periodo de observacdo e do tamanho amostral, para melhor

esclarecimento desta associagao.

1.3 Justificativa

Considerados todos os fatores de risco que foram tema de pesquisas, ao
longo do tempo, em diversas partes do mundo, é inquestionavel serem as lesdes
intra-epiteliais cervicais precursoras de cancer do colo uterino. Assim sendo, parece
também fundamental que se envidem esforgcos para reduzir a incidéncia e a
prevaléncia de tais lesdes, como forma eficaz de minimizar os riscos das lesdes

invasivas.
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Em relagdo a NIC e cancer do colo do utero, Recife, situada na regiao
nordeste do Brasil, apresenta duas caracteristicas. Em primeiro lugar, detém as
maiores taxas mundiais de cancer do colo uterino; em segundo lugar, ndo dispde de
estudos nos quais todas as relagbes causais tenham sido epidemiologicamente
investigadas, o que é preocupante.

Atualmente o principal fator causal do céancer do colo do utero e de suas
lesdes precursoras € a infecgdo por HPV, sendo sua investigacdo mandatéria como
conduta preventiva. Diversos métodos, diretos e indiretos, estdo disponiveis para
pesquisa de HPV, desde a colposcopia e as alteragbes morfolégicas
citohistopatoldgicas, ja realizadas nos servicos de Ginecologia na Cidade do Recife,
até os métodos de biologia molecular, de custo ainda inviavel para estabelecimento
como rotina na regido, dadas suas caracteristicas socioeconémicas.

Assim sendo, buscou-se investigar a presengca de HPV em pacientes
portadoras de NIC e num grupo controle, utilizando os métodos opticos classicos e a
reacdo de PCR, assim como a influéncia dos fatores de risco comportamentais e
ambientais ja referidos na literatura, no intuito de contribuir com o conhecimento, que
podera auxiliar as estratégias nos programas de prevencado de cancer do colo

uterino, inseridos na realidade social da regiao.
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Objetivos

2.1 Geral

Identificar os fatores de risco para NIC em pacientes atendidas no Setor de

Colposcopia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

2.2 Especificos

» Verificar a associacao entre NIC e os potenciais fatores de confusao.

» ldentificar o tipo de HPV em pacientes sem patologia cervical e
comparar com o tipo de HPV em pacientes com NIC.

» ldentificar, nas pacientes estudadas, a associacéo entre o tipo de HPV-

16 e variante 16 e NIC em seus diferentes graus.

2.3 Secundarios

» Comparar os resultados da colpocitologia e da histopatologia aqueles
da PCR para diagnostico de HPV.

» Avaliar a concordancia entre colposcopia, colpocitologia e
histopatologia para o diagnostico de infecgao cervical pelo HPV em
portadoras de NIC.
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3.1 Desenho do estudo

Foi realizado estudo do tipo caso-controle, no qual foram incluidas as
portadoras de NIC, infectadas ou ndao pelo HIV, submetidas aos exames
colpocitolégico, colposcopico, histopatologico e pesquisa de HPV por método de
biologia molecular, atendidas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco (HC-UFPE), no periodo de novembro de 2001 a agosto de 2002. Como
grupo controle, foram estudadas pacientes sem patologia cervical, submetidas ao
exame preventivo de rotina no mesmo hospital e periodo.

Por ser a NIC patologia caracterizada por tempo de evolugéo longo, o estudo
do tipo caso-controle mostra-se mais indicado, por ser analitico e observacional,
possibilitando testar a hipdtese, sem a necessidade de acompanhamento das

pacientes por periodo prolongado.

3.2 Local do estudo

O Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco situa-se no
campus universitario. E um hospital de arquitetura vertical, multiblocos, com 11
andares, nove dos quais em funcionamento. Dispde de 345 leitos para internamento
nas diversas especialidades médicas e 99 leitos/dia. Possui trés centros cirurgicos,
sendo o0 maior para cirurgias eletivas de médio e grande porte, outro menor para
cirurgias ambulatoriais e o centro obstétrico, locais onde sao realizadas cerca de
8.000 cirurgias por ano.

Do ponto de vista organizacional, & hospital publico, federal, de nivel terciario,
para onde sdo encaminhados pacientes do Recife, Regido Metropolitana e Interior
do Estado. Em seus ambulatérios séo realizadas anualmente cerca de 1.600.000
consultas, entre as quais, 10.000 atendimentos ginecologicos e cerca de 6.000

exames colposcopicos.
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Como hospital-escola, é centro de formacao, especializacdo e treinamento
para estudantes e profissionais de Medicina, Psicologia, Enfermagem, Fisioterapia,
Terapia Ocupacional, Fonoaudiologia, Nutricdo e Farmacia.

O servico de colposcopia funciona no terceiro andar, em cinco salas
individuais, com atendimento em tempo integral. Dispbe de cinco experientes
médicos colposcopistas, que também colhem o material para colpocitologia oncotica

e realizam bidpsias nos casos indicados.

3.3 Populacao do estudo

Foram incluidas na pesquisa, 228 mulheres que ja tiveram ou que tém
atividade sexual e que procuraram atendimento espontaneo ou foram encaminhadas
para comprovagao diagnostica no Setor de Colposcopia do Hospital das Clinicas —
UFPE, durante o periodo de novembro de 2001 a agosto de 2002.

Foram excluidas da pesquisa as pacientes gravidas e aquelas cujo nivel de
compreensao prejudicasse o entendimento e as respostas para o preenchimento do

formulario especifico.

3.4 Tamanho da amostra

Alguns parametros s&o utilizados para calcular uma amostra de tamanho
adequado, entre os quais: nivel de significancia estatistica (erro alfa), chance de néo
detectar um efeito real (erro beta), chance de detectar uma diferenca se ela existir
(poder), frequiéncia de exposigao entre casos e controles. Desse modo, calcular um
tamanho de amostra populacional, que permita adequados niveis de significancia
estatistica e poder, é parte essencial do planejamento (SCHLESSELMAN, 1982).

Admitiu-se no calculo: a freqtiéncia de HPV nas mulheres sem NIC (controles)
de 50% e naquelas com NIC (casos) de 74%, correspondendo a razao
controles/casos de 68%, que, ao nivel de significancia de 5%, pode variar de 58,4%
a 76,6%. Considerando a necessidade de analise multivariada, o tempo de coleta de
dados e a disponibilidade de custeio da pesquisa, admitiram-se: proporgéo aceitavel

de controles para casos igual a 0,727, menor valor de OR aceitavel igual a 0,445;
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maior percentual de exposigcéo entre controles em 68%, erro alfa de 5%; poder de
prova de 80%, do que resultou tamanho amostral igual a 227, correspondendo a 131
(57,7%) casos e 96 (42,3%) controles (FLEISS, 1981).

3.5 Definicao das variaveis e coleta de dados

3.5.1 Definigdo dos grupos

Foram considerados casos, as pacientes portadoras de NIC, diagnosticadas
pelos exames de colposcopia, colpocitologia oncética e histopatologia.

Foram considerados controles, as pacientes que apresentavam a colposcopia
e colpocitologia oncética, com resultados normais, em trés ocasides, ha
aproximadamente quatro anos, ha dois anos, assim como o0 exame realizado por

ocasiao desse estudo.

3.5.2 Variavel dependente - neoplasia intra-epitelial cervical (NIC)

Definida pela presenga de desarranjo estrutural no epitélio estratificado no
material de bidpsia ou esfregacgo citolégico do colo uterino, com auséncia de invasao
da membrana basal. Esta variavel foi categorizada em trés estagios: NIC 1 ou leséo
de baixo grau, NIC 2 e NIC 3 ou lesbes de alto grau, de acordo com a intensidade
das alteragdes citoldgicas (BEREK, 2003):

» NIC 1 ou lesao de baixo grau — definida como presencga de alteragdes
citolégicas com aumento da relagao nucleo-citoplasma, sendo o maior
diametro do nucleo menor que o menor raio da célula, em presenca de
discretas irregularidades nos granulos cromatinicos.

» NIC 2 ou lesédo de alto grau — definida como presenca de alteragdes
citolégicas com nucleos mais anormais do que na NIC 1. O maior
didmetro do nucleo € pouco menor que o menor raio da célula, cuja

morfologia assemelha-se a células intermediarias ou parabasais.
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» NIC 3 ou lesédo de alto grau — definida como presenca de alteragcdes
celulares com sinais de malignidade mais intensos e aumento da
relagdo nucleo-citoplasma. O maior didmetro do nucleo é geralmente
igual ao menor raio da célula. As células sdo menores e tém

citoplasma basdfilo.

3.5.3 Variaveis independentes

» Infecgéo pelo HPV

» HPV positivo (+) — mulheres com diagnostico colpocitologico,
histopatolégico ou por biologia molecular de HPV. Apds a tipagem,
foram consideradas trés categorias de risco oncogénico: baixo risco
— 13, 44; risco indeterminado — 83, CP141/LVX e alto risco — 16, 18,
33, 35, 51, 52, 53, 58, 67.

» HPV negativo (-) — mulheres com diagndstico de normalidade
cérvico-uterina pelos exames colposcopico, colpocitolégico e pela
auséncia de HPV em teste de biologia molecular.

» Infecgao pelo HIV

» HIV (+) positivo — foram consideradas HIV positivas, as pacientes
que apresentaram dois testes reagentes de enzimaimunoensaio
(ELISA), seguidos de confirmagéo pela imunofluorescéncia.

» HIV (-) negativo — foram consideradas HIV negativas, as pacientes

com dois testes ELISA nao reagentes.

3.5.4 Variaveis de controle

» ldade
Definida como anos completos por ocasido da entrevista. Foi usada a

categorizagao: 15 — 29 e 30 — 54, na analise multivariada.
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» Estado civil
Definida como a situagao juridica civel ou a coabitagdo com companheiro. Foi
usada a categorizagdo: solteira, casada e viuva ou separada.

» Grau de instrugao
Definida como a referéncia de ter freqlentado o ensino formal. Foi usada a
categorizagao: sem instrugéo ou elementar e fundamental a superior.

» ldade do primeiro coito
Definida como a idade em que a paciente teve a primeira relagéo sexual. Foi
usada a categorizagao: 10 — 19 e 20 — 30

» Numero de gestagoes
Definida como o numero de vezes que a paciente declarou ter estado gravida.
Foi usada a seguinte categorizagdo: nuligestas — nenhuma, primigestas —
uma vez, paucigestas — duas a trés vezes e multigestas — quatro ou mais
vezes.
Para a analise multivariada, utilizou-se a categorizagdo de ausente para
nuligestacao e presente, para qualquer numero de gestacoes.

» Numero de parceiros sexuais
Definido como o numero de parceiros sexuais nos trés anos que antecederam
a pesquisa. A categorizagao foi: um a dois parceiros e trés ou mais parceiros

» Método contraceptivo
Definido como o método utilizado para evitar gravidez, nos trés meses que
antecederam a pesquisa. Foi usada a categorizagdo: nenhum, ndo hormonal,
nela incluidos ligadura tubaria, condom, DIU, coito interrompido, hormonal,
que incluiu oral e injetavel.
Para a analise multivariada, foi feita categorizagdo de uso de contracepgao
em sim e nao.

» Doencgas de transmissao sexual prévia
Definida como referéncia de antecedente de qualquer doenga de transmissao
sexual antes da entrevista. Foi usada a categorizagao: sim e nao.

» Tabagismo
Definido como a histéria de tabagismo, categorizada como sim e nao.

O tempo e o consumo diario de cigarros foram categorizados em:
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Tempo de tabagismo: zero, 1 — 9 anos e 10 anos ou mais;
Consumo diario de cigarros: zero, 1 — 19, > 20.
» Critérios citologicos de presencga de HPV
Definidos como presenga de coilocitose, ou seja, alteragdes nucleo-
citoplasmaticas em células dos epitélios endocervical, ectocervical e vaginal,
obtidas com a utilizacdo da espatula de Ayre e da escova citobrush®. Foi
usada a categorizag&o de presenga ou auséncia.
» Critérios histopatolégicos de presenga de HPV
Definidos como presenga de coilocitose, ou seja, alteragdes nucleo-
citoplasmaticas em células dos epitélios endocervical e ectocervical, obtidas a
partir da analise histopatolégica do fragmento obtido por bidpsia excisional
dirigida pela colposcopia. Foi usada a seguinte categorizagdo: presenga ou

auséncia

3.6 Métodos

3.6.1 Coleta de dados

Apods andlise e aprovacdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE (APENDICE 1), foram
estudadas 228 pacientes, que procuraram atendimento no Setor de Colposcopia do
Hospital das Clinicas da UFPE, no periodo de novembro de 2001 a agosto de 2002.

A abordagem inicial das pacientes, para esclarecimento e obtencdo da
concordancia e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, foi
realizada pela pesquisadora, que também obteve respostas as perguntas contidas
no formulario pré-codificado (APENDICE 2).

Todos os tubos Eppendorf e as laminas a serem utilizadas para cada paciente
foram identificados com suas iniciais, numero de registro do Servico de Arquivo
Médico e Estatistica do Hospital das Clinicas — UFPE e data de coleta. Em todo o
material de coleta foi omitida a informagéo relativa ao grupo de estudo a que a

paciente pertencia.
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A sequéncia de exame das pacientes foi: coleta de material para
colpocitologia oncética, coleta de material para identificagdo de HPV por PCR,
colposcopia e biopsia dirigida, nos casos em que os achados colposcépicos a
indicavam.

Os exames de colposcopia, colpocitologia oncotica e histopatologia foram
realizados por profissionais, que rotineiramente os executam no Hospital das
Clinicas — UFPE. Os espécimes cervicais para a pesquisa e identificagao do tipo de
HPV, por técnica de PCR, foram obtidos pela pesquisadora e adequadamente
transportados para processamento no Departamento de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Alagoas. A pesquisa de DNA-HPV por PCR foi realizada
por profissionais detentores de experiéncia técnica e desconhecedores dos
resultados dos exames colposcdpico, colpocitoldgico e histopatolégico e dos grupos
a que as pacientes pertenciam.

Findos esses exames, o aconselhamento pré-teste anti-HIV foi realizado para
todas as pacientes que desconheciam sua condigdo soroldgica, seguido da
solicitacdo do teste. Todas as pacientes foram agendadas para retorno, em
aproximadamente 30 dias, para conhecimento dos resultados dos exames e
aconselhamento pos-teste. As pacientes, que apresentaram sorologia anti-HIV
reagente, foram encaminhadas para o ambulatério de doencgas infecciosas e
parasitarias, no mesmo hospital. As portadoras de NIC foram encaminhadas para o

ambulatério de patologia cervical, para o adequado tratamento ou seguimento.

3.6.2 Coleta do material cervical e padronizagao das técnicas

Estando a paciente em posigao ginecoldgica e exposto o colo uterino com
utilizacdo do espéculo vaginal de Collins, procedeu-se a coleta dos espécimes para
0s exames colpocitolégico e pesquisa de HPV por biologia molecular, seguindo-se a
realizacdo da colposcopia, cujos achados foram descritos obedecendo a
Classificagao da Nomenclatura Internacional dos Aspectos Colposcopicos de Roma
(STAFL, WILBANKS, 1991; WALKER et al., 2003) (ANEXO 1). Nos casos que
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apresentavam atipias colposcopicas indicativas de estudo histopatologico, a bidpsia

foi realizada utilizando-se a pinga de Gaylor-Medina.

3.6.2.1 Colpocitologia oncética

O material foi obtido em area de ecto e endocérvice, utilizando-se espatula de
Ayre e escova do tipo cytobrush®, efetuando-se esfregago em Iamina devidamente
identificada. Apos fixagdo em alcool absoluto, as laminas foram submetidas a
coloracado pelo método de Papanicolaou e analisadas sob microscopia 6ptica. Os
achados citologicos foram descritos baseados nos critérios do Sistema Bethesda
(BEREK, 2003) (ANEXO 2).

3.6.2.2 Pesquisa de HPV por PCR

Descrevem-se a seguir os detalhes das técnicas de amplificagao e tipagem de
DNA-HPV. Os materiais, os equipamentos, as solugdes e seus respectivos preparos

encontram-se detalhados no Anexo 3.

» Coleta do material para pesquisa de HPV

Com uma segunda escova do tipo cytobrush®, o material foi obtido da
endocérvice, por meio de movimentos rotatérios de 360°. Em seguida, foi distribuido
em solugao do tampao TE (Tris-HCl+acido etileno diaminotetracético em pH 8) por
meio da agitacdo da escova em tubo Eppendorf devidamente identificado, e mantido
sob refrigeracdo a aproximadamente 4°C, até o processamento. As amostras foram
transportadas sob refrigeragdo a + 4° C para processamento no Departamento de

Biologia Molecular da Universidade Federal de Alagoas.

» Isolamento do DNA genémico

A amostra de esfregaco cervical de cada paciente foi misturada a 500uL de

solugdo extratora e submetida a agitagdo em vortex. Essa solugéo foi transferida
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para uma coluna de GFX para eluicdo. O eluido foi centrifugado por um minuto a
8.000 rpm (5.000g), desprezando-se o sobrenadante. O precipitado foi ressuspenso
em 500uL de solugdo de lavagem e centrifugado a 14.000rpm por trés minutos,
desprezando-se o sobrenadante O precipitado, ressuspenso em 50uL de agua Mille-
Q a 70°C, foi novamente eluido. O DNA viral, retido na coluna, foi retirado dela
utilizando 50uL de agua Mille-Q a 70°C (Figura 3).

FASE DE ISOLAMENTO DO DNA GENOMICO

v

500 uL de solugao extratora
Amostra cervical em

1mL tampao TE por 5 Inverter 3 a 6 vezes
a 7 dias a-4°C
Pellet + 500uL solugao Agitar em
@ extratora Centrifugar 8.000rpm Eluir voértex
- +— por 1° em <+—
< coluna

'/ GFX

Eluir Centrifugar 8.000rpm

em por 1’ Pellet + Centrifugar
soluna > 500uL 14.000rpm por 3’
GFX —_— > solugao de

lavagem

milli-Q a 70°C
Amostra de
DNA

Pl
<«

i Pellet + 50uL agua

Figura 3 — Esquema da fase de isolamento do DNA genémico

e Visualizacdo do DNA por meio de eletroforese em gel de
agarose

Para visualizacdo do DNA gendmico, foram diluidos 9uL de DNA de cada
amostra em 1uL de tamp&o de corrida, que foram aplicados em gel de agarose a
0,8%, corado com 2uL de brometo de etidio a 10mg/mL, montados em suporte,
imerso em solugao condutora TBE-1X. Além das amostras, foram aplicados no gel
10uL do marcador de peso molecular de 1.000 pares de bases. Procedeu-se a

corrida eletroforética por 30 minutos sob tensao de 5V/cm. O DNA foi visualizado em
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transiluminador de luz ultravioleta e fotografado com sistema digital Kodak (Figura
4).

