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RESUMO

Introducédo: o cancer do colo do Utero € o quarto mais comum entre a populacéo
feminina brasileira e, em termos globais, também figura entre as primeiras posicoes.
Em 99% dos casos, este cancer € causado pela infec¢cdo pelo HPV, sendo os
genotipos 16 e 18 os mais envolvidos. Objetivos: identificar os genoétipos de HPV
mais presentes nas lesfes classificadas como LIEBG e LIEAG. Métodos: amostras
do colo uterino foram coletadas e submetidas a andlise citopatoldgica, e aquelas com
diagnoéstico de LIEBG ou LIEAG tiveram seu DNA extraido e amplificado. Para a
deteccdo do HPV foi utilizada a técnica “Nested-PCR” com oligonucleotideos
iniciadores MY9/MY11, e também GP5 e GP6; e para tipagem dos subtipos 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 52 e 58 foi realizada PCR em tempo real com sondas especificas.
Resultados: o HPV esteve presente em 45 (90%) das 50 pacientes com LIEBG ou
LIEAG. Nas 23 pacientes que tinham LIEBG e DNA de HPV positivo, o gendtipo mais
comum foi HPV 58 (34,78%). Por outro lado, nas 22 pacientes com LIEAG e DNA de
HPV positivo, o gendtipo mais comum foi HPV 16 (50%). Desconsiderando o grau da
leséo intraepitelial presente, o HPV 16 foi 0 mais comum entre as 45 mulheres com
DNA de HPV positivo. Concluséo: a infeccdo pelo HPV foi detectada na maioria das
pacientes com lesao intraepitelial escamosa, sendo os tipos 16 e 58 os mais comuns.
Os gendtipos de virus encontrados foram semelhantes entre LIEBG e LIEAG,
entretanto o HPV 16 teve uma prevaléncia duas vezes maior nas lesdes de alto grau
em relacdo as lesGes de baixo grau.

Palavras-chave: Lesdes Intraepiteliais Escamosas Cervicais; Papilomavirus
Humano; Neoplasias do Colo do Utero.



ABSTRACT

Introduction: cervical cancer is the fourth most common among the Brazilian female
population and, in global terms, it also ranks among the top positions. In 99% of cases,
this cancer is caused by HPV infection, with genotypes 16 and 18 being the most
involved. Objectives: to identify the most common HPV genotypes in lesions classified
as LIEBG and LIEAG. Methods: samples of the uterine cervix were collected and
submitted to cytopathological analysis, and those diagnosed with LIEBG or LIEAG had
their DNA extracted and amplified. For HPV detection, the “Nested-PCR” technique
was used with oligonucleotide primers MY9/MY11, and also GP5 and GP6; and for 6,
11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 and 58 subtypes typing, real-time PCR was performed with
specific probes. Results: HPV was present in 45 (90%) of the 50 patients with LIEBG
or LIEAG. In the 23 patients who had LIEBG and positive HPV DNA, the most common
genotype was HPV 58 (34.78%). On the other hand, in the 22 patients with LIEAG and
positive HPV DNA, the most common genotype was HPV 16 (50%). Disregarding the
degree of intraepithelial lesion present, HPV 16 was the most common among the 45
women with positive HPV DNA. Conclusion: HPV infection was detected in most
patients with squamous intraepithelial lesion, with types 16 and 58 being the most
common. The virus genotypes found were similar between LIEBG and LIEAG,
however HPV 16 had a prevalence twice as high in high-grade lesions in relation to
low-grade lesions.

Keywords: Squamous Intraepithelial Lesions of the Cervix; Human papillomavirus;
Uterine Cervical Neoplasms.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer de colo uterino

O CA (cancer) do colo do utero é definido como a multiplicacdo inadequada das
células que o formam. Células escamosas originam 75% dos casos (carcinoma
epidermoide), enquanto 20% provém tanto de células colunares (adenocarcinomas)
quanto de células escamosas somadas a células colunares (adenoescamosos
mistos), e 0s 5% restantes correspondem a carcinomas neuroendoécrinos de pequenas
células?.

No mundo, segundo dados do IARC (International Agency for Research on
Cancer), a incidéncia de cancer de colo de utero em 2020 foi de 604.127 casos, com
total de 341.831 ébitos. Neste ano, o cancer de colo de uUtero foi a quarta neoplasia
mais comum na populacdo feminina mundial, excluindo o cancer de pele néo
melanoma?.