FASE DE VISUALIZAGAO DO

DNA GENOMICO Pogos em gel de agarose a 0,8%
corado com brometo de etidio
— o 5I%/Ietro_fprese3 8'
— > .cm’ por
9uL eluido +
1uL tampdo — e——) /1 o
de corrida CJ
Amostra Controle '\
de DNA Marcador de
1.000 bases Visualizacdo em
transiluminador de
ultravioleta

Figura 4 — Esquema da fase de visualizagdo do DNA genémico

» Genotipagem do Papilomavirus humano por meio de reagao de cadeia de
polimerase

A genotipagem consistiu em: amplificagdo parcial do gene L1 viral por PCR,

analise gendmica por RFLP, construgcdo dos mapas fisicos da regido L1, eletroforese

dos produtos de digestdo enzimatica, revelagao do eletroforograma por meio de

coloragao com nitrato de prata, preservagao dos géis e registro fotografico digital.

3.6.3 Amplificagao parcial do gene L1 viral por Polimerase Chain
Reaction (PCR) em Termociclador Master Cycler Eppendorf®

Os primers consensus especificos (TING, MANOS, 1990), sintetizados pela
Life Technologies™: MY09 e MY 11 foram utilizados na amplificagdo da regido L1 do
virus, tendo as seguintes sequéncias: Primer MY09: 5CGT CCM ARR GGA WAC
TGA TC3’; Primer MY11: 5GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG3'.

Os oligonucleotideos primers PC04 e GH20, empregados na amplificagao do
gene da B-globina humana, tinham sequéncias: Primer GH20 - 5° GAA GAG CCA
AGG ACA GGT AC3’, Primer PC04 - 5 CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC3'.
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/7

% Fundamento da técnica

A amplificagdo do DNA viral objetiva a obtengcdo de um filamento
completo de 450 pares de bases do gene L1 do genoma viral,
utilizando os primers consensus MY09 e MY11. Os oligonucleotideos
GH20 e PC04, que amplificam uma regido de aproximadamente 268
pares de bases do gene [-globina humana, s&o utilizados como

controle interno, para avaliar a qualidade do DNA das células humanas.

Os ensaios de PCR foram realizados em cinco etapas distintas (Figura 5):
Etapa 1 - desnaturacdo a 95°C por 3 minutos,
Etapa 2 - pareamento dos oligonucleotideos a 55°C por 1 minuto, em 35
ciclos,
Etapa 3 — polimerizacdo das novas fitas de DNA viral a 72°C por 1 minuto,
Etapa 4 — desnaturagao das fitas duplas a 94°C por 30 segundos,

Etapa 5 — extensao final a 72°C por 10 minutos

FASE DE AMPLIFICAGAO PARCIAL DO GENE L1 VIRAL

Em termociclador

Amostra 1. DESNATURAGAO - 95°% — 3" em 35 ciclos

deDNA  ——>» 2 PAREAMENTO DE OLIGONUCLEOTIDEOS - 55°C - 1°
3. POLIMERIZAGAO DAS FITAS — 72°C — 1
4. DENATURAGAO DE FITAS DUPLAS - 94°C — 30”

5. EXTENSAO FINAL — 72°C - 10’ Pocgos em gel de
\ poliacrilamida a 1,2%
DNA viral
Visualizagdo com <4—— Eletroforese a .
reagente cromoégeno 4V.cm™ por 50° < — (3]
o

Controle negativo

Marcador de 1.000 pares de bases

Figura 5 - Esquema da fase de amplificagao parcial do gene L1 viral

Foram submetidas as cinco etapas: uma amostra de DNA viral em analise,
um controle positivo constituido por amostra comprovadamente positiva para DNA-

HPV e um controle negativo composto por todos os reagentes exceto o DNA molde.
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O DNA viral amplificado foi aplicado em placa montada de gel de poliacrilamida
a 1,2%, corado por brometo de etidio. Procedeu-se a corrida eletroforética a 4V/cm
durante 50 minutos em cuba horizontal. Cada gel foi fotografado por meio de
maquina Kodak digital marca Science™ DCA40.

Para a analise genémica por RFLP e construcdo de mapas fisicos da regiao
L1, montou-se uma bateria de oito microtubos de 0,6 mL, rotulados de um a oito,
constituida por um tubo de DNA n&o digerido e sete tubos, cada um contendo uma
das seguintes enzimas de digestdo: enzima BamHI, enzima Ddel, enzima Haelll,
enzima Hinfl, enzima Pstl, enzima Rsal e enzima Sau3Al.

As amostras foram entdo incubadas durante 12 horas a 37° C. Ap6s digest&o,
a reacao foi interrompida pela adi¢gao de 0,5uL de tampao de corrida, obtendo-se os
fragmentos de DNA por digestdo enzimatica (Restriction Fragment Length
Polymorfism - RFLP).

Procedeu-se entéo a eletroforese dos produtos de digestao enzimatica. O gel
foi montado em cuba de eletroforese vertical, contendo tampédo TBE 1X. Cada
produto de digestdo foi aplicado em pogos distintos ao lado de padrbes de peso
molecular (100pb e $X174pb) e de um controle constituido pela amostra de DNA nao
digerido. Procedeu-se a corrida eletroforética a 4V/cm, por duas horas, por meio da
qual os fragmentos digeridos foram separados.

Finda a eletroforese, o gel foi colocado em solugao fixadora, mantendo-se
agitacdo por cinco minutos. Apos remogdo dessa solugdo com duas lavagens
empregando agua Milli-Q, procedeu-se a coloragao com nitrato de prata a 0,2%, em
agitacao constante e suave por 10 minutos. A solucéo corante foi desprezada e o gel
lavado duas vezes em agua Milli-Q.

Seguiu-se a revelagédo da placa, por meio de seu recobrimento com solugao
reveladora durante 10 minutos, com agitacao suave, até a visualizagao das bandas.
A seguir, o gel foi imerso em solugao fixadora por dez minutos e, logo apds, lavado
com agua Milli-Q, durante alguns segundos (Figura 6).

ApoOs a retirada dos géis da agua, estes foram digitalizados e secos para
serem arquivados. A secagem foi obtida colocando-se o gel entre duas folhas de
papel celofane incolor, dobrando-se as bandas laterais no lado inferior da placa e

eliminando eventuais bolhas. Em seguida, o gel foi desidratado a temperatura
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ambiente durante 24 horas. Apdés a secagem, o material foi anexado ao livro de
registro para consultas posteriores.

A eletroforese dos fragmentos de digestdo por endonucleases de restricdo
produziu mapas genéticos caracteristicos de cada um dos tipos virais estudados, os
quais foram documentados com sistema fotografico digital Kodak, na forma de
arquivos jpeg, € comparados com os mapas de restricdo dos diferentes tipos de
HPV ja conhecidos (BERNARD et al, 1994). As comparagdes foram realizadas em
funcdo do tamanho dos fragmentos de DNA polimérfico, gerados pelos RFLP (Figura
7).

FASE DE ANALISE GENOMICA E CONSTRUGAO DOS MAPAS FiSICOS DO GENE L1

Bateria de digestao por endonucleases
Todos os tubos tém 4,5ul. mix

_— >
35uL de
PCR 0,5uL 0,5uL 0,5uL  0,5uL 0,5uL 0,5uL 0,5uL Sau 3A/
positiva Bam HI Dde | Hae Ill  Hinf! Pst1 Rsal +4,0uL de
para DNA PCR +0,5uL
de HPV \ de React 4 }
Banho-maria d 37°C por 12 h
\Cona‘raos 8 tubos 0,5uL de tampao de corrida
Amostra digerida O
Padréo da fragéo de digestao o
Controle ]

Revelacédo do Eletroforese vertical em gel de poliacrilamida 8% a 4V.cm™ por 2 h
eletroforograma pela técnica

de Sanguinetti et al. (1994)

<«

Figura 6 — Esquema da fase de analise genémica e construgdo dos mapas fisicos do gene L1

Foram consideradas positivas para HPV, as amostras nas quais identificou-se
amplificacdo do gene L1 com os primers utilizados, e negativas para HPV aquelas
nas quais houve positividade exclusivamente a amplificagdo com primers para B-
globina humana. Algumas amostras, que apresentaram padrao indeterminado pela

RFLP, foram submetidas ao sequenciamento genético (Figura 8).
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PM A 1 2 3 4 5 6 7 PM
100pb 450pb  BamHI Ddel Hae lll Hinf | Pst | Rsal Sau3Al 100 pb

HPV-16

HPV-16
variante

HPV 58
variante

Figura 7 — Analise por polimorfismo de fragmentos de restricado RFLP, visualizados em gel de
poliacrilamida dos produtos de PCR na regido L1 do Papilomavirus humano
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» Sequienciamento automatizado
Para facilidade de compreensdo dos diversos passos técnicos que

compuseram o sequenciamento do DNA viral, elaborou-se a Figura 8.

FASE DE PURIFICAGAO DO DNA GENOMICO

1,5uL a
2,0uL de

PCR Bc’)\lsiti:j/a Centrifugar a placa
paraHPV © Q Q Q Q —> Desprezar sobrenadante
T UuUweuyU l

1,0uL de acetato de aménio
em cada pogo 25,0uL de etanol absoluto

Agitagcdo em vortex por 1°
l 150uL etanol

Z
aY Ya¥a 7o

éﬂbbdq%—»éhQQQy7mmmwm

aTA

e paca mvertda Wit 1l 1V l
paen Y Toare

éﬁddd%ﬁ—zAdddd

Centrifugar a 900rpm a placa
invertida Desprezar o sobrenadante e manter
10uL tampao a placa invertida
formamida

AN
&hmmmy?aghmmmyﬂ_ﬁ
U@ U il 2A©

Agitar vigorosamente em vortex 3°
Centrifugar a placa rapidamente
Manter a -20°C

Centrifugar a 4.000rpm por 45° <4— Incubacéo 15°a TA, com placa coberta

U@ U

v

FASE DE ANALISE GENOMICA E CONSTRUGAO DOS
MAPAS FiSICOS DO GENE L1 Placa colocada no MegaBace® 1000 para
corrida da eletroforese, visualizagao da
corrida e mapeamento

Figura 8 — Esquema de seqiienciamento automatico do segmento de DNA da regido L1 de HPV
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Os produtos de PCR positivos para HPV, porém com resultado indeterminado
pela RFLP, foram submetidos as seguintes etapas para sequenciamento:
e Purificacdo - com a finalidade de retirar nucleotideos, enzimas e outras
impurezas provenientes da prépria reacao de PCR

A 1,5uL de solugcdo de DNA viral, acrescentaram-se 0,15uL de acetato de
amoénio realizando centrifugagao rapida, para precipitar o sal de acetato.
Seguiu-se adigdo de 3,75uL de etanol absoluto, procedendo-se a
centrifugacéo a 4.000rpm durante 45°. Apds desprezar o sobrenadante, o
precipitado foi lavado com etanol a 70% e centrifugado a 4.000rpm por
10°. Procedeu-se ao escoamento do sobrenadante por inversdo suave,
seguida por centrifugacao a 900rpm com a placa invertida. O precipitado
foi ressuspenso em 1,5uL de agua Milli-Q e por agitacdo da placa em
vortex por 3. A solugao foi conservada a -20°C.

e Amplificagao para incorporagao dos cromoforos
A cada pocgo da placa, acrescentaram-se 0,8uL de oligonucleotideo MY09
ou MY11 e 8,0uL de mix. A microplaca foi vedada com selante,
centrifugada rapidamente para homogeneizar a solugdo e colocada em
termociclador, para reagcao em 35 ciclos, respeitados sucessivos tempos e
temperaturas: 95°C por 2”, 95°C por 107, 50°C por 15”, 60°C por 17, 4°C

por tempo indeterminado.

e Precipitacdo do produto de PCR
A 1,5uL de solugdo de DNA viral, acrescentou-se 1,0uL de acetato de
amonio, realizando centrifugacao rapida, para precipitar o sal de acetato.
Seguiu-se adigao de 2,5uL de etanol absoluto, com posterior agitagdo em
vortex por 1°. Incubou-se por 15" a temperatura ambiente com a placa
coberta com papel aluminizado; centrifugou-se a 4.000rpm durante 45".
Apos desprezar o sobrenadante por inversao, o precipitado foi lavado com
150 uL de etanol a 70% e centrifugado a 4.000rpm por 10" a temperatura
ambiente. Procedeu-se ao escoamento do sobrenadante por inversao
suave, seguida por centrifugagdo a 900rpm com a placa invertida. O

precipitado foi ressuspenso em 10uL de tampao formamida por agitagao
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da placa em voértex por 3°, seguindo-se centrifugagdo a 900rpm e
conservacgao da placa a -20°C.

e Eletroforese das amostras
Inicialmente procedeu-se & calibracdo do MegaBace® 1000, hidratando os
capilares com agua Milli-Q e os colocando no anodo, para que a agua
injetada sob alta pressao, vazasse para o catodo. Nesse procedimento foi
calibrado o volume ejetado, assim como foram determinados os
parametros fisicos e quimicos da corrida eletroforética.

e Obtencao dos dados
Por meio de sistema computadorizado, o aparelho MegaBace® 1000
procedeu a inje¢cdo das amostras a serem sequenciadas, a visualizagéo da
eletroforese, permitindo a obtencao dos dados, e a analise por similaridade
BLAST, por meio de alinhamento local das sequéncias de nucleotideos,
com sequéncias similares disponiveis no banco de dados genético
internacional (NCBI, 2003).

e Analise das sequéncias de nucleotideos
A otimizagdo das sequéncias foi realizada por meio da comparagao das
sequéncias complementares obtidas com os dois primers. A analise dos
picos do eletroforograma permitiu a confirmagédo das bases nitrogenadas

incertas.

3.6.3.1 Colposcopia

Foi utilizado o colposcopio de marca INAMI®. Inicialmente foi colocada
solugao fisiolégica a 0,9% para inspegao cervical. A seguir, fez-se uma embebicao
do colo do utero com solucdo de acido acético a 3%, para delimitacdo e
caracterizagao das areas acetorreagentes anormais, localizagdo da JEC e da zona
de transformacgao. Por fim, com utilizagdo do lugol, foi realizado o teste de Schiller.

A bidpsia dirigida, quando indicada, foi realizada com a pinga de Gaylor-
Medina. As descrigdes das imagens colposcépicas obedeceram a classificacdo da

nomenclatura internacional dos aspectos colposcépicos de Roma (STAFL,
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WILBANKS, 1991), referendada pela Federagao Internacional de Patologia Cervical
e Colposcopia (WALKER et al., 2003) (ANEXO 1).

3.6.3.2 Histopatologia

Logo apds a realizagdo da bidpsia dirigida pela colposcopia, os fragmentos
cervicais foram colocados em vidros devidamente identificados, contendo solucéo de
formalina a 10%. Os fragmentos fixados foram desidratados com alcool etilico,
diafanizados pelo xilol e incluidos em blocos de parafina, com utilizagcdo de
processador manual. Obtiveram-se cortes histolégicos para cada caso, com
utilizagao de micrétomo ajustado para cinco micrémetros.

Feita a montagem em lamina de vidro identificada, utilizou-se coloragao pela
hematoxilina-eosina, sendo as laminas analisadas sob microscopia 6ptica. Para o
diagnodstico de NIC, foram considerados os critérios descritos por Richart (1990) e os
critérios baseados no Sistema Bethesda (BEREK, 2003).

3.7 Analise estatistica

Numa fase inicial da analise, foi verificada a associagcao de cada variavel com
presenca de neoplasia intra-epitelial cervical. A magnitude dessa associagédo foi
expressa através da razdo dos produtos cruzados (Odds Ratio), tomando como valor
de referéncia a categorizagdo considerada risco para NIC na literatura consultada.
Para avaliar a significancia estatistica dos resultados encontrados, utilizou-se o
intervalo de confianca dos Odds Ratio estimados e o teste do qui quadrado com
corregao de Yates ou de Fisher, quando indicado, sendo considerado significante o
valor de p<0,05.

A partir da identificagdo das variaveis independentes, cuja associagdo com
presenca de NIC foi estatisticamente significante na analise bivariada, realizou-se
analise multivariada, utilizando regresséao logistica multipla, que permite controlar o
efeito de cada um dos fatores de risco pelos demais. O modelo foi inicialmente

saturado com a incluséo de todas as variaveis. A retirada, passo a passo, de cada
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variavel do modelo proposto foi testada e seu significado expresso pelo valor de p
com teste de maxima verossimilhanga. As variaveis associadas a presenga de NIC,
mesmo quando controladas pelas demais, permaneceram no modelo final.

As categorias de variaveis independentes, quando maiores que duas, foram
agrupadas para garantir maior estabilidade estatistica dos resultados.

Foi utilizado o programa de anadlise estatistica Epi-Info 2002 revisdo 1, de
novembro de 2002, para analise univariada, calculo de médias, distribuicdo de
frequéncias, determinagao de acuracia da colpocitologia em relagéo a histopatologia
(sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo),
preparo dos dados para a analise multivariada e para regresséao logistica multipla.

Os intervalos de confianga de 95% foram estimados a partir do anti-logaritmo

dos valores obtidos através das féormulas 1 e 2:

IC (LI)=B - (1,96. EP)
onde:

IC (LI): limite inferior do intervalo de confianga
EP: erro padrao
B: logaritmo neperiano do odds ratio

Foérmula 1 —Calculo do limite inferior do intervalo de confianga do erro padrao da estimativa

IC (LS)=pB + (1,96. EP)
onde

IC (LS): limite superior do intervalo de confianca
EP: erro padrao
B: logaritmo neperiano do odds ratio

Férmula 2 —Calculo do limite superior do intervalo de confianga do erro padrao da estimativa

Foi utilizado o teste Kappa para analise da concordancia entre os
diagndsticos morfolégicos de presengca de infeccdo por HPV feitos pela
colpocitologia e pela histopatologia e a identificacdo do DNA-HPV realizada
mediante a PCR-RFLP, cuja interpretacdo obedeceu aos critérios expostos no
Quadro I.
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Quadro I — Critério de interpretacio dos valores de Kappa

KAPPA CONCORDANCIA
<0,00 ruim
0.00-10,20 fraca
0,21-0,40 sofrivel
0,41 -0,60 regular
0,61-0,80 boa
0,81 -0,99 otima
1,00 perfeita

3.8 Aspectos éticos

O projeto de estudo foi submetido & apreciacdo da Comissdo de Etica em
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco,
registrado sob numero 195/2000, tendo sido aprovado sem pendéncia em 05 de
dezembro de 2000 (APENDICE 1).

Ao serem convidadas a participar da pesquisa, todas as pacientes foram
informadas sobre os objetivos, tendo-lhes sido esclarecido que, caso nao
concordassem em participar, ser-lhes-ia assegurado o direito de receber 0 mesmo
atendimento e o tratamento, quando necessario. Foi-lhes também assegurado que
seria mantido o sigilo quanto a sua identidade, ndo sendo mencionado nome,
numero de registro ou qualquer outra forma de identificagdo da paciente, em toda e
qualquer publicacao a ser elaborada com esses dados.

Para as que concordaram em participar, foi solicitada a assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme preceitua a Resolugao 196/96 do
Conselho Nacional de Saude, em concordancia com a Declaragdo de Helsinki VI,
aprovada em 1996 em Hong-Kong e referendada em 2000 na Bélgica.

Os dados serdo mantidos por cinco anos na posse da pesquisadora para

eventuais comprovagoes.
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A apresentacdo dos resultados obedeceu a sequéncia: caracterizagao
amostral e verificagcdo de associacdo entre a presenca de NIC e caracteristicas
biolégicas, reprodutivas, habitos e infec¢do pelo HPV.