No Brasil, dados do INCA (Instituto Nacional de Céancer) mostram que,
desconsiderando o cancer de pele ndo melanoma, o cancer de colo uterino é o terceiro
tumor maligno mais frequente nas mulheres (atrds do cancer de mama e do cancer
colorretal), e foi a terceira maior causa de morte por cancer nesta populacédo?®.

A nivel regional, o cancer de colo de utero € o primeiro mais incidente no Norte
(26,24/100 mil), e o segundo no Centro-Oeste e Nordeste. Foi na regido Norte que
ocorreu o maior numero de 6bitos pela doenca, e este foi o cancer que mais matou
mulheres em 20193,

O céancer de colo de utero tem maior incidéncia entre os 45 e 50 anos, e a
mortalidade também aumenta conforme a idade avanca. Segundo a American Cancer
Society, muitas mulheres com idade avancada ndo se dao conta de que o risco ainda
existe, mesmo a medida em que envelhecem?.

Inimeros fatores elevam o risco de desenvolver o cancer de colo de utero;
porém, o mais importante permanece sendo a infeccdo pelo HPV (papilomavirus
humano), em especial por seus subtipos oncogénicos, sendo 16 e 18 os mais

comuns3.
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1.2 HPV

A infeccdo pelo HPV constitui o fator de risco mais importante para o
desenvolvimento do CA de colo uterino, visto que esta associada a 99% dos casos
desse tipo de cancer®.

A principal via de transmisséo do virus é a sexual. Entretanto, a contaminacao
pode ocorrer mesmo na auséncia de penetracdo vaginal ou anal, pois apenas o

contato direto com pele e mucosa infectadas é suficiente para que haja o contagio®.

1.2.1 Morfologia

O HPV pertence a familia Papillomaviridae e ao género Papillomavirus. Este
pequeno virus ndo encapsulado, medindo cerca de 52-55nm, é formado por uma
Unica molécula de DNA (&cido desoxirribonucleico) circular de fita dupla’.

O genoma do HPV é dividido em 3 regides: precoce ou “early” (subdividida em
E1, E2, E4, E5, E6 e E7); tardia ou “late” (subdividida em L1 e L2); e a regido de
controle do locus (LCR). A regido precoce codifica proteinas envolvidas no ciclo
produtivo do virus e nas transformages celulares induzidas pela infec¢do. Enquanto
isso, a regido tardia codifica proteinas do capsideo viral. Por fim, a LCR né&o codifica
proteinas, mas esta envolvida na transcricdo dos genes das regides precoce e tardia,

assim como atua na replicacdo do DNA viral®.

1.2.2 Classificacao

Apesar de mais de 200 gendtipos de HPV terem sido identificados, apenas
cerca de 45 causam infeccao epitelial do trato anogenital. Estes subtipos patogénicos
sao identificados por nUmeros e podem ser categorizados em grupos de alto e baixo
risco, de acordo com seu potencial carcinogénico, sendo comum a coinfec¢ao por
mais de uma variedade de HPV®19,

Os de alto risco mais prevalentes incluem os tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82. Estes sdo os mais frequentes em lesdes intraepiteliais
escamosas de alto grau (LIEAG) e em carcinomas. Em contrapartida, os de baixo risco
sao 0s mais comuns em lesdes benignas e em lesdes intraepiteliais escamosas de
baixo grau (LIEBG). Estes séo representados principalmente pelos tipos 6, 11, 40, 42,
43, 44,54, 61, 70, 72 e 81°.
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1.2.3 Dados epidemioldgicos

Estima-se que 80% das mulheres sexualmente ativas serdo infectadas pelo
virus em algum momento da vida, e as maiores taxas de infec¢cdo ocorrem em duas
faixas etarias diferentes: a primeira em jovens menores de 25 anos e a segunda em
idades mais avancgadas, acima de 45 anos®.

A nivel mundial, a prevaléncia de HPV em pacientes sem anormalidades
cervicais € de 11-12% e os tipos mais frequentes nestas mulheres sao o 16 (3,2%),
18 (1,4%), 52 (0,9%), 31 (0,8%) e 58 (0,7%)".

Existem 4 gendtipos de maior relevancia: 16, 18, 6 e 11. Isso se deve ao fato
de que 70% dos canceres genitais estdo associados aos virus HPV 16 e HPV 18. De
forma semelhante, os tipos 6 e 11 sdo encontrados em 90% das verrugas genitais®.

Cerca de 91% das infec¢bes pelo HPV sao eliminadas espontaneamente nos
primeiros 2 anos. Os 10% restantes (infeccdes persistentes) podem levar a
carcinogénese. Este processo leva de 10 a 20 anos, justificando o pico de cancer do
colo uterino (45-50 anos) ocorrer décadas ap0s o primeiro apice de infeccao (até 25

anos)*1L,

1.2.4 Patogénese

A infeccdo pelo HPV se inicia nas células basais, as quais tornam-se expostas
por meio de microlesdes no epitélio pavimentoso estratificado?®.

Na infeccéo produtiva, o material genético do virus encontra-se em sua forma
epissomal circular, ndo interferindo no ciclo da célula hospedeira. Este tipo de infeccdo
€ 0 mais comum em verrugas genitais e LIEBG. Por outro lado, na infec¢cdo nao
produtiva ocorre integracao irreversivel do DNA viral com o DNA hospedeiro, levando
a alteracdes celulares e, consequentemente, a LIEAG e ao cancer de colo uterino®.

A infeccdo ndo produtiva tem acdo dos oncogenes E6 e E7. O gene EG6 leva a
degradacédo da proteina p53, a qual é responséavel pela reparacédo do DNA danificado
e pela apoptose de células mutantes. Enquanto isso, o gene E7 liga-se a proteina RB,
levando ao prolongamento da fase S do ciclo celular. Vale lembrar que é durante a
fase S que ocorre a replicacdo do DNA, e quando prolongada pode levar a
instabilidade do genoma hospedeiro. Destaca-se que HPVs de alto risco apresentam

maior afinidade pelas proteinas p53 e pRB quando comparados aos de baixo risco!
12



13

Por outro lado, a infeccdo produtiva é iniciada quando o gene E2 reprime a
transcricdo dos oncogenes E6 e E7, permitindo que o ciclo celular ocorra
normalmente. Concomitante a isto, o gene E1 leva a replicacdo do genoma viral como
elemento extracromossomial. Em seguida, o gene E5 induz a proliferacdo e
diferenciacdo dessas células basais infectadas, que quando diferenciadas sofrem
acao do gene E4. Por sua vez, o gene E4 leva ao prolapso da rede de citoqueratina
(resultando na coilocitose) e a maturacaol/liberacdo de particulas virais para 0 meio
extracelular®1%12,

Apesar da integracdo DNA viral/ DNA hospedeiro ser um evento essencial para
a carcinogénese, mutacdes adicionais sdo necessarias para que ceélulas infectadas
tornem-se malignas. Prova disso sdo as varias les@es intraepiteliais que nao
progridem para o cancer®11,

Além do tipo, carga e capacidade de persisténcia do virus, fatores genéticos,
ambientais, imunoldgicos e hormonais também contribuem para o desenvolvimento
do cancer de colo uterino. Sdo exemplos desses fatores o tabagismo e a coinfec¢cao

com virus da imunodeficiéncia humana (HIV)*°.

1.2.5 Diagnéstico

O diagnéstico da infeccdo pelo HPV inclui métodos morfoldgicos e de biologia
molecular. Os métodos morfoldgicos (citologia oncética, colposcopia e histopatologia)
analisam apenas alterac6es secundarias a presenca do virus. Por outro lado, os
métodos de biologia molecular (captura hibrida, reacdo em cadeia de polimerase)

identificam a infeccéo propriamente dita e seus subtipos-12,

1.3 Anatomia e histologia do colo uterino

O utero € um 6rgédo oco, de formato piriforme e dividido em 3 regifes: corpo,
istmo e colo. O colo situa-se no tercgo inferior do 6rgéo, e se comunica com a cavidade
uterina através do 0stio interno, e com a vagina por meio do 6stio externo. Entre os

dois dstios é encontrado o canal cervical (llustracdo 1)314,



llustracdo 1 — Anatomia do Utero.