Foram estudadas as seguintes variaveis: idade, estado civil, grau de
instrugdo; idade da primeira relagdo sexual, método contraceptivo utilizado, numero
de gestagdes, numero de parceiros sexuais, referéncia de qualquer DST anterior € a
infecgdo pelo HPV. Seguiu-se a analise de associagao entre infec¢cao pelo HPV e
demais variaveis independentes e, subsequentemente, a analise multivariada.
Finalmente foram apresentados os resultados da biologia molecular, colposcopia,

colpocitologia e histopatologia.

4.1 Caracterizagao da analise de associacao entre NIC e potenciais
fatores de risco

Na distribuicdo etaria amostral dos grupos em estudo, observou-se variagao
de 18 a 50 anos, com média igual a 34,0 + 8,3 anos e moda de 38 anos. Os limites
inferiores dos intervalos de idade igualaram-se a 19 e 18 anos, respectivamente nos
grupos caso e controle, ao passo que o limite superior foi 50 anos para ambos. A
meédia etaria dos controles foi semelhante a dos casos, alcancando valor de 34,3 +
8,5 anos, contra 33,8 + 8,2 anos. Cinquenta por cento das pacientes do grupo caso
tinham idade maior que 34 anos, e as do grupo controle, maior que 33 anos. As
pacientes dos grupos caso e controle apresentaram predominio de idade entre 30 a
39 anos (em 40,2% dos casos e 35,4% dos controles, respectivamente) (Tabela 1).

Quanto ao estado civil, houve maior numero de mulheres casadas, em ambos
0s grupos, seguindo-se em frequéncia as solteiras, e a distribuicdo de viuvas e
separadas foi semelhante em ambos os grupos (Tabela 1).

Quanto ao grau de instrugao, 22% dos casos e 9,4% dos controles possuiam
nenhuma ou grau de instrugdo elementar, sendo a diferenga estatisticamente

significante (Tabela 1).
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Tabela 1 — Associagao entre NIC e caracteristicas biossociais em pacientes atendidas no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Pernambuco -
Novembro 2001-Agosto 2002

i GRUPOS
CAF;AMC ggggms caso controle OR IC 95% P
n % n %
grupo etario (anos) 0,88
10-29 46 34,8 33 34,4 1,00
30-39 53 40,2 34 35,4 1,12 0,60-2,08 0,57
40 - 59 33 25,0 29 30,2 0,82 0,42-1,60 0,67
estado civil 0,84
casada 63 47,7 46 47,9 1,00
solteira 53 40,2 36 37,5 1,07 0,61-1,90 0,92
villva ou separada 16 12,1 14 14,6 0,83 0,37-1,88 0,82
grau de instrugcéo 0,02
sem instrugdo ou elementar 29 22,0 9 9,4 1,00
fundamental a superior 103 78,0 87 90,6 0,37 0,17-0,82

Na Tabela 2, estdo expressas as caracteristicas reprodutivas das 228
pacientes estudadas, referentes a idade ao primeiro coito, numero de gestagoes,
numero de parceiros sexuais, método contraceptivo utilizado e referéncia a qualquer
DST anterior.

Em ambos os grupos houve maior frequéncia de mulheres com idade ao
primeiro coito entre 10 e 19 anos, sendo a chance de desenvolver NIC trés vezes
mais elevada nesse grupo, quando comparado com O grupo que teve o primeiro
coito entre 20 e 30 anos. As médias etarias da primeira relacdo sexual igualaram-se
a 17,2+3,4 anos, 16,5+2,9 anos e 18,2+3,8 anos, para as 228 pacientes, as do grupo
caso e do grupo controle, respectivamente. Os limites de idade corresponderam a 12
a 30 anos, para a amostra e para o grupo controle, enquanto que no grupo caso 0s
limites inferior e superior igualaram-se a 12 anos e 29 anos, respectivamente.

Identificou-se que mais frequentemente as mulheres do grupo caso eram
multigestas e as do grupo controle, paucigestas, sendo a diferenga quanto ao
numero de gestacdes estatisticamente significante (Tabela 2).

Constatou-se ter havido de um a dois parceiros sexuais em 50,8% e 64,6%
das pacientes do grupo caso e controle, respectivamente. No entanto o relato de trés
ou mais parceiros sexuais foi mais frequente entre aquelas pertencentes ao grupo

caso (Tabela 2).
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Tabela 2 — Associagao entre NIC e caracteristicas reprodutivas em pacientes atendidas no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Pernambuco -
Novembro 2001-Agosto 2002

i GRUPOS
Cgéégg%%l%(/lgé S caso controle OR IC 95% p
n % n %
idade ao primeiro coito 0,00
20-30 17 12,9 30 31,2 1,00
10-19 115 87,1 66 68,8 3,07 1,58-5,99
numero de gestacodes 0,17
nuligesta 11 8,3 13 13,5 1,00
primigesta 20 15,2 16 16,7 1,48 0,52-4,17 0,64
paucigesta 49 37,1 42 43,8 1,38 0,56-3,40 0,64
multigesta 52 39,4 25 26,0 246 0,97-6,26 0,09
numero de parceiros sexuais 0,03
1-2 67 50,8 62 64,6 1,00
3 ou mais 65 49,2 34 354 1,77 1,03-3,04
meétodo contraceptivo utilizado 0,12
nenhum 33 25,0 33 34,4 1,00
nao hormonal 67 50,8 49 51,0 1,37 0,75-2,51 0,39
hormonal 32 24,2 14 14,6 2,29 1,04-5,05 0,06
referéncia de DST anterior 0,00
nao 63 47,7 66 68,8 1,00
sim 69 52,3 30 31,2 241 1,39-4,18
soropositividade HIV 0,00
nao 114 86,4 65 67,7 1,00
sim 18 13,6 31 323 3,02 1,57-582

Quanto ao uso de método contraceptivo, 66 (28,9%) mulheres negaram-no,
estando 50% distribuidas em cada um dos grupos. Dentre as 162 (71,1%) usuarias
de algum método, 99 (61,1%) eram do grupo caso e 63 (38,9%) do controle (Tabela
2).

A referéncia de antecedente de doenca sexualmente transmissivel, anterior a
pesquisa, foi mais frequente nas pacientes do grupo caso, sendo a chance de
apresentar NIC aproximadamente duas vezes maior no grupo com antecedente de
DST (Tabela 2).

Considerando a distribuicdo de soropositividade para HIV nos grupos em
estudo, detectou-se que no grupo controle houve maior numero de pacientes
soropositivas, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo caso
(32,3% e 13,6, respectivamente) (Tabela 2).
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Distribuidas as pacientes segundo habito de fumar, verificou-se que a maioria
nao era tabagista, independentemente do grupo a que pertencia, no entanto as
fumantes estiveram concentradas no grupo caso. A chance de desenvolver NIC foi
cinco vezes maior no grupo de fumantes, quando comparado ao de nao fumantes.
Também observou-se uma associacgao entre NIC, o tempo de tabagismo e o numero
de cigarros consumidos por dia. Das 72 mulheres tabagistas, independentemente de
ser grupo caso ou controle, 50 (60,4%) fumavam por tempo igual ou superior a 10

anos e 41 (55,9%) consumiam 20 cigarros ou mais por dia (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribui¢cao de 132 casos e 96 controles conforme tempo de tabagismo e consumo
diario de cigarros — Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife,
Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

; GRUPOS
CARA-?XSE&?;IV?SS DO caso controle OR IC 95% p
n % n %
tabagismo 0,00
nao 73 55,3 83 86,5 1,00
sim 59 44,7 13 13,5 5,16 2,62-10,16
tempo de tabagismo (anos) 0,75
1-9 18 30,5 4 30,8 1,00
>10 41 69,5 9 69,2 1,01 0,28-3,72
consumo diario de cigarros 0,95
1-19 26 441 5 38,5 1,00
> 20 33 55,9 8 61,5 0,79 0,23-2,71

A partir dos dados da Tabela 4, identificou-se que a chance de mulheres com
HPV de alto risco oncogénico, determinado por PCR, desenvolverem NIC foi treze
vezes maior no grupo caso que no controle, ao passo que a nao identificagcdo do

HPV foi mais freqlente entre aquelas do grupo controle.

Tabela 4 — Associagao entre NIC e o risco oncogénico do HPV, determinado por PCR, em
pacientes atendidas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco —
Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

o GRUPOS
RISCO ggﬁgSENICO caso controle OR IC 95% p
n % n %
ausente 68 51,5 82 85,4 1,00 0,00
alto 44 33,3 4 42 13,26 4,54-38,78 0,00
baixo ou intermediario 20 15,2 10 10,4 2,41 1,06-5,50 0,03
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4.2 Analise de associacao entre infec¢cao pelo HPV e demais
variaveis independentes

Determinadas as variaveis significantes, que se associavam a variavel
dependente, ou seja, a presenca de NIC, foram analisadas as associagdes entre a
exposicao principal, positividade para DNA-HPV e potenciais fatores de confusao,
conforme consta das Tabelas 5,6 e 7.

Identificou-se predominio de HPV de risco oncogénico intermediario entre as
pacientes mais jovens e de risco oncogénico alto, entre aquelas com idade entre 30
e 39 anos. Em relagdo ao estado civil, a presenga de HPV de alto risco oncogénico
foi observada nas pacientes casadas e solteiras, enquanto que aqueles de risco
oncogénico intermediario predominaram entre as casadas. Quanto ao nivel de
instrucdo, observou-se entre aquelas que o relataram como fundamental a superior

maior frequéncia de HPV de risco oncogénico alto ou intermediario (Tabela 5).

Tabela 5 — Associagao entre risco oncogénico de HPV e caracteristicas biossociais em
pacientes atendidas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco —
Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

VARIAVEIS DE RISCO ONCOGENICO
CONFUNDIMENTO DE ausente alto intermediario  +1AL TESTES
CARACTERIZACAO n o n Y n o ESTATISTICOS
AMOSTRAL ° ° °

faixas etarias

10-29 47 31,3 19 39,6 13 43,3 79 v*=5,77,
30-39 55 36,7 21 437 11 36,7 87 p=0,22
40 -59 48 320 8 16,7 6 20,0 62

estado civil

casada 73 48,7 19 413 17 56,7 109

solteira 61 406 19 413 7 23,3 87 v?=2,85
villva - separada 16 10,7 8 174 6 20,0 30 p=0,24
nivel de instrugao

sem instrugdo ou elementar 21 140 13 271 4 13,3 38 v?=4,76
fundamental a superior 129 860 35 729 26 86,7 190 p=0,09

Quanto a idade ao primeiro coito, predominou HPV de risco oncogénico alto
ou intermediario entre as pacientes que iniciaram atividade sexual entre 10 e 19
anos, assim como entre as multigestas e aquelas que utilizavam método
contraceptivo ndo hormonal. Quanto ao numero de parceiros sexuais, identificou-se

maior frequéncia de HPV de risco oncogénico intermediario entre as pacientes que
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referiram um a dois parceiros. Houve freqléncia estatisticamente significante do
HPV de alto risco oncogénico entre as pacientes que referiram doenga sexualmente
transmissivel, anterior a pesquisa. Nao houve diferenga estatisticamente significante

na distribuicdo da soropositividade para HIV quanto ao risco oncogénico (Tabela 6).

Tabela 6 — Associagao entre risco oncogénico e caracteristicas reprodutivas em pacientes
atendidas no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife,
Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

VARIAVEIS REPRODUTIVAS DE RISCOONCOGENICO TESTES
CONFUNDIMENTO ausente alto intermediario TOTAL ESTATISTICOS
n % n % n %

idade ao primeiro coito v’ =2,45
20-30 34 227 6 125 7 23,3 47 p=0,29
10-19 116 77,3 42 875 23 76,7 181

numero de gestagbes v?=3,22
nuligesta 17 11,3 2 4,2 5 16,7 24 p=0,36
primigesta 21 140 7 14,6 8 26,7 36
paucigesta 65 43,3 19 395 7 23,3 91
multigesta 47 31,3 20 41,7 10 333 77

numero de parceiros sexuais v =1,44
1-2 86 57,3 24 500 19 633 129 p=0,49
3 ou mais 64 42,7 24 500 11 36,7 99

método contraceptivo utilizado xz =4,35
nenhum 44 293 11 229 11 36,7 66 p=0,36
nao hormonal 80 534 23 479 13 43,3 116
hormonal 26 17,3 14 29,1 6 20,0 46

referéncia de DST anterior +?=10,03
nao 9% 633 18 375 16 533 129 p=0,01
sim 55 63,7 30 635 14 46,7 98

soropositividade HIV x> =0,49
nao 117 780 37 771 25 833 179 p=0,78
sim 33 210 11 229 5 16,7 49

Houve maior numero de casos de HPV de risco oncogénico alto ou
intermediario entre as pacientes que eram tabagistas e, dentre essas, aquelas que
fumavam ha 10 anos ou mais, assim como entre as que declararam fumar 20

cigarros ou mais por dia (Tabela 7).
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Tabela 7 — Risco oncogénico de HPV e tabagismo em pacientes atendidas no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco - Recife, Pernambuco — Novembro 2001-
Agosto 2002

VARIAVEIS DE RISCO ONCOGENICO TESTES
CONFUNDIMENTO SOBRE ausente alto intermediario TOTAL ESTATISTICOS
TABAGISMO n % n % n %

tabagismo

nao 110 73,3 23 479 23 76,7 156 x*=11,96

sim 40 26,7 25 52,1 7 23,3 72 p<0,01
tempo de tabagismo

1 a9 anos 11 275 11 440 - 22 x*=0,40

10 ou mais 29 725 14 560 7 100,0 50 p=0,53
consumo diario de cigarros

<20 17 436 12 480 2 28,6 31 X2 =0,00

> 20 22 564 13 520 5 71,4 40 p=0,99

4.3 Analise multivariada

Para a analise multivariada, foram incluidas no modelo todas as
variaveis que, na analise bivariada, apresentaram um valor de p menor que 0,20,
quais sejam: grau de instrugdo, idade ao primeiro coito, numero de gestagdes,
namero de parceiros sexuais, método contraceptivo utilizado, referéncia de DST

anterior, soropositividade HIV, tabagismo e risco oncogénico.

O modelo foi inicialmente saturado com a inclusdo de todas as
variaveis, testando-se a significancia estatistica de retirada de cada uma delas. O

modelo final esta representado na Tabela 8.

Identificaram-se como fatores de risco para NIC, em ordem
decrescente de grandeza, risco oncogénico do HPV, referéncia de DST anterior,
idade ao primeiro coito e tabagismo. A soropositividade para HIV constituiu-se em
fator de protegao para NIC (Tabela 8).
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Tabela 8 —Odds Ratios ajustados e intervalos de confianga da associagao entre NIC e demais
variaveis: risco oncogeénico, referéncia de DST anterior, idade ao primeiro coito, tabagismo e
soropositividade HIV, em pacientes atendidas no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco — Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

ODDS RATIOS AJUSTADOS E INTERVALOS DE

FATORES DE RISCO CONFIANCA
Odds Ratio ajustado IC 95%

risco oncogénico

nao 1,00

sim 12,32 3,79 -40,08
referéncia de DST anterior

nao 1,00

sim 8,23 2,82 -24,04
idade ao primeiro coito

20-30 1,00

10-19 4,00 1,70 -9,39
tabagismo

nao 1,00

sim 3,94 1,73 - 8,98
soropositividade HIV

nao 1,00

sim 0,04 0,01-0,13

4.4 Caracterizagao dos resultados de biologia molecular,
colpocitologia, colposcopia e histopatologia

Considerada a distribuicdo amostral do presente estudo, a positividade para
DNA-HPV igualou-se a 34,2%, correspondentes a 78 amostras, nas quais
identificaram-se diversos tipos de HPV pela técnica de PCR/RFLP. No grupo caso,
em 64 das 132 pacientes houve positividade, e no grupo controle, em 14 das 96
pacientes, o que correspondeu a taxa igual a 48,5% e 14,6%, respectivamente
(Tabela 9).

Das 78 amostras positivas para DNA-HPV, 64 (82,1%) integravam o grupo
caso e 14 (17,9%) eram do grupo controle (Tabela 9).

No grupo caso, dentre os diversos tipos identificados, houve predominio do
HPV-16 ou variante 16 (30 casos = 46,9%). O HPV-16 foi tipo unico em 18 (60%)
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amostras e esteve associado a outros tipos em trés (10%); a variante do mesmo tipo
viral foi identificada em nove (30%) pacientes. Houve 15 (23,4%) casos, nos quais,
apesar da positividade do DNA-HPV e da tentativa de seqlenciamento, o tipo viral
nao pode ser determinado (Tabela 9).

No grupo controle, o HPV-16 e a variante 16 estiveram ausentes. Houve nove
(64,3%) amostras nas quais ndo se pode tipar o HPV, no entanto, dentre as
amostras com HPV tipado, quatro (28,6%) eram de alto risco oncogénico e uma

(7,1%) de baixo risco (Tabela 9).

Tabela 9 — Distribui¢cdo das 78 amostras segundo tipo de HPV identificado por PCR/RFLP por
grupos de pesquisa— Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife,
Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

GRUPO

TIPO DE HPV caso controle TOTAL
n % n % n %
HPV 58+indeterminado 1 1,6 - - 1 1,3
CP 141/LVX 1 1,6 1 7.1 2 2,5
HPV 13 1 1,6 - - 1 1,3
HPV-16 18 28,1 - - 18 23,1
HPV-16 13 1 1,6 - - 1 1,3
HPV-16 53 1 1,6 - - 1 1,3
HPV-16 67 1 1,6 - - 1 1,3
HPV 18 35 1 1,6 - - 1 1,3
HPV 33 1 1,6 - - 1 1,3
HPV 35 1 1,6 - - 1 1,3
HPV 51 - - 1 7.1 1 1,3
HPV 58 2 3.0 - - 2 2,5
HPV 83 1 1,6 - - 1 1,3
HPV 83 52 2 3.0 - - 2 2,5
indeterminado 15 23,4 9 64,3 24 30,8
VAR 16 9 14,0 - 9 11,5
VAR 33 1 1,6 - - 1 1,3
VAR 44 1 1,6 - - 1 1,3
VAR 51 2 3.0 2 14,4 4 5,1
VAR 58 3 47 1 7.1 4 5,1
VAR 83 1 1,6 - - 1 1,3
TOTAL 64 100,0 14 100,0 78 100,0

Considerando a presenca de HPV-16 ou variante 16, para o grupo caso,
identificou-se ter sido mais frequente a presencga desse tipo viral nas pacientes com
NIC 2 ou NIC 3, que naquelas com NIC 1 (Tabela 10).
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Tabela 10 — Distribuicao dos 64 pacientes positivas para HPV segundo NIC- Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Pernambuco — Novembro 2001-
_Agosto 2002

NIC
PRESENCA DE HPV-16 OU DE
VARIANTE 16 L 20u3 TOTAL
n %o n %
sim 9 34,6 21 80,8 30
n&o 17 65,4 17 65,4 34
TOTAL 26 40,6 38 59,4 64
v*=1,88, p=0,17

Dentre as 49 pacientes HIV soropositivas, 18 (36,7%) eram portadoras de
NIC, com predominio de lesdes de baixo grau (16 = 88,9%); os casos de alto grau
foram um de NIC 2 e um de NIC 3. Houve positividade para HPV em 16 (32,6%)
pacientes HIV soropositivas, sendo 11 (68,8%) do grupo caso e cinco (31,2%) do
grupo controle. Em seis (54,5%) pacientes do grupo caso, houve tipagem de HPV-16
(Tabela 11).