Fundo do Utero <

Cavidade do Utero <«—

Ostio INterno

Canal do Colo Uterino <=

Ostio Externo

Fonte: Adaptado de Atlas of Human Anatomy, 7a ed?s.

Corpo do Utero

istmo do Utero

Colo do Utero
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O colo do utero possui 2 epitélios de revestimento. O primeiro é o estratificado

pavimentoso, o qual recobre a por¢cdo do colo que se projeta para a vagina

(ectocérvice). O segundo é o colunar simples, que reveste o canal cervical

(endocérvice). O local onde ocorre a troca desses epitélios é chamado de zona de

7

transformacado (llustracdo 2). Essa regido € vulneravel ao surgimento de lesdes

intraepiteliais devido a exposicao das células basais na troca abrupta dos epitélios,

principalmente durante a idade reprodutiva, quando essa zona esta localizada fora do

canal cervicalll16,

llustracdo 2 — Zona de transicao do epitélio do colo uterino.

Fonte: Adaptado de Histologia Texto e Atlas, 7a ed?®.

1.4 Lesdes intraepiteliais do colo uterino

As lesdes precursoras sao atipias celulares, induzidas pelo HPV, a partir das

quais os carcinomas invasivos de colo de utero se desenvolvem. A progressao para o
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cancer de células escamosas se inicia com as lesfes intraepiteliais de baixo grau,
evoluindo para lesdes intraepiteliais de alto grau, que por fim tornam-se o carcinoma
invasor. Vale frisar que essas lesbes podem regredir, sendo as taxas de regressao
maiores em LIEBG (60%) do que em LIEAG (30-40%)%510.17,

1.4.1 Citologia

Nos esfregacos da citologia oncotica, as células epiteliais comumente
encontradas séo as superficiais e as intermediarias. Por outro lado, células parabasais
e basais sado raras e, quando presentes (como em mulheres com atrofia na pos-
menopausa), se mostram em pequenos agrupamentos. Vale frisar, que apesar de as
células infectadas pelo HPV serem inicialmente basais, estas ascendem para a
superficie epitelial, sendo descamadas durante a coleta do exame Papanicolau®.

As células escamosas superficiais e intermediarias sdo grandes, apresentam
ndcleo picnético com cromatina densa, e seu citoplasma é abundante, poligonal e
transparente (llustracdo 3A). Em contrapartida, células parabasais e basais sdo
pequenas, possuem nucleo redondo com cromatina granular, o qual ocupa metade da
célula. O citoplasma destas células € denso e relativamente escasso (llustracédo
38)8,18_

llustracdo 3 — Células normais do epitélio do colo uterino.

Fonte: Adaptado de Caderno de referéncia 1: citopatologia ginecolégica, publicado em 20128,

As atipias nucleares incluem nucleo aumentado, hipercromasia, polimorfismo
nuclear, irregularidade da borda nuclear, multinucleagao e anisocariose (variagédo do
tamanho nuclear). Essas alteragbes costumam ser discretas em LIEBG, e tornam-se

cada vez mais marcantes com a progressao da lesdo. Além disso, com a evolucao
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das lesdes, a maturidade citoplasmatica € cada vez menor, e pode ser avaliada pela
relacdo nlcleo/citoplasma (quanto maior, mais imatura a célula)®.

Nas LIEBG as células sdo grandes, com citoplasma abundante (maduro) com
discretas atipias nucleares (llustracdo 4A). Além disso, podem ser encontradas células
com alteracOes tipicas da infeccdo pelo HPV (coildcitos): nucleo atipico e halo
perinuclear delimitado por uma borda citoplasmatica densamente corada (ilustracao
5)%8,

Diferente disto, as LIEAG possuem células pequenas, redondas, de citoplasma
escasso (imaturo) e com atipias nucleares frequentes e significativas (llustracdo 4B).
Ademais, estas células costumam se apresentar em agrupamento (llustracdo 4C).
Tendo isso em vista, € necessaria a procura por atipias nucleares em todos 0s
agrupamentos de células basais/parabasais para diferenciad-los dos formados em
LIEAGS18,

llustracdo 4 — Células das lesdes pré-cancer de colo uterino.

Fonte: Adaptado de Robbins Patologia Basica, 9% ed?.

llustracdo 5 — Coilocitose.

Fonte: The Bethesda System for Roporting Cervical Cytology, 3th?8.
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1.4.2 Histologia

Em 1952, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou histologicamente
as lesdes pré-cancer em displasia leve, moderada e acentuada/carcinoma in situ.
Posteriormente, em 1967, Richart estabeleceu a nomenclatura NIC (neoplasia
intraepitelial cervical), dividida em NIC 1, 2 e 3. Atualmente, o sistema de classificacao
utilizado é o Bethesda, atualizado em 2001, o qual categoriza essas lesdes em LIEBG
e LIEAG (Quadro 1)319,

Quadro 1 — Sistemas de classificacdo histoldégica das lesdes pré-cancer de colo

uterino.
_ _ Richart (Neoplasia Bethesda (Leséo
OMS (Displasia) o ) o
Intraepitelial Cervical) Intraepitelial Escamosa)
Displasia leve NIC 1 LIEBG
Displasia moderada NIC 2
Displasia acentuada/ LIEAG
) o NIC 3
carcinoma in situ

Fonte: Adaptado de Caderno de referéncia 1: citopatologia ginecoldgica, publicado em 20128,

A gradacéo histologica das lesGes pré-cancer leva em conta a espessura do
epitélio ocupada por células displasicas. Quando essas células indiferenciadas se
restringem apenas ao terco inferior do epitélio sdo chamadas de LIEBG, e quando
ultrapassam esse limite passam a ser chamadas de LIEAG, as quais podem ocupar

toda a espessura do epitélio (llustracéo 6)2.

llustracdo 6 — Histologia das lesdes pré-cancer de colo uterino.

Fonte: Adaptado de Robbins Patologia Basica, 9a ed?.
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1.5 Prevencéo do cancer de colo uterino

A prevencao do cancer de colo de utero pode ser dividida em primaria e
secundéria: a prevencao primaria visa reduzir a incidéncia da patologia, e no Brasil é
bem representada pela vacinacdo. J& em termos de prevencdo secundéria, a OMS
incentiva a deteccdo precoce do cancer de colo uterino por meio do diagndstico

precoce e do rastreamento?.

1.5.1 Vacinacgao contra o HPV

A vacina tetravalente inativada contra o HPV estéa disponivel no Sistema Unico
de Saude (SUS) e protege contra os subtipos oncogénicos (16 e 18) e nao
oncogénicos do HPV (principalmente 6 e 11, que causam verrugas genitais e estdo
presentes em 90% dos condilomas genitais e papilomas laringeos). A vacina foi
aprovada pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), assim como a
vacina bivalente — que protege apenas contra 0s subtipos oncogénicos —, e esta
disponivel para meninos de 11 a 14 anos e meninas de 9 a 14 anos —
preferencialmente ainda sem vida sexual iniciada, para que a resposta imunoldgica
gerada seja mais eficaz?°. Para esta populagéo, o esquema vacinal proposto pelo PNI
(Programa Nacional de Imuniza¢des) é composto de duas doses separadas por um
intervalo de 6 meses.

Para a populacdo imunossuprimida, tanto a faixa etaria quanto o esquema
vacinal sdo adaptados. Devem ser administradas 3 doses: a segunda, 1 a 2 meses
apoOs a primeira, e a terceira, 6 meses apos a primeira. A faixa etaria inicialmente
indicada pelo Ministério da Saude (em 2017) foi de 9 a 26 anos de idade para a
populacdo imunossuprimida masculina e feminina. Porém, desde 2021, a faixa etaria
feminina foi estendida para 9 a 45 anos, e em julho de 2022 esta ampliacao foi adotada
também para a populacdo masculina. A imunossupressdao causada por doenca
(HIV/AIDS) ou tratamento (quimio ou radioterapia, transplante de érgéo sélido ou de
medula 6ssea), além de ser um importante fator de risco para a infeccéo e persisténcia
do HPV, também causa maior risco de desenvolver outras neoplasias associadas a
este virus. Destaca-se que gestantes ndo devem ser vacinadas, mesmo que estejam

incluidas na faixa etaria de recomendacgdo?®-?L.
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1.5.2 Rastreamento das lesdes pré-cancer de colo uterino

No Brasil, o rastreamento deve ser iniciado em mulheres com 25 anos, se
houver vida sexual ativa, e deve ser encerrado a partir dos 64 anos, quando houver
dois exames consecutivos com resultado negativo nos ultimos 5 anos. Os primeiros 2
exames da vida da mulher devem ser feitos com intervalo de 1 ano e, se ambos forem
negativos, os proximos podem ser feitos a cada 3 anos. E importante mencionar que,
de acordo com a lesdo encontrada, a periodicidade do rastreio e o0 método utilizado
para este fim podem ser alterados?®.