Tabela 11 — Distribuigao das 16 amostras de pacientes HIV soropositivas, segundo tipo de HPV
e grupo- Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Pernambuco
— Novembro 2001-Agosto 2002

GRUPO

TIPO DE HPV caso controle TOTAL
n % n % n %

HPV-16 6 54,5 - - 6 37,50
HPV 18 35 1 9,1 - - 1 6,25
HPV 33 1 9,1 - - 1 6,25
HPV 35 1 9,1 - - 1 6,25
HPV 83 1 9.1 - - 1 6,25
indeterminado - - 4 80,0 4 25,00
VAR 33 1 9.1 - - 1 6,25
VAR 51 - - 1 20,0 1 6,25

TOTAL 11 100,0 5 100,0 16 100,00

NOTA: Para obedecer as regras de arredondamento, obtendo total percentual em 100,00, foram adotadas duas
casas decimais.

Em relagdo aos microorganismos descritos nos exames colpocitoldégicos das
228 pacientes, constatou-se diferenga estatistica entre casos e controles, de tal
forma que, entre os casos, houve predominio de Gardnerella vaginalis e de bactérias
cocoides, enquanto que no grupo controle foram mais frequentes Lactobacillus e
fungos. Considerando as regras de Cochran para inferéncia estatistica, foi

necessario agrupar as floras Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis, uma vez
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que houve a presencga deste protozoario em apenas uma paciente do grupo controle.
(Tabela 12).

Tabela 12 - Distribuigdo de 228 pacientes segundo flora vaginal e grupo de estudo — Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Pernambuco — Novembro 2001-
_Agosto 2002

GRUPO

FLORA VAGINAL caso controle TOTAL
n % n % n %
Lactobacillus 17 12,9 48 50,0 65 28,5
fungos 10 7,6 28 29,2 38 16,7
Gardnerella vaginalis e Trichomonas vaginalis 93 70,5 26 271 119 52,2
Bactérias cocoides 53 40,2 11 11,6 64 28,1

v?=79,51, p<0,00

Na Figura 9, observa-se a distribuicdo da flora vaginal das 49 pacientes HIV
soropositivas, identificando-se ter sido mais frequente o encontro de fungos (65,3%)
e de Gardnerella vaginalis (30,6%) e, mais raramente, de bactérias cocoides (14,3%)
e de Lactobacillus (10,2%).

35+
32
30 (65,3%)
254
15
20+ (30,6%)
154
5 7
104" (10,2%) (14,3%)
54
0 T T r
Lactobacillus Gardnerella  Bactérias Fungos
vaginalis cocoides

Figura 9 — Distribuicao de 49 pacientes HIV soropositivas, segundo flora vaginal

NOTA: Percentuais calculados com base em 49 pacientes, pois houve casos de flora mista.

Na Tabela 13 estdo expressas as relagées entre a gravidade dos achados
colposcopicos e a intensidade das alteragdes citolégicas para as 132 pacientes do
grupo caso. ldentificou-se terem sido mais frequentes epitélio acetobranco
acentuado e mosaico aspero nas pacientes com NIC 2 ou NIC 3 do que naquelas

com NIC 1, diferengas essas estatisticamente significantes. A ocorréncia de

SILVA, T.T. Fatores de risco para neoplasia intra-epitelial cervical em pacientes submetidas a avaliagao morfolégica e
pesquisa de DNA-HPV



73

Resultados

pontilhado aspero predominou nas pacientes com lesdes de alto grau e nao diferiu

significantemente daquelas de baixo grau.

Tabela 13 - Distribuigdo das 132 pacientes do grupo caso quanto a gravidade dos achados
colposcopicos e a intensidade da NIC — Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco — Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

GRAVIDADE DOS ACHADOS NIC TESTE

COLPOSCOPICOS ANORMAIS 1 20u3 ESTATISTICO
epitélio acetobranco

leve 17 18 v?=4,11

acentuado 22 59 p=0,04
pontilhado

leve 17 15 v?=2,49

aspero 5 14 p=0,11
mosaico

leve 10 13 ppishe,<0,00

aspero 2 34

Identificou-se concordéancia regular entre as positividades de colpocitologia e
PCR para DNA-HPV nos casos de NIC 1, avaliada pelo indice Kappa, 0 mesmo nao
se verificando para os casos de NIC 2 ou NIC 3. A histopatologia concordou com a
positividade de todos os casos de PCR para DNA-HPV, no entanto diagnosticou um
maior numero de alteragdes morfologicas compativeis com HPV positivo que a

reacao de cadeia de polimerase, independente do grau de NIC (Tabela 14).

Tabela 14 — Resultados de colpocitologia e histopatologia em pacientes com DNA-HPV
tipificado conforme graduacao de NIC- Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco — Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

EXAMES PCR PARA DNA-HPV. iNDICE DE CONCORDANCIA
COMPLEMENTARES positivo negativo KAPPA E INTERPRETACAO
SEGUNDO NIC n % n %
colpocitologia
NIC 1
presente 22 84,6 11 44,0 K = 0,41+0,13 (regular)
ausente 4 15,4 14 56,0 p = 0,001
NIC2e3
presente 24 63,1 28 65,1 K =-0,02 + 0,10 (ruim)
ausente 14 36,9 15 34,9 p =0,57
histopatologia’
NIC 1
presente 26 100,0 23 92,0 K =0,08 £ 0,06 (fraca)
ausente - - 2 8,0 p = 0,07
NIC2e3
presente 38 100,0 42 97,7 K =0,02 + 0,02 (fraca)
ausente - - 1 2,3 p=0,17

NOTA: - Em colpocitologia e histopatologia foram considerados 64 pacientes com HPV tipificado.
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A validade da colpocitologia em relagao a histopatologia cervical foi calculada
para as 78 pacientes com resultado de PCR para DNA-HPV positivo (Tabela 15),
assim como para as 132 pacientes do grupo caso (Tabela 17).

Para as pacientes com DNA-HPV positivo, os resultados de colpocitologia
apresentaram concordancia boa, estatisticamente significante, com o encontro de
coilocitose no exame histopatolégico. Houve 59% de positividade de coilocitose
identificada pela colpocitologia e 83,3%, pela histopatologia (Tabela 15).

Tabela 15 — Resultados dos aspectos citopaticos compativeis com presenga de HPV
identificados por colpocitologia e histopatologia, nos grupos com positividade para DNA-HPV-
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Pernambuco —
Novembro 2001-Agosto 2002

RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS INDICE DE
RESULTADOS a
” positivo negativo CONCORDANCIA
COLPOCITOLOGICOS N % N % KAPPA
presente 46 70,8 - - K =0,75+ 0,09
ausente 19 29,2 13 100,0 p <0,00
TOTAL 65 100,0 13 100,0

NOTA: Foram incluidas apenas as 78 pacientes com DNA-HPV positivas.

Quando foram consideradas as 78 pacientes com DNA-HPV positivo,
detectou-se menor sensibilidade, alta especificidade e baixo valor preditivo negativo

da colpocitologia em relagéo a histopatologia (Tabela 16).

Tabela 16 — Dados de validade diagnostica da colpocitologia comparada a histopatologia
cervical, para diagnodstico de infecgao por HPV-— Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco — Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

DADOS DE VALIDADE DIAGNOSTICA PACIENTES COM DNA-HPV (+)
sensibilidade 70,8% (IC95% 58,0 — 81,1%)
especificidade 100,0% (IC95% 71,7% - 100,0%)
valor preditivo positivo 100,0% (I1C95% 90,4% - 100,0%)
valor preditivo negativo 40,6% (IC95% 24,2% - 59,2%)

Para as 132 pacientes do grupo caso, identificou-se concordancia
estatisticamente significante entre os resultados de colpocitologia e da histopatologia

quanto ao encontro de coilocitose (Tabela 17).

Tabela 17 — Resultados dos aspectos citopaticos compativeis com presenga de HPV por
colpocitologia e histopatologia, em 132 pacientes do grupo caso — Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco — Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

RESULTADOS RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS

COLPOCITOLOGICOS positivo negativo P
n % n %
presente 85 65,9 - -
ausente 44 34,1 3 100,0 0,04
TOTAL 129 100,0 3 100,0
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Na Tabela 18 apresentam-se os parametros de validade diagndstica da
colpocitologia, comparada a histopatologia cervical, de 132 mulheres do grupo caso.
A colpocitologia das 132 pacientes do grupo caso apresentou especificidade e valor
preditivo positivo elevados, para o diagndstico de infecgdo por HPV com base na
presenca de coilocitose identificada por histopatologia. No entanto, o intervalo de

confianga da especificidade foi amplo.

Tabela 18 — Dados de validade diagnostica da colpocitologia comparada a histopatologia
cervical, para diagnostico de infecgao por HPV— Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Pernambuco — Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

PARAMETROS DE VALIDADE DIAGNOSTICA VALORES E INTERVALOS DE CONFIANCA

sensibilidade 65,9% (1C95% 57,0% - 73,9%)
especificidade 100,0% (1C95% 31,0% - 100,0%)
valor preditivo positivo 100,0% (IC95% 94,4% - 100,0%)
valor preditivo negativo 6,4% (1C95% 1,7% - 18,6%)

Na Tabela 19 apresenta-se a distribuicdo das 132 mulheres portadoras de
NIC, segundo resultado da pesquisa de HPV. Identificou-se semelhanca entre as
variaveis: faixa etaria, estado civil, grau de instrugdo, idade ao primeiro coito,
numero de gestagdes, numero de parceiros sexuais, método contraceptivo utilizado,
referéncia de DST anterior, tabagismo e soropositividade HIV, entre as pacientes

com HPV negativo e as HPV positivo.
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Tabela 19 — Distribui¢cao de 132 portadoras de NIC segundo faixa etaria, estado civil, grau de

instrucao, idade ao primeiro coito, nimero de gestagdes, nimero de parceiros sexuais,
método contraceptivo utilizado, referéncia de DST anterior, tabagismo e soropositividade HIV
segundo pesquisa de HPV — Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco —

Recife, Pernambuco — Novembro 2001-Agosto 2002

76

PESQUISA DE HPV

VARIAVEIS negativa posiva ~ TOTAL  OR IC 95% p
n % n %
faixas etarias 0,05
10a 29 20 294 26 40,6 46 1,00
30a39 25 36,8 28 4338 53 0,86 0,39-1,91 0,87
40 a 59 23 33,8 10 15,6 33 0,33 0,13-0,86 0,04
estado civil 0,47
casada 33 30 63 1,00
solteira 29 24 53 0,91 0,44-1,89 0,95
villva ou separada 6 10 16 1,83 0,59-5,66 0,43
grau de instrugéo 0,49
fundamental 31 456 34 531 65 1,00
sem instrugéo 37 54,4 30 46,9 67 1,35 0,68-2,68
idade ao primeiro coito 0,89
20-30 9 13,2 8 12,5 17 1,00
10-19 59 86,8 56 87,5 115 0,94 0,34-2,60
nuamero de gestagdes 0,74
nuligesta 6 8,8 5 7,8 11 1,00
primigesta 9 13,2 11 17,2 20 1,47 0,33-6,43 0,89
paucigesta 28 412 21 328 49 0,90 0,24-3,35 0,86
multigesta 25 36,8 27 422 52 1,30 0,35-4,78 0,95
numero de parceiros sexuais 1,00
1-2 34 50,0 33 516 67 1,00
3 ou mais 34 50,0 31 484 65 1,06 0,54-2,11
método contraceptivo utilizado 0,54’
nenhum 18 265 22 344 40 1,00
nao hormonal 3 4.4 1 1,6 4 0,27 0,03-2,85 0,54
hormonal 47 69,1 41 64,0 88 0,71 0,34-1,51 0,49
referéncia de DST anterior 0,45
nao 36 52,9 27 422 63 1,00
sim 32 471 37 57,8 69 1,54 0,78-3,07 0,54
hormonal 47 69,1 41 64,0 88 1,16 0,61-2,23 0,77
tabagismo 0,51
nao 40 58,8 33 51,6 73 1,00
sim 28 412 31 484 59 1,34 0,67-2,67
soropositividade HIV 0,93
nao 117 780 62 795 178 1,00
sim 33 220 16 20,5 49 0,91 0,44-1,89

NOTA: No célculo da relagéo entre método contraceptivo utilizado e tipagem de HPV considerou-se

a categorizagdo hormonal e diferente de hormonal (nenhum e ndo hormonal), devido as
freqliéncias menores que cinco
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Este é o primeiro trabalho realizado em Pernambuco, com o objetivo de
pesquisar fatores de risco para NIC, utilizando-se como exames complementares
colposcopia, colpocitologia, histopatologia e a identificagdo do HPV por técnica de
PCR/RFLP, em pacientes atendidas em um Hospital Universitario.

Para que se possam discutir os resultados desse estudo, € necessario iniciar
com comentarios sobre suas peculiaridades e restricobes em fungdo do desenho
metodoldgico utilizado e da populagéo estudada. Dado que no estudo caso-controle,
tanto a exposigdo quanto a doenga ja ocorreram, ha maior vulnerabilidade a bias,
especialmente de selecdo e de informagao. Sobrepondo-se a isto, este € um dos
desenhos mais utilizados em pesquisas cientificas, devendo os pesquisadores
adotar condutas para reduzir os possiveis bias em sua execugao.

Por se tratar de populacédo hospitalar, estdo excluidas do estudo as mulheres
com pouca aderéncia ao sistema de saude, as menos motivadas e aquelas com
dificuldade para comparecer a instituicdo. Por se tratar de hospital escola e por suas
caracteristicas, a clientela pode ser diferente daquela de outros servigos. Vale
ressaltar que no presente estudo, a selecdo das pacientes, casos e controles, foi
realizada entre aquelas que procuraram o mesmo servigo.

Como nao houve recusa de participacao ou perda de amostras do estudo,
esses fatores nao contribuiram para o surgimento de bias de selegao.

Na Figura 10, observa-se a distribuicdo de procedéncia dos casos e dos
controles em relacéo a tipagem do HPV, na qual constata-se que a amostra, como
um todo, teve maior representatividade entre as pacientes procedentes do Recife e
da Regido Metropolitana. Dois motivos principais podem justificar a menor
representatividade de pacientes oriundas da Zona da Mata e do Agreste: a pouca
adesdo das mesmas aos exames preventivos e a existéncia de encaminhamento
dos casos suspeitos pelas Divisbes Regionais de Saude para outros servigos na

Capital.
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CASOS = 6 (4,5%)
TIPADOS = 3 (50,0%)
CASOS = 1 (0,8%) NAO TIPADOS = 3 (50,5%)
NAO TIPADO = 1 (100,0%) CONTROLES = 4 (4,2%)
CONTROLES = 1 (1,0%) NAO TIPADOS = 4 (100,0%)

NAO TIPADO = 1 (100,0%)

Zona da Mata

CASOS = 109 (82,6%)
TIPADOS = 53 (48,6%)
. NAO TIPADOS = 56 (51,4%)
TIPADOS = 8 (50,0%) CONTROLES = 82 (85,4%)
NAO TIPADOS => 8 (50,0%) TIPADOS = 13 (15,7%)
CONTROLES = 8 (8,3%) NAO TIPADOS => 69 (84,3%)
TIPADOS = 1 (12,5%)
NAO TIPADOS = 7 (87,5%)

CASOS = 16 (12,1%)

Figura 10 — Distribuicdo de procedéncia dos casos e dos controles em relagdo a tipagem do
HPV

No que diz respeito a bias de informagao, em relagédo a ser caso ou controle,
€ pouco provavel que tenha havido erro de classificacdo. Todas as pacientes
pertencentes ao grupo caso, mesmo aquelas encaminhadas com algum exame
complementar, tiveram o diagnéstico de NIC confirmado por alteragbes no exame
colposcopico, colpocitoldgico e histopatoldgico, realizados no mesmo setor.

Os controles foram obtidos entre as pacientes procedentes de regides
semelhantes aquelas do grupo caso e que apresentavam auséncia de neoplasia
cervical, confirmada por trés exames normais e sucessivos de colposcopia e de
colpocitologia.

Quanto a presenca do virus, na tentativa de evitar a ocorréncia de
diagnodsticos falso-positivos, ou seja, existéncia de pacientes DNA-HPV positivas
nao infectadas pelo HPV, utilizou-se, para o diagnéstico, além dos métodos
morfologicos, outro por técnica de biologia molecular, com elevada especificidade.

Além do mais, cuidados técnicos ao nivel laboratorial foram adotados para evitar
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contaminagdo das amostras, incluindo treinamento de pessoal técnico,
procedimentos de biosseguranga e utilizagdo de congelador especifico para
armazenamento temporario das amostras destinadas a pesquisa de HPV.

Para explicar a ocorréncia de amostras, principalmente entre os casos,
possivelmente positivas para infeccao pelo HPV apresentarem negatividade de
PCR, salientam-se a existéncia de processos inflamatérios cervicais, facilitando o
sangramento por ocasido da coleta do espécime; a possibilidade da hemoglobina
prejudicar a execugao do processo de amplificagdo do DNA viral e a utilizagcdo de
primers com sensibilidade insuficiente para detectar a presenga do virus.

A ocorréncia desses possiveis erros de classificagao teria como consequéncia
principal a reducdo da forca de associacado entre NIC e infeccdo pelo HPV, o que
significa que o resultado obtido pode estar subestimando.

Comparando as portadoras de NIC com positividade de DNA-HPV aquelas
DNA-HPV negativas, observou-se ter havido semelhanga nas demais variaveis
estudadas (Tabela 19). Admitindo-se ter havido falha técnica na identificagdo do
HPV, caso nao tivesse ocorrido tal falha, ndo haveria motivo para supor que os virus
identificados e a freqliéncia dos mesmos fossem diferentes nessas pacientes.

Nao se pode afastar a possibilidade de um erro de classificacdo quanto as
demais variaveis. No entanto, para diminuir a possibilidade de que o mesmo, se
ocorresse, fosse diferente nos casos e nos controles, utilizou-se um formulario
elaborado especificamente para esse fim, tendo sido aplicado a todas as pacientes,
pela mesma pessoa € no mesmo ambiente.

Feitas essas consideracbes, salienta-se que, na ultima década, a maior
descoberta sobre a etiologia da carcinogénese na espécie humana, foi o
reconhecimento de que o carcinoma cervical € uma rara consequéncia da infecgao
por certos tipos de HPV de alto risco (ANHANG et al., 2004). Atualmente, a infec¢ao
pelo HPV vem sendo melhor estudada, como decorréncia da intima relacdo desse
virus com as neoplasias do trato genital inferior. Tal infeccdo ocorre,
frequentemente, durante a juventude e é dependente do comportamento sexual.

A NIC, sequiela comum da infec¢ao pelo HPV, tem elevada incidéncia na faixa

etaria entre 29 e 35 anos, enquanto que a maior incidéncia do cancer cervical
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invasivo esta entre 55 e 65 anos, podendo ser mais precoce em certas populagoes,
inclusive a do Brasil (IARC, 1995).