O exame citopatolégico do colo do utero, também chamado Papanicolaou ou
preventivo, € o método empregado atualmente no Brasil para deteccdo precoce das
lesdes precursoras do cancer de colo do utero. Nele, é realizada a “colheita dupla”
(material da ectocérvice e da endocérvice), e a amostra obtida é analisada em lamina
usando corantes especificos. As possiveis alteracdes do exame, antes chamadas
“classes”, hoje tém sua nomenclatura baseada no Sistema de Bethesda, como

elucidado no Quadro 2822,

Quadro 2 — Resultados alterados do exame de citopatologia oncética.

] . Possivelmente ndo neoplasicas (ASC-US)

Células escamosas atipicas de _ _

o _ _ N&o se pode afastar lesdo de alto grau (ASC-
significado indeterminado (ASCUS) H)

Células glandulares atipicas de Possivelmente ndo neoplasicas

significado indeterminado (AGC) N&o se pode afastar lesédo de alto grau
Células atipicas de origem indefinida Possivelmente ndo neoplasicas

(AQI) N&o se pode afastar lesédo de alto grau

Lesdo intraepitelial de baixo grau (LIEBG)

Lesdo intraepitelial de alto grau (LIEAG)

Lesao intraepitelial de alto grau ndo podendo excluir microinvaséo

Carcinoma escamoso invasor

Adenocarcinoma in situ (AIS) ou invasor

Fonte: Adaptado de Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do Colo do Utero,
publicado em 201619.

A depender da idade da paciente e de qual alteracao foi identificada, pode ser
necessario realizar outros exames, como a colposcopia ou mesmo a bidpsia do colo

uterino?3.
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A colposcopia consiste em avaliar o colo do utero utilizando o colposcoépio, um
aparelho que possui lentes de aumento e uma camera digital acoplada, para registro
em prontuario das imagens visualizadas. E um exame muito Gtil para guiar o local de
realizacdo da bidpsia, mas também para que sejam visualizadas as lesdes subclinicas
do HPV, bem como sua evolucédo. Durante a colposcopia, sédo utilizadas solucdes de
acido aceético (para evidenciar areas de maior atividade celular) e de Schiller (para
evidenciar areas iodo negativas, que sdo suspeitas)?3.

A biopsia de colo uterino é indicada para confirmacao do diagnéstico obtido na
citologia, ap6s realizacdo de colposcopia. Consiste na retirada de um pequeno
fragmento da lesdo suspeita para posterior analise histopatologica, a qual podera
demonstrar resultados como: leséo intraepitelial de baixo grau, lesdo intraepitelial de
alto grau, adenocarcinoma in situ e carcinoma invasor'®22,

Diante do exposto, indaga-se: como esteve a deteccdo do HPV nas lesdes pré-
cancer de colo uterino na regido amazénica nos anos de 2014 a 2017? Considerando
que o cancer de colo uterino é muito prevalente no Brasil — e sobretudo no Par4 —, e
com altas taxas de mortalidade, conhecer os genétipos mais frequentes de HPV é
essencial. Importante mencionar que a progressao do estagio de lesao intraepitelial
escamosa para lesdo neoplasica é lenta, proporcionando tempo habil para identificar
a presenca de HPV e tomar as medidas necessérias. Portanto, os dados aqui obtidos
contribuirdo tanto para a epidemiologia local quanto para a criacdo de medidas de
promocdo de salde, uma vez que estas serdo mais assertivas se construidas de

acordo com o perfil exato das pacientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Detectar o HPV em lesBes pré-cancer do colo uterino.