Entre as pacientes do presente estudo, houve semelhanca de idade entre
controles e casos, nos quais a NIC ocorreu em maior proporgdo no grupo etario de
30 a 39 anos. Assim também foi semelhante a distribuigdo das pacientes quanto ao
estado civil.

Recife, capital de Pernambuco, apresenta incidéncia de cancer cervical de
83,2 por 100.000 habitantes, a maior registrada mundialmente. Possui centros de
referéncia para diagnostico e tratamento oncoldgico, para onde sdo encaminhadas
as pacientes que residem no Recife, em Area Metropolitana e no Interior do Estado.
A cobertura dos servicos de prevencao da neoplasia cervical € deficitaria, quadro
que se torna ainda mais preocupante ao constatar que, dentre as mulheres
atendidas em um setor de colpocitologia do Sistema Unico de Saude, 64,5% dos
exames colpocitologicos foram diagnosticados como processos inflamatérios e em
5,4%, continha material inadequado, isto &, contribuindo para a ma qualidade da
analise oncoldgica (LORENZATO, 2001).

A dificuldade de acesso aos servigcos de prevencdo do cancer do colo do
utero pode ser agravada pelo deficiente grau de escolaridade nesta regiao, tal como
constatado na presente pesquisa, na qual no grupo caso, houve elevado contingente
de pacientes detentoras apenas de conhecimentos elementares ou sem instrugdo. O
nivel baixo de escolaridade também pode estar associado a outras medidas que
dificultem a protecéo a saude.

No presente estudo, o inicio precoce de relacbes sexuais mostrou-se como
fator de risco para NIC (OR=3,07 1C95% 1,58-5,99) tal como estudos realizados por
Ho et al. (1998); Kahn (2001) e Frega et al. (2003).

Ho et al. (1998), apds estudo de coorte prospectivo sobre a histéria natural da
infecgdo por HPV em mulheres jovens, concluiram ser mais elevada a frequéncia da
infeccdo transiente entre aquelas que iniciaram atividade sexual precocemente e
referiram, durante o periodo de 36 meses de observacado, mais de quatro parceiros
sexuais. Nesse estudo, a persisténcia da infecgdo por mais de seis meses esteve
relacionada com tipos especificos de HPV, entre eles 16 e 18, e infecgcao por

multiplos tipos de HPV. A referéncia de tabagismo nao influenciou a persisténcia da
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infeccdo, contrariamente a outros trabalhos publicados (SCHIFFMAN et al., 1993;
FRANCO et al., 1999b; BOSCH et al., 2002; GIULIANO et al., 2002).

Entre as jovens, ha reconhecida vulnerabilidade biolégica as infeccbes
sexualmente transmissiveis, de um modo geral. A ectopia cervical, também
freqUente nesta fase evolutiva, induz a metaplasia, como mecanismo natural de
reparacéo, favorecendo a transmissdo do HPV (WASSERHEIT, 1992).

O inicio precoce da atividade sexual faculta a paciente maior frequéncia de
intercursos ao longo de sua existéncia, inclusive com a possibilidade de surgimento
de novos parceiros e, consequentemente, elevacdo do risco de infecgdes. Esta
sequéncia de acontecimentos tem sido relatada, em associagdao com NIC, por varios
pesquisadores (SCHIFFMAN et al., 1993; WIKSTROM, 1995).

A multigestacdo nao representou fator de risco para NIC, no presente estudo,
embora tenha ocorrido maior frequéncia de multiparas entre os casos do que entre
os controles, todavia o valor do p (p=0,09) préximo do ponto de corte (p=0,05) e o
intervalo de confianga relativamente amplo sugerem que, talvez, o tamanho da
amostra ndo tenha sido suficiente para detectar esta diferenca. A associagdo dessa
variavel com NIC tem sido encontrada devido a presenca de fatores confundidores
(SCHIFFMAN, BRINTON, 1995). Condi¢gdes socioecondmicas desfavoraveis,
dificultando o acesso a adequada instrugcdo e a assisténcia médica, aliadas a
debilidade do organismo por sucessivas gestagdes e partos, contribuem para elevar
a incidéncia de neoplasias cervicais entre as multiparas. Entre as solteiras e
multiparas, principalmente aquelas que n&do mantém unido estavel, é possivel maior
numero de parceiros sexuais, elevando os riscos de infeccdo pelo HPV. As
pacientes DNA-HPV positivas, que relataram sete gestagbes a termo ou mais,
tiveram risco quatro vezes maior para cancer cervical, quando comparadas aquelas
semelhantemente positivas para DNA-HPV, que eram nuligestas (BOSCH,
FRANCO, 2003). Esse resultado é semelhante ao encontrado por Lorenzato et al.
(2000) que identificaram, como fatores de risco para cancer cervical, a multiparidade
e a ocorréncia de partos transpelvianos (OR = 5,30 1C95% 1,92-14,86 e OR = 4,27
IC95% 1,58-11,68, respectivamente).

No presente estudo, o relato de trés ou mais parceiros sexuais constituiu fator

de risco para NIC, em concordancia com os resultados de outros autores (BRINTON
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et al., 1989; VILLA, 1997; CASTELLSAGUE et al., 2002). Apesar da existéncia de
parceiro sexual unico em portadoras de NIC e de DST, refletindo a agdo do
comportamento sexual do parceiro na transmissao dessas doencas, as mesmas
podem ser adquiridas, com maior frequéncia, quando existem intercursos com
diferentes individuos.

A participacao do fator masculino na etiologia do cancer cervical de parceiras
monogamicas foi avaliada em estudo do tipo caso-controle realizado por Brinton et
al. (1989), em quatro paises da América Latina. O risco de cancer cervical elevou-se
significantemente com o numero de parceiras sexuais relatado pelos entrevistados.
Os autores salientam ainda terem identificado entre esses individuos, baixo grau de
instrucdo e higiene genital precaria, tendo obtido dados estatisticamente
significantes quanto ao relato de DST anterior.

A referéncia de DST anterior constituiu fator de risco para NIC no estudo ora
apresentado (OR = 8,23 1C95% 2,82 -24,04). Esses dados sao similares aos
encontrados na literatura: CDC (1990), Koustsky et al. (1992), IARC (1995), Bosch et
al. (2002) e Ho et al. (2002).

A afirmativa de que o cancer cervical uterino € uma IST é respaldada a luz
dos conhecimentos atuais, pelo sinergismo existente entre essas infecgdes
transmitidas durante o ato sexual e a constatacido de que a infecgcdo pelo HPV
precede as lesdes precursoras.

A relacao entre infeccéo pelo HIV e outras IST foi postulada por Wasserheit
em 1992 que, apds estudo de metanalise, concluiu: existe aumento de transmisséo
do HIV em presenca de outras IST; em paciente HIV soropositivas, ha com
frequéncia, modificagbes na histéria natural, no diagnostico e na resposta a
terapéutica habitual de outras infecgdes sexualmente transmissiveis.

O uso de contraceptivo hormonal, na pesquisa ora relatada, constatou-se,
entre os casos, maior frequéncia, no entanto a diferenga nao foi estatisticamente
significante. Esses resultados sado concordes com os encontrados por Shiffman et al.
(1993) que consideraram fraca a relagdo entre o uso de contraceptivo hormonal oral
e neoplasia cervical. Analogamente ao que ocorreu em relacdo a multigestacao, o
intervalo de confianga amplo e o valor do p (p=0,06) muito préximo do ponto de corte

(p=0,05) sugerem que, talvez, o aumento do tamanho da amostra permita detectar
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esta diferenca. Esses resultados diferiram dos trabalhos de Moreno et al., em 2002,
e de Munoz et al., em 2003, entre outros, que comprovaram associagao entre 0 uso
de contraceptivo hormonal oral e neoplasia cervical. Apesar desses autores terem
seus resultados obtidos a partir de estudos multicéntricos realizados em portadoras
de cancer invasivo, para eles, o uso de contraceptivo hormonal oral por mais de 10
anos aumenta significantemente o risco de neoplasia (OR = 4,48 1C95% 2,24-9,36).
Devido ao importante potencial, na saude publica, da interacdo do uso desses
horménios com fins contraceptivos e o desenvolvimento do cancer cervical, alguns
autores propdem a utilizagdo dos testes de HPV nos protocolos de rastreamento
para mulheres utilizando contraceptivos hormonais orais, durante longo prazo
(BOSCH, FRANCO, 2003).

Para Shapiro et al. 2003, ao se analisar o uso de contraceptivos hormonais
orais como fator de risco para neoplasia cervical deve-se levar em consideracao,
possiveis bias. Dentre as usuarias de contraceptivos hormonais, as neoplasias
cervicais podem apresentar maior frequéncia, como resultado da melhor atencéo a
saude da mulher e solicitagdo da colpocitologia oncética. Salientam ainda esses
autores, que na literatura constata-se que sao em estagios iniciais as neoplasias
cervicais diagnosticadas entre as usuarias deste método contraceptivo.

Brinton (1991) reconhece a dificuldade na interpretacdo dos estudos que
avaliam a relagao entre uso de contraceptivo hormonal oral e neoplasia cervical.
Para a autora, sao bias de selecgao e grupos de controle inapropriados.

A importancia de outros microorganismos sexualmente transmissiveis, além
do HPV, na etiopatogenia das neoplasias cervicais tem sido investigada, todavia a
associagdo causal ndo tem sido documentada. A identificacdo de Chlamydia
trachomatis, HSV e Trichomonas vaginalis em portadoras de NIC é admitida como
indicativo de atividade sexual (WIKSTROM, 1995). Por outro lado, o processo
inflamatoério cervical crénico, produzido por outros microorganismos, facilita a
instalagao da infecgéo pelo HPV (VIIKKI et al., 2000).

Bosch e Franco (2003), ao concluirem a avaliagdo do Relatério IARC sobre
aspectos epidemiolégicos relativos a infeccdo pelo HPV e cancer cervical,
enfatizaram “a literatura ndo é inteiramente consistente sobre os fatores adicionais

na carcinogénese cervical’. Ressaltaram, no entanto, que as pacientes, portadoras
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de DNA-HPV e soropositivas para anticorpos do HSV ou da Chalmydia trachomatis,
apresentaram risco moderado para neoplasia cervical.

No estudo ora apresentado, a associacdo entre tabagismo e NIC foi
estatisticamente significante (OR = 5,16; 1C95% 2,62-10,16), resultado similar ao
referido por diversos autores (FRANCO et al., 2001; GIULIANO et al., 2002).

A despeito das campanhas esclarecedoras sobre as consequéncias danosas
do habito de fumar, propaladas por diferentes veiculos de comunicagao, o tabagismo
permanece como grande preocupagao em saude publica, em varios paises. Calcula-
se que quantidade superior a 4.000 substancias nocivas emana da fumaca do
cigarro — algumas mutagénicas e imunossupressoras — € que os efeitos prejudiciais
do tabagismo ndo estdo limitados unicamente aos tecidos com os quais tém contato
direto (VILLA, 1997; MOSCICKI et al., 1998).

Entre as pacientes que, no presente estudo, referiram o habito de fumar, o
tempo de tabagismo superior a 10 anos e o consumo de mais de 20 cigarros por dia
nao foram fatores de risco para NIC. Para Giuliano et al. (2002), a maior exposi¢cao
aos componentes do cigarro, consequente ao maior tempo do habito de fumar e a
maior quantidade de cigarros consumidos por dia, que refletem a dose-resposta,
teve influéncia no surgimento de NIC nas pacientes. Para esses autores, os
mecanismos pelos quais o tabagismo influencia na carcinogénese cervical - por
acao direta dos metabdlitos da fumaga, ou, indiretamente, por induzir
imunossupressao - permanecem inconclusivos, requerendo futuros estudos
elucidativos. No entanto ja se constatou na literatura que entre as tabagistas existe
uma consideravel redugéo das células de Langerhans, importantes componentes na
resposta da imunidade mediada por células (UCHIMURA, 2002).

Sobre esta mesma interacdo entre tabagismo e cancer cervical, as
conclusbes a que chegaram Bosch e Franco (2003) sdo mais enfaticas ao
afirmarem: “entre as mulheres DNA-HPV positivas, qualquer quantidade de fumo foi
associada com um aumento dobrado do risco de cancer e com significante dose-
resposta’.

Na analise da associacado entre infecgao pelo HPV e as demais variaveis
independentes, obteve-se um resultado estatisticamente significante para referéncia

de DST anterior e tabagismo e limitrofe, para nivel de instrugdo. Essas variaveis, por
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apresentarem associacao com efeito (NIC) e com a exposicao (HPV), seriam os
mais provaveis fatores de confusdao. No entanto, no modelo multivariado optou-se
por introduzi-las.

No presente estudo, os resultados obtidos apds analise multivariada, de
acordo com dados constantes na tabela 8, identificaram-se como fatores que tém
uma associagao mais proxima com NIC, infecgdo por HPV de alto risco oncogénico
(OR=12,32 1C95% 3,79 — 40,08); antecedente de doenga sexualmente transmissivel
(OR=8,23 IC95% 2,82 — 24,04), inicio precoce das rela¢des sexuais (OR=4,00
IC95% 1,70 — 9,39), tabagismo (OR=3,94 1C95% 1,73 — 8,98) e soropositividade
para HIV (OR=0,04 1C95% 0,01 — 0,13).

Os fatores de risco para neoplasia cervical invasiva ja foram estudados, em
pacientes procedentes de dois hospitais do Recife, por Lorenzato et al. (2000), por
meio de analise multivariada. Concluiram que o Odds Ratio a favor desse tumor,
quando a paciente apresentava captura hibrida positiva para HPV de alto risco, foi
3,42 (1C95% 1,47 — 8,20). Outros fatores de risco identificados foram: primeira
gestagdo com menos de 20 anos de idade (OR=4,0 1C95% 1,43 — 11,52),
multiparidade (OR=5,30 1C95% 1,92 — 14,86); mais de quatro partos transpelvianos
(OR=4,27 1C95% 1,58 — 11,68) e residéncia em area rural (OR=11,27 1C95% 3,51 —
39,19).

Embora ambos os estudos tenham sido realizados na mesma cidade, em
épocas proximas, utilizando metodologia semelhante e tenha sido identificada a
infecgdo por HPV de alto risco oncogénico como fator de risco para neoplasia
cervical, esses resultados ndo sdo comparaveis em sua totalidade uma vez que no
estudo de Lorenzato et al. (2000), as pacientes tinham cancer invasivo,
contrariamente ao presente estudo, do qual participaram pacientes com lesdes
precursoras. Essa diferenga metodoldgica pode explicar o maior valor de Odds Ratio
do presente estudo, ja que, apos instalada a invasao tumoral, a identificagao do HPV
€ menos frequentemente obtida na lesao.

Na amostra estudada, a infecgao por HIV foi fator de protegcéo importante para
NIC (OR=0,04 IC95% 0,01 — 0,13). Resultado diferente foi encontrado por Ellerbrock
et al., em 2000, em estudo do tipo coorte prospectivo, os quais ao avaliar fatores de

risco para NIC, identificaram a presenga de infecgdo cervical por tipos oncogénicos
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de HPV, inicio precoce das relagdes sexuais e soropositividade para HIV. As
conclusdes de Kjaer et al. (2002), utilizando o mesmo desenho de estudo, foram
semelhantes ao de Ellerbrock et al. (2000), todavia dois aspectos merecem
referéncia especial: a pesquisa ter sido realizada em mulheres mais jovens, com
idade média de 25 anos e o risco de desenvolver lesdes cervicais de alto grau ter
sido maior entre as portadoras de HPV oncogénico, comparadas com as de HPV de
baixo risco (OR=34,5 IC95% 19,7 — 60,23 e OR=9,3 IC95% 5,8 — 14,9,
respectivamente). Para esses autores, a infeccdo pelo HPV precede o
desenvolvimento das lesbdes de baixo e alto grau citologico, assim como a infecgao
persistente pelo mesmo tipo viral eleva o risco de NIC 2 e NIC 3.

A constatacdo de ser a soropositividade para HIV um fator de protecao para
NIC, no estudo atual, pode ser resultante de um conjunto de caracteristicas
especificas dessa amostra. O numero de portadoras da infeccao por HIV, no
presente estudo, foi apenas de 49 pacientes, todas submetidas a terapia
antirretroviral e ja fazendo parte do estudo de coorte na avaliagdo das alteragdes
colpocitolégicas em portadoras de HIV, por serem tratadas em clinica especializada
de infectologia, no mesmo hospital. Talvez por isso leves atipias diagnosticadas em
tais pacientes, ou mesmo os processos inflamatérios cervicovaginais que possam
apresentar, sdo de imediato tratados evitando, portanto, a evolugao para NIC. Assim
sendo, a constatacdo de que a soropositividade para HIV atuou como fator protetor
para NIC, no presente estudo, pode estar refletindo a adesao dessas pacientes ao
programa de vigilancia da clinica de infectologia, pela qualidade de assisténcia que
recebem, ou mesmo pode decorrer de um melhor perfil imunoldgico, propiciado pela
terapia antirretroviral.

Na pesquisa atual, entre os casos, a presenga de HPV de alto risco foi
constatada em 48 (33,3%) pacientes, enquanto que em apenas quatro (4,2%) entre
os controles. Observando ainda os dados contidos na tabela 4, contata-se o elevado
numero de pacientes portadoras de NIC, nas quais nao se identificou DNA-HPV,
pela técnica de PCR-RFLP.

Esses dados foram semelhantes com os da pesquisa de infec¢ao pelo HPV
por PCR-RFLP em amostras cervicais provenientes de diferentes regides de

Alagoas, na qual houve positividade em 32,4% das portadoras de NIC 1, 16,2% nos
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casos de NIC 2 e auséncia de DNA-HPV naquelas com diagndstico citolégico de
NIC 3. Relatou ainda positividade DNA-HPV em 27% das amostras, porém com
quantidade de nucleotideos insuficiente para a tipagem, além de 21,6% com padréo
indeterminado (VIANA, 2003).

Tal como ocorreu no estudo de Queiroz, em 2003, realizado em Salvador -
BA, na presente pesquisa pareceu alto o percentual de negatividade de DNA-HPV,
mesmo considerando que essa autora estudou portadoras de carcinoma cervical
invasor, além daquelas com NIC. Ambos os dados estdo em desacordo com o0s
encontrados na literatura, que tém mostrado positividade maior que 95% da PCR
nestas neoplasias (WALBOOMERS et al., 1999; BOSCH et al., 2002).

A explicagdo dada por Yokoyama et al. (2003), para o encontro de 80% de
portadoras de NIC 1 com DNA-HPV negativo, parece adequada também para a
elevada negatividade de DNA-HPV da presente pesquisa. Afirmam que ‘“HPV
negativo necessariamente néo significa sempre negativo”, justificando que em
muitos casos a sequéncia de DNA-HPV pode ser positiva, porém em quantidade tao
pequena que os métodos atuais ndo permitem detectar.

Outro fator que pode interferir na ocorréncia de resultados falso-negativos,
segundo Ting e Manos (1990), Walboomers et al. (1999), Kleter et al. (1999), Castle
et al. (2002a) e Muioz et al. (2003) s&o os primers consensus utilizados na técnica
de PCR-RFLP.

Apesar do valor inquestionavel e da alta sensibilidade da PCR para detecgao
do HPV, esta técnica pode ter resultados falso-negativos. Para Schiffman et al.
(1993), a nao identificacdo de HPV em todos os casos de NIC pode resultar de
alguns fatores, entre os quais: problemas na coleta dos espécimes; dificuldade nos
testes para HPV existentes, em decorréncia da incompleta quantidade de virus
descobertos e limitagdes dos testes atuais. Estes autores investigaram as evidéncias
epidemioldgicas de que o HPV é o agente etioldgico principal das neoplasias intra-
epiteliais cervicais. Entre 472 portadoras desta neoplasia, ndo conseguiram
identificar DNA-HPV em 89 (18,9%). Como fatores de risco para NIC, nomearam:
multiplos parceiros sexuais, tabagismo, inicio precoce das relagdes sexuais e baixas

condicdes socioeconbmicas.
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Analogamente, no presente estudo, outras caracteristicas da amostra podem
ter contribuido, ainda que indiretamente, para o encontro de NIC. Constatou-se
maior numero de parceiros sexuais, maior frequéncia de doenca sexualmente
transmissivel anterior, como também tabagismo entre as pacientes do grupo caso.

Na casuistica atual, foram identificadas 30 (46,9%) pacientes portadoras de
infecgdo cervical por HPV-16 ou variante 16, 21 (70%) das quais apresentando
lesdes de alto grau histolégico e nove (30%), com diagnéstico de NIC 1. Esta
observacdo motivou um estudo filogenético paralelo deste intratipo viral. Tal
pesquisa foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal
de Alagoas (UFAL), cujo resultado embasou a feitura de uma tese de pds-graduagéo
em Biologia Molecular (COSTA, 2004).

Estudos, realizados com base em biologia molecular, apontam que a
diferenca na incidéncia das neoplasias cervicais entre populagbes que residem na
Europa e na América do Norte, comparadas com as da Africa e da América Latina,
nao se deve apenas aos niveis socioecondmicos. Ndo restam duvidas de que baixo
nivel de instrugdo, desnutricdo, deficientes programas de prevencéo, dificil acesso
aos cuidados de saude, entre outras peculiaridades dos paises pobres, contribuam
para a ocorréncia das neoplasias cervicais. No entanto a identificagdo, pela analise
de sequéncia do DNA-HPV, de uma diversidade de intratipos virais, também
contribui para incidéncias distintas entre as populag¢des (VILLA et al., 2000; CHAN et
al., 2002a).

A comparacao da sequéncia de nucleotideos de diferentes HPV permite
indicar a proporgéo destes virus em populagdes diversas. Estudos filogenéticos do
HPV-16, provenientes de 25 diferentes regides do mundo, permitiram localizar cinco
bragos originarios deste tipo viral, quais sejam: Europeu (E); Asiatico (As); Asiatico-
Americano (AA); Africano-1 (Af1) e Africano-2 (Af2), além de pequenos bragos
originarios da América do Norte (CHAN et al., 2002a; BURK et al.,, 2003). As
infeccées por HPV-16, variantes de bracos filogenéticos ndo europeus, isolados em
um estudo brasileiro, apresentaram tendéncia a persistir por mais tempo, além de
forte associagdo com NIC (VILLA et al., 2000).

Os HPV dos tipos 16, 31, 33, 38, 52, 58 e 67 estdo todos agrupados no

mesmo ramo da arvore filogenética, indicando similaridade quanto ao potencial
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oncogénico (FRANCO et al., 2001; MOTA, 2002). Ja foram identificadas, no mundo,
16 variantes do HPV-16 e, no Brasil, foram isoladas sete diferentes variantes deste
mesmo tipo viral. Variantes do HPV-16 diferem em suas propriedades biologicas e
bioquimicas, o que pode resultar na alteragao da patogenicidade (BERNARD et al.,
1994; MANOS et al., 1999; VILLA et al., 2000). Burk et al. (2003) relataram a maior
frequéncia de variantes do HPV-16, de origem filogenética do grupo ndo europeu,
em portadoras de adenocarcinoma do que naquelas com carcinoma escamoso do
colo do utero.

Para alguns autores, diferengas em poucos nucleotideos encontrados em
HPV-16 podem influir na disposicdo da cadeia de aminoacidos, interferindo nas
propriedades antigénicas do virus. Este aspecto € de fundamental importancia na
persisténcia da infecgdo e na oncogenicidade viral, o qual, quando for melhor
esclarecido, podera ser util na producédo de vacinas anti-HPV. Nessa mesma linha
de pesquisa, no campo da produgao de vacina, Chang et al. (1995) demonstraram
que duas variantes de HPV-16 por eles identificadas, que diferem em suas regides
L1 por sete aminoacidos, possuem reagdes soroldgicas cruzadas. Tal achado
sugere que a vacina desenvolvida com um tipo de HPV-16 variante pode proteger
contra todas as infecgdes por HPV-16.

A utilizagcdo de vacinas tem demonstrado soroconversao eficaz com altos
titulos de anticorpos. Ao contrario, apés infecgao natural pelo HPV, a soroconverséo,
quando ocorre, € um processo lento e requer estimulo antigénico a partir de elevada
carga viral ou infecgao persistente (HO et al., 2004).

A semelhanca dos resultados obtidos no estudo atual, diversos autores
relataram a identificacdo de HPV-16 ou variante deste tipo, em portadoras de lesées
cervicais, entre os quais: Bosch et al. (2002), Wright e Schiffman (2003), Camara et
al. (2003a), Oliveira et al. (2003), Munoz et al. (2003), Giuliano et al. (2004) e
Bagarelli e Oliani (2004).

O conhecimento do tipo viral, quanto ao risco oncogénico, é importante para
se avaliar a eventual progressdao da lesdo para malignidade (BOSCH, FRANCO,
2003). O presente estudo mostrou que, dentre as portadoras de NIC em seus
diferentes graus com HPV tipificado, predominaram os de alto risco, incluidos, em

ordem de frequéncia, o HPV-16, o HPV-58 e o HPV-83, com respectivas variantes.
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Entre as pertencentes ao grupo controle, apenas quatro (4,2%) tinham HPV de alto
risco oncogénico. O HPV-16 ou variante deste tipo viral foi identificado com maior
frequéncia nas pacientes com NIC 2 ou NIC 3 que naquelas com NIC 1.

Assim como no presente estudo, o HPV-16 é o tipo prevalente em lesdes
neoplasicas cervicais em todo o mundo, com excec¢éo da Indonésia, onde o HPV-18
€ mais frequentemente identificado. Na América do Sul e na América Central, os
tipos virais mais prevalentes sdo: 16, 18, 45, 31 e 33 (BOSCH et al.,, 1995). No
Brasil, estudos anteriores de prevaléncia do HPV em lesbes cervicais foram
realizados em cinco regides. Em todas elas, o HPV-16 € predominante em algumas
cidades das regides Norte, Nordeste, Sudeste e Sul, apesar de ter sido também
observada variedade dos outros tipos virais (RABELO-SANTOS et al., 2003).

Camara et al. (2003a), em recente pesquisa realizada em Brasilia,
identificaram, dentre 129 portadoras de NIC, 62% de positividade para DNA-HPV,
entre as quais: HPV-16 em 43,8%, HPV-58 em 12,5%, HPV-31 em 10%, HPV-53 em
6,3% e HPV-18 e HPV-33, ambos em 3,8% das pacientes. Os autores chamam a
atengao para a maior frequéncia de HPV oncogénico entre as pacientes com lesdes
histopatologicas de alto grau e para o encontro de elevada prevaléncia do HPV-58,
dados dos quais diferiu o atual estudo no que se refere a auséncia do HPV-31, ao
encontro de HPV-18 em apenas uma paciente e a frequéncia de HPV-58 em 4,6%
dos casos e variante 58, em 4,7%.

O presente estudo contém alguns pontos concordantes e outros discordantes
do trabalho de Montoya-Fuentes et al. (2001). Em ambos o HPV-16 foi o mais
frequente, no entanto neste trabalho ocorreu em 46,9% das pacientes contra 24%
referidos pelos autores. Em relagdo ao HPV-58, deu-se o contrario, posto que
Montoya-Fuentes et al. relataram representar 16% dos casos de NIC, ao passo que
identificou-se frequéncia de 9,4% no presente estudo.

Assim também, nos dados ora apresentados, a frequéncia de HPV-16
superou a referida por Lorenzato et al. (2000) que, em pesquisa realizada em Recife,
utilizando PCR-RPLF, identificaram HPV-16 em 21% das portadoras de NIC 3 ou de
cancer cervical invasivo. Todavia, quanto a presenca de HPV-18, o atual trabalho
assemelhou-se ao desses autores, com percentuais de 1,6% e 2%,

respectivamente.

SILVA, T.T. Fatores de risco para neoplasia intra-epitelial cervical em pacientes submetidas a avaliagao morfolégica e
pesquisa de DNA-HPV



92

Discusséo

Contrariamente a Dybikowska et al. (2002), que na Polbnia referiram como
raridade um caso de portadora de HPV-58, dentre as mulheres com neoplasia
cervical, Chan et al. (2002b), na China, constataram ter sido o HPV-58 o tipo viral
mais prevalente na casuistica estudada, do que diferiram os dados ora
apresentados, nos quais esse tipo viral foi o segundo de maior frequéncia.

A diferente distribuicdo de tipos oncogénicos nas populagdes, tal como
constata-se na literatura, tem importancia na estratégia profilatica para a produgéo
de vacinas adequadas a cada regiao, contendo os tipos mais prevalentes.

Na casuistica atual, 49 (21,5%) pacientes eram HIV soropositivas e todas
utilizavam medicamentos antirretrovirais; 18 (36,7%) eram portadoras de NIC, com
predominio de lesdes de baixo grau, resultado similar ao encontrado por Silva
(1996), Gongalves (1998) e Mota (2002), todas estudando pacientes HIV
soropositivas em diferentes locais de Sdo Paulo. O predominio de lesbes de baixo
grau em portadoras da infecgcao pelo HIV também foi constatado por Levi et al.
(2002), que relataram, no Instituto Emilio Ribas, em Sao Paulo, prevaléncia de NIC
igual a 19%, entre as quais 12% das pacientes tinham lesdes de baixo grau e 7%,
NIC 2 e NIC 3. Neste estudo, os autores chamam a atengao para a maior ocorréncia
de lesdes cervicais entre aquelas com contagem de CD4 menor que 100/mm?®.

Prevaléncia semelhante de NIC (35,5%) em pacientes HIV soropositivas,
atendidas em servigos publicos no Rio de Janeiro, foi relatada por Silva et al. (2003).
Apesar de reconhecerem que os processos inflamatérios cervicovaginais, frequentes
entre as pacientes HIV soropositivas, dificultam a interpretagdo oncolégica da
colpocitologia, Wright et al. (1994) determinaram sensibilidade e especificidade do
meétodo de 81% e 87%, respectivamente.

No presente estudo, identificou-se HPV-18 em apenas uma paciente, que
também estava infectada pelo HPV-53, era portadora de NIC 1 e HIV soropositiva,
contrariamente aos dados relatados por Oliveira et al. (2003) os quais, estudando 43
pacientes HIV soropositivas, em Hospital Universitario no Rio de Janeiro,
identificaram HPV-18 em 14% dos casos e o tipo 16, em 60,4%. Nao houve relato de
tipos variantes.

Durante os primeiros anos apos a instalacdo da pandemia da AIDS, varios

autores mostraram que pacientes HIV soropositivas apresentavam incidéncia maior
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de infeccédo pelo HPV e progressao para NIC. Pesquisas posteriores confirmaram
esta observacao, que resulta da combinacado de fatores, entre os quais: deficiéncia
na fungdo imunolégica, aumento na prevaléncia da infecgédo pelo HPV e persisténcia
da mesma (MAIMAN et al., 1991; WRIGHT et al., 1994; SUN et al., 1995; HO et al.,
1998; PALEFSKY et al.,, 1999; ELLERBROCK et al., 2000; COHN et al., 2001;
DUERR et al., 2001; LEVI et al., 2002; MOTA, 2002).

Por meio de estudo do tipo coorte, buscou-se avaliar se a infeccao pelo HIV
era um fator de risco independente para NIC. As conclusbes das pesquisas em
diferentes paises foram semelhantes: mulheres HIV soropositivas sdo co-infectadas
pelo HPV em proporgdo maior do que as HIV soronegativas; nestas pacientes,
detectou-se também tendéncia elevada de infecgéo persistente por HPV oncogénico
e por tipos diferentes do virus. Além disso, o maior fator de risco para infec¢ao pelo
HPV, nas pacientes HIV soropositivas, € o aumento da imunossupressao,
caracterizada pela baixa contagem de CD4 (STIER, 2003).

As constatacdes da presente casuistica, aliadas as dos trabalhos publicados
a partir da década de 90, que demonstram que as pacientes HIV soropositivas
apresentam frequéncia maior de lesdes cervicais de baixo grau, diferentemente do
observado no inicio da pandemia da AIDS, parecem decorrer da precocidade de
diagndstico de tais lesdes ou da resposta indireta a terapia antirretroviral.

Tal como referido por pesquisadores nacionais e de outros paises, estudando
populacdes semelhantes (WRIGHT et al., 1994; SUN et al., 1995; GONCALVES,
1998; MOTA, 2002; LEVI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003), na presente casuistica
foi o HPV-16 o mais frequente nas pacientes HIV soropositivas, assim como a
ocorréncia de outros tipos virais de alto risco oncogénico, como os tipos 18, 33 e 35.
No entanto, a concomitancia de tipos virais em uma unica paciente HIV soropositiva
diferiu dos relatos da literatura, o que pode ser atribuido ao pequeno tamanho
amostral.

A infecgdo cervical pelo HPV provoca alteragbes morfolégicas celulares
passiveis de serem identificadas pelo estudo citolégico ou histopatoldgico. Os
critérios classicos utilizados pelos citologistas para identificacdo das células
infectadas pelo HPV sao coilocitose e disqueratose, os mesmos que 0s

anatomopatologistas empregam ao analisar o fragmento tecidual. Nos ultimos anos,

SILVA, T.T. Fatores de risco para neoplasia intra-epitelial cervical em pacientes submetidas a avaliagao morfolégica e
pesquisa de DNA-HPV



94

Discusséo

alguns pesquisadores propuseram para diagnostico citolégico da infecgao pelo HPV,
além dos critérios classicos, outros, como: bi ou multinucleagéo, cariorrexe, halo
perinuclear, células parabasais coilocitéticas, queratinizagao, nucleo hipercromatico
e nucleo em fibra (IRIE et al., 2001; JORDAO et al., 2003).

Outro aspecto relevante fornecido pelo exame colpocitolégico é a
classificacdo da flora vaginal. No presente estudo, constatou-se ao exame
colpocitolégico que, entre os controles, houve predominio dos Lactobacillus de
Ddderlein em relagao as pacientes pertencentes ao grupo caso. Ao contrario, a flora
cervicovaginal, alterada pela presenca de Gardnerella vaginalis e bactérias
cocoides, foi preponderante entre os casos, notadamente entre as portadoras de
NIC 3. A alteracdo da flora cervicovaginal, no pequeno numero de pacientes HIV
soropositivas do presente estudo, é compativel com o observado na literatura. Os
fungos sdo os maiores oportunistas da imunossupressao, porém salienta-se o
encontro de Gardnerella vaginalis com frequéncia elevada nessas pacientes. Para
Hashemi et al. (1999), determinadas cepas de Gardnerella vaginalis ativam a
expressao do HIV e, conseqlentemente, a quantidade deste virus nas células do
trato genital, facilitando sua transmissao.

Em estudo anterior ao presente, no qual foram investigadas pacientes nao
gravidas, HIV soropositivas, atendidas no Setor de Colposcopia do HC-UFPE, as
alteracdes colpocitologicas foram diagnosticadas em 75,5%, entre as quais, 40% de
processo inflamatério e 20,2% de NIC associada ao HPV. Na analise microbioldgica
do conteudo cervicovaginal, a autora diagnosticou infecgdo em 73,3% dos casos,
com confirmacédo de fungos do género Candida em 37,7% e presenga de
Gardnerella vaginalis, em 28,8%. No mesmo periodo do estudo, a autora identificou,
entre 827 pacientes nao reconhecidamente infectadas pelo HIV, ocorréncia de
44,7% com processo inflamatério e 2,0% com diagnéstico de NIC (HENRIQUES,
2000).

Ha décadas, o exame colposcépico tem sido utilizado na prevengédo e no
diagndstico das neoplasias cervicais, complementando a colpocitologia ou
orientando o melhor local para bidpsia. Recentemente, esta técnica também tem
sido empregada para avaliar lesées induzidas pelo HPV (GROSS, BARRASSO,
1999).
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Varias alteracdes colposcopicas sao atribuidas a infecgdo por HPV. Dentre os
critérios maiores de atipia colposcépica, entre as portadoras de NIC, constatou-se,
no atual estudo, que o epitélio acetobranco acentuado, assim como o encontro de
pontilhado e mosaico aspero foram mais frequentes nas lesbes de alto grau
citohistopatologico.

Esses dados diferem daqueles encontrados por Rodriguez e Sanches (1992)
ao constatarem ser a leucoplasia o achado colposcépico predominante entre as
portadoras de NIC por eles estudadas, cuja freqténcia foi proporcional a intensidade
da atipia citohistopatologica.

Apesar da sensibilidade e da especificidade da colpocitologia isolada, para
rastreio nos casos de NIC, serem consideradas baixas, quando a colposcopia e a
histopatologia sdo associadas, os objetivos do diagnédstico precoce sao atingidos, se
realizadas periodicamente, obedecendo com rigor aos critérios de qualidade da
técnica. Contribuem para a reduzida sensibilidade do método, entre outros fatores,
os processos inflamatérios, tao frequentes como causa de consulta ao ginecologista
(KOSS, 1989). Nas pacientes HIV soropositivas, nas quais 0S processos
inflamatorios cervicovaginais sdo mais frequentes, recomenda-se a realizagédo da
colpocitologia com intervalo de tempo inferior a 12 meses, em associagdao com
exame colposcoépico (MAIMAN et al., 1991; WRIGHT et al.,, 1994; HENRIQUES,
2000; BRANCA et al., 1991).

A concordancia de identificacdo da infecgado cervical pelo HPV, quando
utilizadas colpocitologia e PCR, no presente estudo foi regular nos casos de NIC 1, o
mesmo nao ocorrendo nas lesdes de alto grau. No entanto, para a histopatologia, a
concordancia com PCR, embora fraca, foi semelhante para as lesdes de alto grau.

Na literatura, demonstra-se que, com a progressdo da lesdo, ha menor
manifestacdo de critérios classicos e maior de critérios nao classicos de HPV no
diagnostico morfologico. Nas lesdes de alto grau citohistopatologico, o virus parece
nao formar mais a particula viral completa e apresentar somente o seu genoma
integrado ao genoma da célula infectada, ganhando no poder oncogénico, o que
implica em expressao citopatica menos evidente ou inexistente (WIKSTROM, 1995;
IRIE et al., 2001; JORDAO et al., 2003).
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Pode-se supor ter sido esta a causa da alteracdo da validade diagndstica da
colpocitologia comparada a histopatologia, das 78 pacientes com DNA-HPV positivo,
que consistiu em menor sensibilidade e menor valor preditivo negativo, ja que na
avaliagao citomorfolégica foram utilizados os critérios classicos, tanto na citologia
como na histopatologia, para o diagnéstico da infeccdo por HPV. Salienta-se que o
valor da histopatologia ndo reside apenas na identificagéo do tecido infectado ou néo
pelo HPV, mas, principalmente, na confirmac¢ao da gravidade da lesdo, norteando o
tratamento.

Na atual pesquisa, obteve-se 70,8% de concordancia positiva entre
colpocitologia, histopatologia e PCR, ao passo que Cavalcanti et al. (1997),
comparando esses mesmos exames citohistopatologicos com hibridizacéo in situ.
encontraram 53,5% de concordancia.

A validade da citologia no diagndstico da infeccdo cervical por HPV,
comparada com o encontro de coilocitose no exame histopatolégico, em estudo do
tipo caso-controle, realizado em Campinas, mostrou sensibilidade de 35%,
especificidade de 89,4%, valor preditivo positivo igual a 86,6% e valor preditivo
negativo a 41,4% (SILVA, 1996), dados inferiores aos do presente estudo, exceto
para este ultimo paréametro.

Nas pacientes HIV soropositivas, em Santos — Sao Paulo, houve suspeita de
presenca de HPV em 18,4% das laminas estudadas, com lesdes de baixo grau em
83,3% e de alto grau, em 16,6% dos casos (GONCALVES, 1998). A existéncia de
apenas 21,5% de pacientes HIV soropositivas na atual pesquisa pode ter sido uma
das causas da diferengca entre esses resultados, visto que em pacientes HIV
soropositivas ha maior frequéncia de processo inflamatorio cervicovaginal, que
dificulta a identificagdo do efeito citopatico pelo HPV.

A ocorréncia de 50,8% de esfregacos inflamatérios foi relatada por Fialho et
al. (2002), ao estudarem 128 pacientes HIV soropositivas, 35,1% das quais com
AIDS. Na casuistica desses autores, o diagnostico de NIC 1 foi 29,7%, ao passo que
lesbes de alto grau foram identificadas em 8,6% das pacientes. Por outro lado,
processos inflamatoérios ou ulcerativos locais foram atribuidos ao aumento de 10

vezes na excrecao do HIV em pesquisa realizada por Wright et al. (2001),
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exemplificando, segundo esses autores, como as IST representam fatores de risco
na transmiss&o sexual do virus da imunodeficiéncia humana.

Na presente pesquisa, a coilocitose foi referida pelo histopatologista em
83,3% das pacientes DNA-HPV positivas. Em estudo anterior, realizado no
ambulatério especializado de patologia cervical do mesmo hospital, embasado nos
aspectos citohistopatoldgicos, diagnosticou-se NIC em 87,3% dos casos atendidos
no periodo de 12 meses. A taxa de associagao com efeito citopatico do HPV foi
58,1% nos casos de NIC 1, 19,4% e 0% para NIC 2 e NIC 3, respectivamente
(CAMARA et al., 2003b).

Considerando a frequéncia geral de DNA-HPV no estudo ora apresentado,
em que 34,2% das pacientes tiveram PCR positiva, e que, dentre as 78 amostras
positivas, encontraram-se 82,1% no grupo caso e 17,9% no controle, pode-se
admitir que a populagao estudada apresenta risco elevado para neoplasia cervical.
O percentual de positividade nos casos é semelhante ao encontrado na literatura:
62% referidos por Camara et al. (2003a), 78,5% por Rabelo-Santos et al. (2003),
82% relatado por Lorenzato et al. (2000) e 91,2% por Mufioz et al. (2003).

Utilizando o método de captura hibrida Il, em estudo do tipo caso-controle, na
cidade do México, foram identificados HPV de risco oncogénico em 88% das lesdes
de alto grau, 79% de NIC 1 e 21% dos controles. Os autores enfatizam o achado de
tendéncia ascendente entre positividade do HPV oncogénico e grau de NIC
(SANCHEZ et al.,, 2002). Essa mesma tendéncia foi constatada na presente
pesquisa, embora em percentuais inferiores aos desses autores, provavelmente pela
utilizacdo de técnicas distintas para identificacdo do DNA-HPV.

Em biologia molecular, assim como em outras modalidades de diagnostico
complementar, os resultados estdo condicionados a técnica empregada, no que
tange a sensibilidade e especificidade.

Por meio da técnica de hibridizacao in situ com deposicéo de catalisador nos
sitios de hibridizagédo, Bagarelli e Oliani (2004) realizaram correlagao entre presenca
de DNA-HPV e aspectos histopatolégicos em portadoras de NIC. Dentre 54,8% das
pacientes nas quais houve positividade, o padrao epissomal foi mais encontrado
naquelas com NIC 1, enquanto que os padrdes misto ou integrado predominaram

nas lesdes de alto grau. Os autores registraram ainda o encontro de 33,6% dos
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casos com resultados positivos na sonda de amplo espectro e negativos na tipagem
viral. Nas lesGes de alto grau, encontraram maior frequéncia de HPV-16 e também
maior percentual de DNA-HPV n&o tipado, semelhante ao constatado no presente
estudo.

Munoz et al. (2003) relataram positividade de DNA-HPV indeterminado igual a
27,2%, em estudo multicéntrico, com PCR-RFLP utilizando primers MY09/MY11 e
GP5+/6+. Dentre as 3.846 participantes de estudos do tipo caso-controle, realizados
em nove diferentes paises, foram também incluidas pacientes com cancer cervical
invasivo e portadoras de colo normal, residentes em Sao Paulo. Diferentes tipos de
HPV foram identificados com primers MY09/MY 11 em 91,2% e 13,4% entre casos e
controles, respectivamente. Quando utilizados os primers GP5+/6+, identificou-se
DNA-HPV em 96,6% dos casos e 15,6% dos controles.

Para identificar DNA-HPV, utilizou-se o teste PCR, considerado entre os
demais testes de biologia molecular, um dos mais sensiveis. A metodologia PCR
nao fornece kits padronizados para detec¢ao do HPV, necessitando otimizacéo para
cada laboratério executor. A técnica RFLP permite a identificacdo de, pelo menos,
44 tipos distintos de HPV (BERNARD et al., 1994), além disso, pode identificar
especificamente um ou multiplos tipos de HPV na mesma amostra. Padrdes
complexos de RFLP podem ser de dificil interpretacéo, principalmente nas infeccoes
multiplas.

Padrdes indeterminados de RFLP foram, no presente estudo, encontrados em
25 (11%) pacientes, exigindo que alguns passos adicionais fossem executados, na
tentativa de identificacdo final do tipo especifico do HPV. Por isso, a reacao de
sequenciamento foi utilizada. Mesmo assim, no material examinado, a quantidade de
nucleotideos sequenciados nao foi suficiente para fornecer um resultado seguro,
utilizando-se o programa de alinhamento BLASTn. O estudo complementar e o
sequenciamento do DNA-HPV da pesquisa atual serviram como material para tese
de pos-graduagdo em Biologia Molecular na Universidade Federal de Alagoas, na
qual Belo (2003) demonstrou detalhadamente os procedimentos utilizados e os
resultados obtidos.

Dado que toda técnica preconizada para identificacdo do HPV por PCR foi

seguida corretamente com primers MYO09/MY11, a pequena quantidade de
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nucleotideos contida nas amostras indeterminadas, assim como a frequente
negatividade de DNA-HPV em portadoras de NIC, contrariando a literatura, pode ter
sido resultante do momento da coleta, ou seja, segundo a metodologia proposta no
estudo, a sequéncia de coleta de espécimes foi: em primeiro lugar, material para
colpocitologia oncética, utilizando-se espatula de Ayre e escova cytobrush, e, a
seqguir, coleta do material para pesquisar o HPV, utilizando-se escova cytobrush,
apos retirada do muco ectocervical com gaze. E possivel que a menor quantidade
de células, agora coletada, e o frequente processo inflamatdrio local possam ter
contribuido para esse resultado. Mesmo confeccionadas com finas cerdas, as
escovas utilizadas para coleta do material endocervical para colpocitologia,
produziam, com frequéncia, discreto sangramento, principalmente quando havia
inflamacado cervicovaginal. O espécime sanguinolento contém hemoglobina
suficiente para impedir o processo de PCR (HARPER et al., 2004).

Mesmo no afa de identificar o virus, ndo se poderia prejudicar a avaliagao
citomorfolégica das pacientes, colhendo espécime para PCR em primeiro lugar e
postergando a obtengdo do espécime para estudo citoldégico, que resultaria no
retardo do diagndstico e do tratamento, com suas negativas consequéncias.

Os resultados de DNA-HPV indeterminado e negatividade em portadoras de
NIC, da presente pesquisa, se assemelharam as de Yokoyama et al. (2003), que
seguiram a mesma metodologia descrita, obtendo 80% de negatividade em
pacientes NIC 1.

A influéncia da variagdo hormonal na deteccdo do DNA-HPV tem sido
estudada, porém, os resultados s&o contraditorios. Enquanto que, para alguns
pesquisadores, a progesterona causa esfoliagdo mais profunda do epitélio
cervicovaginal, facilitando o encontro das células parabasais, nas quais os virus
localizam-se, e os estrogénios promovem a diferenciagao e a esfoliagdo das células
superficiais, reduzindo a positividade do teste, para outros, as fases do ciclo
menstrual ndo afetam a identificagdo do HPV (HARPER et al., 2004). No presente
estudo néo foi levada em consideracgao, para efeito da analise estatistica, em que
fase do ciclo menstrual se encontrava a paciente por ocasiao da coleta do espécime.

Para Castle et al. (2002a), a adicdo de nova polimerase, com melhores

caracteristicas enzimaticas para a reacao da PCR, recentemente utilizada, também
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influi nos resultados obtidos. Os autores avaliaram o desempenho desses novos
testes para DNA-HPV com primers MY09/MY11, utilizando Amplitaq Gold DNA-
polimerase® e MY-Taq®. Concluiram que MY-Gold® é mais sensivel para a deteccéo
do DNA-HPV do que MY-Taq® e sugeriram que, nos estudos utilizando PCR para
identificacdo do DNA-HPV, seja informado o tipo de polimerase utilizada, com a
finalidade de padronizagao dos testes.

Tal padronizagao servira para esclarecer a histéria natural da infeccéo pelo
virus, em diferentes regides, facilitando a utilizagdo dos mesmos, no manejo das
lesdes cervicais, e a identificacdo dos fatores que influenciam a probabilidade de
regressao ou progressao das lesdes precursoras.

Estudos recentes sugerem outra hipotese para explicar a ocorréncia de
resultados negativos nos testes para HPV, em portadoras de neoplasias cervicais.
Para alguns autores, a integracao linear do genoma circular do HPV no cromossomo
da célula hospedeira pode afetar a regido alvo na PCR. Apesar do local preferencial
da desruptura ser E2, em alguns casos, a sequéncia de primers pode coincidir com
a desruptura na regiao E1, dificultando a detecgao do HPV, promovendo resultados
falso-negativos, conforme relatado por Walboomers et al. (1999). Por outro lado, ha
relatos da existéncia de gendtipos virais, que possuem menor eficiéncia de
amplificagdo, os quais ndo sdo detectados pelos primers comumente utilizados
(KLETER et al., 1999).

Recentemente, a instituicdo que controla o uso de medicamentos e alimentos
nos Estados Unidos, Food and Drug Administration (FDA), aprovou a utilizacdo do
teste de HPV em conjunto com a colpocitologia, na prevencado do cancer cervical.
Esta aprovacao refere-se ao método captura hibrida Il, que detecta apenas HPV de
alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 68), em substituicdo ao uso da
captura hibrida I, com potencial para identificar também HPV de baixo risco,
reconhecido hoje como improprio na prevengao das neoplasias cervicais (MONK,
WILEY, 2004).

Para Wright et al. (2004), a disponibilizagao do teste para HPV, como método
adjuvante a colpocitologia na prevengao das neoplasias cervicais, € um importante
avango, porém, até o momento, ndo ha dados comprobatdrios suficientes de que

esta combinacdo promovera melhores resultados, reducdo dos custos ou melhor
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aceitacdo pelas mulheres do que a colpocitologia isolada. Além do mais, para os
mesmos autores, metade dos casos de cancer cervical surge entre aquelas que nao
participam do rastreamento regular. Reconhecem ainda como elevadas a
sensibilidade e a especificidade dos dois exames na detecgdo das lesdes de alto
grau, quando utilizados em conjunto, em mulheres com idade superior a 30 anos.

Observa-se um consideravel aumento de solicitacdo dos testes de HPV para
a prevencao das neoplasias cervicais, em alguns casos, antecedendo o estudo
citomorfolégico, inclusive para mulheres jovens, nas quais a prevaléncia da infecgao
cervical pelo HPV é elevada e transiente. Ressalte-se que a prevaléncia do HPV é
inversamente proporcional a idade (HERRERO et al., 2000; MONSONEGO et al.,
2004).

A infeccao pelo HPV ja foi admitida como doencga crénica, a semelhanga da
infeccao pelo HIV, em que a resolugdo espontdnea nao ocorre. Para Chan et al.
(2002b), ha regressao de NIC 2 e NIC 3 em 58% e 47% dos casos, respectivamente,
apenas apos a biopsia. Cerca de 15% das mulheres, que submetem-se
rotineiramente aos testes preventivos e que possuem citologia negativa e DNA-HPV
de alto risco, terdo citologia anormal em cinco anos (CASTLE et al., 2002b). Por
outro lado, tornar-se sabedora de ser infectada pelo HPV provoca, na maioria das
mulheres, sentimentos variados, tais como: medo, raiva, culpa, ansiedade, remorso
e panico. Além do mais, ao receber o resultado positivo do teste de HPV, com
freqUéncia, a mulher pde em duvida a fidelidade sexual do parceiro.

Para Anhang et al. (2004), estes fatos sugerem que o publico, especialmente
as mulheres, é pouco informado sobre o virus, as consequéncias desta infeccéo e a
historia natural das neoplasias cervicais. Para esses autores, com o intuito de
promover a informacgéo verdadeira sobre o HPV, evitando-se as consequéncias da
ignorancia, alguns pontos devem ser rotineiramente alardeados: a infeccéo pelo
HPV é sexualmente transmissivel; infecgdo pelo HPV é mais comum entre mulheres
sexualmente ativas; a maioria das mulheres com infecgdo pelo HPV n&o vai
desenvolver céancer; o propésito da colpocitologia é detectar anormalidades
celulares, inclusive cancer ou lesdes precursoras, induzidas ou nao pelo HPV.

Diante do exposto, admite-se que a identificacdo de tipos de HPV, associados

as neoplasias genitais, em diferentes regides geograficas, tem implicacdes nas
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estratégias de prevengdo do cancer, incluindo o desenvolvimento de vacinas
efetivas, porém o grande fator limitante das metodologias moleculares é o elevado
custo, tornando-as inviaveis para o exame de grandes populacdes, para programas
governamentais de saude ou, até mesmo, como procedimento rotineiro em servigos
de saude privados, apesar de alguns autores proporem o teste de DNA para HPV
como complemento para triagem citologica.

E possivel que o surgimento de novas técnicas em biologia molecular ou o
aprimoramento das atuais facilite a utilizacdo das mesmas em larga escala,
reduzindo o custo.

No mundo atual, globalizado e sem fronteiras, torna-se imperativo o médico
ter um vasto conhecimento, mesclando, inteligente e humanamente, o que ha de
melhor para beneficiar suas pacientes. Assim sendo, face aos resultados do
presente estudo e a realidade socioecondmica das pacientes, o diagndstico
definitivo das lesdes neoplasicas deve ser embasado nas alteragdes da morfologia
celular, utilizando-se a colpocitologia oncética como rastreio, aliada sempre a
colposcopia e a histopatologia em programa abrangente e eficaz de prevencao, e,
quando possivel, a biologia molecular.

O estudo permitiu identificar grupos que tém uma maior probabilidade de
desenvolver NIC, quais sejam, aquelas pacientes portadoras de HPV de alto risco,
com antecedente de DST, que tiveram inicio precoce da relagdo sexual e as
tabagistas. Para esses grupos de pacientes deve haver um esforgco maior dos
programas de prevencao, no sentido de identifica-los e, a seguir, garantir um
atendimento diferenciado com os métodos de diagnostico e aconselhamento,

objetivando evitar o surgimento ou a progresséo dessas lesoes.
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» Foram identificados como fatores de risco para NIC: infec¢ao cervical por HPV de
alto risco oncogénico, referéncia de DST anterior, inicio precoce de relacdes
sexuais e tabagismo. A soropositividade para HIV mostrou-se como fator protetor
para NIC. A associagdo com cada um desses fatores é independente da
associacao com os demais.

» Nao se observou associagao entre NIC e faixa etaria, estado civil, nivel de
instrugdo, numero de gestagdes e uso de contraceptivo. A associagdo com grau
de instrucdo e numero de parceiros sexuais permaneceram na analise
multivariada.

» Para as pacientes sem patologia cervical, houve quatro casos de HPV de alto
risco oncogénico 51, variante 51 e variante 58. Em presengca de NIC,
identificaram-se os tipos: 13, 16, 18, 33, 35, 44, 51, 52, 58, 67, 83 e CP141/LVX,
além dos variantes 16, 33, 44, 51, 58 e 83.

» Os HPV-16 e variante 16 foram mais freqlientes nos casos de lesao cervical de
alto grau.

» Em presenca de positividade de DNA-HPV, a colpocitologia apresentou boa
concordancia com o encontro de coilocitose no exame histopatolégico pelo teste
de Kappa.

» Nas pacientes com neoplasia intra-epitelial cervical, houve predominio de epitélio
acetobranco acentuado e mosaico aspero nas pacientes com NIC 2 ou NIC 3,

diagnosticados pela colpocitologia e pela histopatologia.
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8.1 APENDICE 1 - Aprovagdo do Comité de Etica do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco

Servigo Publico Federal
Universidade Federal De Pernambuco

Centro de Ciéncias da Satde
Comité de Etica em Pesquisa

Oficio n® 390/2000 — CEP/CCS Recife, 06 de dezembro de 2000,

Prezada Professora,

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude analisou o Protocolo de Pesquisa n° 195/2000-CEP/CCS, intitulado “Estudo do DNA
de HPV em portadores de Neoplasia Intra-epitelial Cervical Infectadas ou néo pelo Virus
da Imunodeficiéncias Humana (HIV) .”, aprovando-o sem pendéncia, em 06 de dezembro
de 2000, bem como o Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com a Resolugdo n°®

196/96 do Conselho Nacional de Satide, podendo ser iniciado.

Atenciosamente,

Wl f

P
Coordenadora d mit da Etica
: om Posquise CCS/UFPE

A
Profa. Terezinha Ténorio da Silva

Departamento de Materno Infantil

SILVA, T.T. Fatores de risco para neoplasia intra-epitelial cervical em pacientes submetidas a avaliagao
morfoldgica e pesquisa de DNA-HPV



122

Apéndices

8.2 APENDICE 2 - Formulério pré-codificado

Instrumento de coleta de dados
FATORES DE RISCO PARA NEOPLASIA INTRA-EPITELIAL CERVICAL EM

PACIENTES SUBMETIDAS A AVALIAGAO MORFOLOGICA E PESQUISA DE DNA-HPV

Caso N° Registro Data / /
1. DADOS DE IDENTIFICACAO:
1.1 Nome:
1.2 Enderecgo:
1.3 Idade: (anos). oo
1.3.1 Qual a data do seu aniversario? OO /00/000o0
1.3.2 Quantos anos a senhora fez no seu ultimo aniversario? (anos). oo
1.4 Qual o seu estado civil? O
(1) Casada (2) Solteira (3) Viuva (4) Separada
1.5 Escolaridade:
1.5.1 A senhora sabe ler? (1) Sim (2) Nao O
1.5.2 A senhora sabe escrever? (1) Sim (2) Nao (|
1.5.3 Qual a ultima série que a senhora concluiu com aprovagao? O
(1) ndo sabe ler nem escrever (5) 2° grau completo
(2) 1° grau incompleto (6) 3° grau incompleto
(3) 1° grau completo (7) 3° grau completo
(4) 2° grau incompleto
2. ANTECEDENTES
2.1 Idade do primeiro coito: (anos) oo
2.1.1 Com que idade a senhora teve a primeira relagdo sexual? (anos) oo
2.2 Numero de gestacéo: oo
2.2.1 Quantos filhos a senhora teve? oo
2.2.2 Quantas vezes a senhora engravidou? oo
2.2.3 Numero de parceiro(s) sexual(is) oo
2.2.4 A senhora tem um companheiro? (1) Sim (2) Nao O
2.2.5 A senhora ja teve companheiro? (1) Sim (2) Nao |
2.2.6 Quantos companheiros a senhora ja teve? oo
2.3 Método contraceptivo: (1) Sim (2) Nao O
2.3.1 A senhora usa algum método para evitar filhos? (1) Sim (2) Nao O
Se sim, especifique O
(1) Pilula (2) Injecéao (3) Condom (4)DIU (5) Diafragma
(6) Ligadura tubaria (7) Coito interrompido
2.3.2 A senhora ja usou algum método para evitar filhos? (1) Sim (2) Nao (|
Se sim, especifique |
(1) Pilula (2) Injecao (3) Condom (4) DIU (5) Diafragma
(6) Ligadura tubaria (7) Coito interrompido
2.4 Antecedente de doengas sexualmente transmissiveis? (1) Sim (2) Nao (|

Se sim, especifique

SILVA, T.T. Fatores de risco para neoplasia intra-epitelial cervical em pacientes submetidas a avaliagao
morfolégica e pesquisa de DNA-HPV



123

Apéndices

2.4.1 Seu(s) companheiro(s) ja teve alguma doenga venérea ou do mundo? (1) Sim (2) Nao O

2.4.2 A senhora pegou a doenga dele? (1) Sim (2) Nao |
Se sim, qual foi a doenga?

2.5 Tabagismo: (1) Sim (2) Nao O

2.5.1 A senhora fuma? (1) Sim (2) Nao O

2.5.2 Quanto(s) cigarro(s) a senhora fuma por dia? Oono

2.5.3 Ha quanto tempo a senhora fuma? oo

2.5.4 A senhora ja fumou? (1) Sim (2) Nao |

2.5.5 Ha quanto tempo a senhora deixou de fumar? oo

3. EXAMES

3.1 HIV (1) Positivo  (2) Negativo O

3.2 Contagem CD4 CcD8

3.3 Carga viral Log

3.4 Alteragdes colposcopicas: (1) Sim (2) Nao O

3.4.1 Alteragdes colposcopicas: OOo0o0o

(1) Epitélio acetobranco (2) Epitélio plano (3) Epitélio micropapilar (4) Pontilhado

(5) Mosaico (6) Leucoplasia (7) Vasos atipicos (8) Outros

3.5 Alteracgdes colpocitoldgicas: (1) Sim (2) Nao |

3.5.1.- Adequabilidade da amostra: O
(1) Satisfatoria (2) Satisfatorio, porém limitada (3) Insatisfatoria

3.5.2 Categorizagéo geral: |

(1) Dentro dos limites normais (2) Alteragdes celulares benignas
(3) Anormalidades de células epiteliais

3.5.3 Flora vaginal: OO0
(1) Lactobacilos (2) G. vaginalis (3) Bactérias cocoides
(4) T. vaginalis (5) Fungos (6) Outros
3.5.4 Alteracdes celulares benignas reativas associada com: O
(1) Inflacéo (2) Reparacgao (3) Atrofia (4) Irradiagao (5) Outros
3.5.5.Anormalidades de células epiteliais escamosas: O

(1) Atipia de significado indeterminado  (2) Les&o intra-epitelial de baixo grau (3) NIC1 HPV
(4) Leséo intra-epitelial de alto grau NIC2  (5) NIC3  (6) Carcinoma de células escamosas

3.5.6.- Anormalidades de células epiteliais glandulares: O
(1) Atipia de significado indeterminado (2) Adenocarcinoma endometrial
(3) Adenocarcinoma in situ ndo especificado (4) Adenocarcinoma endocervical
(5) Adenocarcinoma extrauterino
3.6 Presenga de HPV por critérios citoldgicos: (1) Sim (2) Nao O
3.7 Presenga de HPV por critérios histopatolégicos: (1) Sim (2) Nao O
3.8 DNA-HPV por PCR: (1) Positivo (2) Negativo O
3.8.1 Tipo de HPV: O
(1) Alto risco (2) Baixo risco (3) Risco indeterminado
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9.1 ANEXO 1 - Classificagdo da Nomenclatura Internacional dos
Aspectos Colposcopicos de Roma

A Achados colposcépicos normais
Epitélio escamoso original
Epitélio colunar
Zona de transformagao normal
B Achados colposcépicos anormais
1 Dentro da zona de transformagéao
Epitélio acetobranco*
Epitélio plano
Epitélio  micropapilar ou
microcircunvolugdes
Pontilhado*
Mosaico*
Leucoplasia*®
Zona iodo negativa
Vasos atipicos
2 Fora da zona de transformagao
(ectocérvice e vagina)
Epitélio acetobranco*
Epitélio plano

Epitélio  micropapilar ou
microcircunvolugdes
Pontilhado*
Mosaico*
Leucoplasia*®
Zona iodo negativa
Vasos atipicos
C Achados colposcépicos sugestivos de
cancer invasor
D Achados colposcopicos insatisfatorios
JEC néo visivel
Inflamacgéo intensa ou atrofia
Cérvice néo visivel
E Achados varios
Superficie micropapilar ndo acetobranca
Condiloma exofidico
Inflamagéao
Atrofia
Ulcera
Outros achados

¢ Indicador de alterag6es maiores ou menores

ALTERACOES MENORES
Epitélio acetobranco leve
Mosaico leve

Pontilhado leve
Leucoplasia ténue

ALTERACOES MAIORES
Epitélio acetobranco acentuado
Mosaico aspero

Pontilhado aspero

Leucoplasia densa

Erosao

Formulario de descrigdo dos achados colposcépicos

HOSPITAL N* Registro
’{+ DAS COLPOSCOPIA E
cuinicAs N Colpo
e CITOLOGIA
Nome do Paciente Idade Data
EXAME MACROS! PICO
EXAME COLPOSCOPICO
SEC | Anterior:
Posterior:
Teste de Schiler lodo Claro O Negativo Médico "Preceptor
Neoa‘uvo (=] F"nsitlvol:l lodo Positivo O ZDnalodoNsnaﬂvoEl
[OBS. Caso esta seja:
Negativa - Repetir com I:IZanos O1ano O6Ganos O
Anormal - Retomar para biopsia (Biopsia Positiva —— Patologia Cervical)
[Citologia Colheita Triplice |:] I O Biépsia A: __ FRAGS.
| Data: / ! QOutras Data ! B: FRAGS
PF!EGAR EXAME CITOLOGICO AQUI [PREGAR EXAME ANATOMO PATOLOGICO AQUI
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9.2 ANEXO 2 - Formulario de descri¢cao dos achados
citolégicos segundo os critérios baseados no Sistema
Bethesda

NUMERO REGISTRO:

COLPOCITOLOG[A
ONCOLOGICA T

UNVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUGO

MOME DO PACIENTE: CITON.®
1) ADEQUACIDADE DA AMOSTRA: SATISFATORIA L] SATISFATORIA MAS UMITADA [ INSATISFATORIA [
2 CATEGORIZAGAO. GERAL:
DENTRO DOS LIMITES NORMAIS [ ‘ALTERAGOES CELULARES BENIGNAS [] ANORMALIDADE DE CELULAS EPITELIAIS EI
3) FLORA VAGINAL:
LACTOBACILOS [] GARDNERELLA VAGINALIS [] BACTERIAS COCOIDES [ ALTERAGOES CELULARES
ASSOCIADAS COM VIRUS HERPES SIMPLEX [ TRICHOMONAS VAGINALIS [J ORGANISMOS FUNGICOS
CONSISTENTES COM CANDIDA ssp [ ouTros [
4) ALTERAGOES CELULARES BENIGNAS REATIVAS ASSOCIADAS COM:
iNFLaMAGAO [0 rRerarAGAO [O ATrRoFIA [ irraADIAGAO [O ourros OO

5) ANGRMALIDADES DE CELULAS EPITELIAIS EGCAMOSAS:
ATIPIA DE SIGNIFICADO INDETERMINADO [ ' LESAD INTRAEPITELIAL DE ALTO GRAU [0 nic2 [ mics
LESAO INTRAEPITELIAL DE BAIXO 6RAU  [J Nict LI HPv I cARCINOMA DE CELULAS EscAMosas [
8) ANORMALIDADES DE GELULAS EPITELIAIS GLANDULARES!
ATIPIA DE S8IGNIFICADO INDETERMINADO [] ADENOCARGINOMA ENDOCERVICAL [
ADENOCARGCINOMA ENDOMETRIAL O ADENOCARCINOMA EXTRAUTERING [
ADENOCARCINOMA DE &iTIo NAO ESPECIFICADO [
7) OUTRAS NEGPLASIAS MALIGNAS:

OBSERVACAO: : ASSINATURA CITOPATOLOGISTA
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9.3 ANEXO 3 - Reagentes utilizados na técnica de amplificagéo e
tipagem de DNA-HPV

> Isolamento do DNA gendémico
« Solucdes e materiais
> KIT GFX'™™ - conjunto de purificacdo de DNA gendbmico (Amerham Pharmacia
Biotech®), contendo:
o Tampéo TE;
o Solugéo de extragéo (solugéo tamponada contendo detergente);
o Agua Mille-Q deionizada;
o Solugao de lavagem —Tris-HCI (pH 7,7) 10mM
acido etileno diaminotetracético 1mM
Etanol a 100% q.s.p.(adicionado de acordo
com o protocolo do fabricante)
o Colunas GFX, MicroSpin™ com matriz de fibra de vidro;
» Micro tubos conicos de 1mL Eppendorf;
» Agitador de tubo em vortex.

» Visualizagao do DNA por meio de eletroforese em gel de agarose
% Solucbes e materiais
o Cuba de eletroforese horizontal (Horizon® 11.14, marca Life Technologies)
o Agarose polimerizada a 0,8%
o Corante de brometo de etidio  2uL (10mg/mL)
@)

TBE-1X - Tris base 10,89
acido bérico 5,59
acido etileno diaminotetracético a 0,5M 4,0 mL
agua destilada 1000 mL
o Tampéao de corrida - azul de bromofenol 0,25%
xileno cianol 0,25%

solucdo de sacarose em agua 40,00%
o Marcador de peso molecular; 1000 pares de bases (1Kb DNA Ladder, marca Life
Technologies).
o Transiluminador de luz ultra-violeta TFX-20M, marca Life Technologies.

+ Preparo do gel de agarose montado — Dissolve-se a agarose a quente, em TBE-1X,
até obtengdo de solugdo homogénea. Acrescenta-se o corante brometo de
etidio e procede-se a homogeneizagao até coloragdo uniforme da solugéo, sem
depodsito de corante. Distribui-se o gel liquido, quente, sobre |amina de vidro
limpa, até que se forme uma camada homogénea, de bordas arredondadas.
Antes que o gel se solidifique por completo, por compressdo de ponteiras
montadas em um pente de pipetagem, fazem-se 0s pogos, nos quais serao
aplicadas as amostras.

> Genotipagem do Papilomavirus humano por meio de rea¢ao de cadeia de polimerase
o Amplificagdo parcial do gene L1 viral por Polimerase Chain Reaction (PCR) em
Termociclador Master Cycler EppendorI@

% Reagentes para amplificacdo do DNA viral (Quadro ).
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Quadro Il - Volumes e concentragoes finais dos reagentes utilizados para amplificagdo PCR
do DNA viral

REAGENTE CONCENTRACAO FINAL VOLUME

Tampao PCR 10X*

Cloreto de potassio 50 mM [1X] 5,0uL

Tris—HCI pH 9 10 mM
Cloreto de magnésio 2mM
dNTP mix 200uM 8,0uL
MY 09* 1uM 0,6uL
MY 11* 1uM 0,6uL
PC 04** 1uM 0,6uL
GH 20* 1uM 0,6uL
Taq DNA Polimerase 5U 1,0uL
DNA Molde 20-50ng/50uL 2,0-5,0pL

NOTA: *Primers MY 09 e MY 11, utilizados na amplificagdo da regido L1 do virus
**Primers PC 04 e GH 20, utilizados na amplificagdo do gene da 3 globulina humana.

Sequéncias de primers consensus especificos (TING, MANOS, 1990), sintetizados pela
Life Technologies':
o Primer MY09: 5CGT CCM ARR GGA WAC TGA TC3
o Primer MY11: 5GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG3’
o Oligonucleotideos
4 GH20-5 GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC3’
4 PC04-5 CAACTT CAT CCACGT TCACCY
+ Solucbes e materiais para visualizacdo do DNA viral
Cuba de eletroforese horizontal (Horizon® 11.14, marca Life Technologies)
Agarose polimerizada a 1,2%

Corante de brometo de etidio 2pL (10mg/mL)
TBE-1X - Tris base 10,89
acido bérico 5,59
acido etileno diaminotetracético a 0,5M 4,0mL
agua destilada 1000mL
Tampéao de corrida - azul de bromofenol 0,25%
xileno cianol 0,25%
solugéo de sacarose em agua 40,00%
Marcador de peso molecular; 1000 pares de bases (1Kb DNA Ladder, marca Life
Technologies).

Transiluminador de luz ultra-violeta TFX-20M, marca Life Technologies.
o Analise genémica por RFLP e construgdo de mapas fisicos da regido L1

+ Reagentes para digestado do fragmento de DNA da regiao L1
o Solugao mix de produto de PCR
Produto de PCR 40uL
Tampao One-Phor-All plus 4uL
Tris—acetato (pH 7,5) 100mM
Acetato de magnésio  100mM
Acetato de potassio 500mM
Agua Milli-Q g.s.p. 45uL

o Tampao especifico da enzima React 4
Tris-HCL, pH 7.4 10mM
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Cloreto de potassio 50mM
Acido etileno diaminotetracético 0,1mM
Deoxitimidina trifosfato 1mM
Bovine Serum Albumin 500ug/mL
Solugéo de glicerol 50% v/v 0,5uL
o Enzimas para digestdao dos fragmentos
enzima BamH| 0,5uL
enzima Ddel 0,5uL
enzima Haelll 0,5uL
enzima Hinfl 0,5uL
enzima Pst/ 0,5uL
enzima Rsal 0,5uL
enzima Sau 3Al 0,5uL
o Tampao de corrida
Blue Juice 10X 0,5uL
Quadro Il - Bateria de microtubos de 0,6mL para digestdo do DNA-HPV
TUBO CONTEUDO S
n° mix Tubo branco e enzimas Amostra P
React4
1 4,5 uL amostra com DNA n&o digerido (MANOS et al., 1989; 05 ul - )
BERNARD et al., 1994) para fins comparativos P H

2 4,5uL enzima BamHI 0,5 uL - -

3 4,5uL enzima Dde 0,5 uL - -

4 4,5uL enzima Haell - 0,5 uL - -

5 4,5uL enzima Hinjl- 0,5 uL - -

6 4,5uL enzima Pstl- 0,5 uL - -

7 4,5uL enzima Rsal- 0,5 uL - -

8 - enzima Sau 3Al- 05uL  4,0puL 0,5uL

> Eletroforese dos produtos de digestao enzimatica
+ Reagentes e materiais
o Gel de poliacrilamida a 8% (Quadro Il)

Quadro IV - Volumes e reagentes utilizados na preparagao do gel de poliacrilamida a 8%

REAGENTES VOLUME (para duas

amostras)

Acrilamida/ Bis Acrilamida

Acrilamida 29

Bis Acrilamida 9 3,5mL

Agua Milli-Q autoclavada qg.s.p. 100mL
Tampao Tris-acido bérico-acido etileno diaminotetracético a 10% (TBE) 1,25mL
Agua Milli-Q estéril 7,5mL
Solugéo aquosa saturada de persulfato de aménia - APS 10% 125uL
Tetrametiletilenodiamina - TEMED 12,5uL

o Cuba de eletroforese vertical Mini-V 8.10 — Life Technologies

¢ Preparo do gel de poliacrilamida a 8%
Em um béquer, foram misturadas as solugdes de acrilamida/bis acrilamida,
TBE a 10% e agua Milli-Q autoclavada. Adicionaram-se a mistura do gel, 125uL de
persulfato de amoénia (APS 10%) e 12,5uL de TEMED, que atuaram como
catalisadores na reagao. O gel foi imediatamente aplicado com uma seringa sobre
duas placas de vidro, sendo uma recortada na parte superior, separadas uma da
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outra por espagadores de 0,1cm de espessura, presos com grampos de aco. Foi
introduzido um pente na superficie do gel, formando molde para os pogos de
aplicagéo das amostras. Aguardou-se a polimerizagéo por, no minimo, 30 minutos
e retirou-se o pente.

O gel foi montado em cuba de eletroforese vertical, contendo tampao TBE 1X. Cada
produto de digestao foi aplicado em pogos distintos ao lado de padrdes de peso molecular (100pb
e ¢X174pb) e de um controle constituido pela amostra de DNA nao digerido. Procedeu-se a
corrida eletroforética a 4V/cm, por duas horas, por meio da qual os fragmentos digeridos foram
separados.

» Coloragdo com nitrato de prata
+ Reagentes de coloragéo dos fragmentos de DNA
o Solugéao fixadora do gel

Acido acético 0,5% 7,5mL

Etanol a 10% qg.s.p. 150,0mL
o Solugao corante

Nitrato de prata 0,2% 150,0mL
o Solugéo reveladora

Hidroxido de sédio 4,5mL

Formaldeido 0,5% q.s.p. 150,0mL

» Seqiienciamento automatizado
+ Reagentes e materiais
o Precipitagdo dos produtos de PCR

4 Acetato de ambnio 0,15uL
4 Etanol absoluto 3,75uL
¢ Etanola 70% ..cccoovvevenereiiieeee 150uL

¢ Agua Milli-Q 1,5uL

4 Tampéo de formamida 10,0uL

o Agitador de tubo em vortex

o Amplificagéo para incorporacdo dos croméforos

4 Oligonucleotideos MY09 e MY 11 0,8uL
4 Solugdo mix
o AguaMiliQ 4,0uL
o Dynamic ET kit 4,0uL

(constituido por dideoxinucleotideos terminadores, corados com
fluoresceina e  termossequenase DNA  polimerase, enzima
especificamente construida para o seqliienciamento de DNA)
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