2.2 Especificos
e I|dentificar a prevaléncia de HPV em lesdes pré-cancer do colo uterino.
e Determinar os subtipos de HPV presentes nas lesdes pré-neoplasicas do
colo do utero.
e Comparar os subtipos de HPV presentes nas LIEBG e nas LIEAG.
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3 METODO

3.1 Aspectos éticos

A coleta de dados foi prospectiva e as informacdes das pacientes foram
selecionadas conforme protocolo (Apéndice A). Os dados foram selecionados apés
diagnoéstico das amostras coletadas para analise histopatolégica, a qual foi realizada
no Laboratorio Paulo Azevedo. Todas as participantes foram esclarecidas e
consultadas previamente sobre o uso do material biolégico (Apéndice B).

3.2 Tipo de estudo
Trata-se de um estudo transversal analitico que foi realizado no periodo de
junho de 2014 a outubro de 2017.

3.3 Local
Foram incluidas neste estudo amostras oriundas do Laboratério Paulo
Azevedo, o qual atende pacientes de toda regido metropolitana de Belém do Para.

3.4 Coleta do material

Os espécimes coletados foram provenientes de blocos de material parafinado
de bidpsias de colo uterino ja devidamente armazenados em solucdo de formalina
10% tamponada. Apds as amostras terem sido submetidas a avaliagdo macroscopica,
processadas em histotécnico e incluidas em blocos parafinados, tiveram seus laudos
histopatoldgicos avaliados e a presenca de atividade viral (coilocitose) analisada,
ainda no setor de Patologia do Laboratério Paulo Azevedo.

Posteriormente, os blocos parafinados foram transportados para o Laboratorio
de Imunopatologia do Nucleo de Medicina Tropical (NMT) da UFPA (Universidade
Federal do Para), onde foram realizados cortes, com ajuda de um micrétomo, tanto
em laminas silanizadas — para proceder a técnica de imunoistoquimica — quanto em
microtubos de 1,5 ml — para proceder a biologia molecular para extracdo de DNA e
deteccdo do DNA do HPV.

3.5 Métodos moleculares de pesquisa pelo HPV
Para extracdo de DNA das amostras teciduais parafinadas foram, inicialmente,

cortadas com o auxilio de uma navalha em micrétomo, 05 a 100 um de material. Em
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seguida, os cortes foram desparafinizados e hidratados para posterior digestdo do
tecido por proteina K. ApGs a digestéo do tecido, o DNA foi recuperado utilizando o kit
QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen). Para amplificacdo da amostra de DNA, todas
foram submetidas a reacdo com o kit REPLI-g (Qiagen).

3.5.1 Extracdo do DNA pelo kit QlIAamp® DNA FFPE Tissue kit da Qiagen:

Em microtubo de 2mL contendo o corte foi adicionado 1 mL de xilol. O
microtubo foi fechado, levado ao vortex por 10 segundos e centrifugado em velocidade
de 13.000 rpm por 2 minutos a 20°C. Foi removido o sobrenadante por pipetagem
cuidadosamente e 1 mL de etanol 96-100% foi adicionado no pellet e misturado no
vortex com centrifugacédo a 13.000 rpm por 2 minutos em 20°C. Outra remocao do
sobrenadante por pipetagem foi realizada, seguida de incubacdo a temperatura
ambiente, mantendo o tubo aberto, por 10 minutos ou até todo o etanol residual
evaporar.

O pellet foi ressuspendido em 180 pL de buffer ATL com adicdo de 20 pL de
proteinase K e agitacdo no vortex, seguida de incubacgéo a 56°C por 1 hora ou até a
amostra lisar completamente. Nova incubacdo a 90°C por 1 hora foi realizada com
mais uma centrifugacéo por 1 minuto a 15°C por 11.000 rpm.

Em seguida foi colocado 200 uL buffer AL e o microtubo levado ao vortex, foi
efetuada a adicdo de 200 pL de etanol e procedida agitacdo no vortex e rapida
centrifugagcdo. O contetdo do microtubo foi transferido para a coluna e centrifugado
por 1 minuto a 8.000 rpm, em seguida procedeu-se a troca do tubo coletor e foi
adicionado 500 pL de buffer AW1 na mistura seguido de centrifugagéo por 1 minuto a
8.000 rpm. Nova troca do tubo coletor foi executada e 500 pL de buffer AW2
adicionado com outra centrifugacdo por 1 minuto a 8.000 rpm. O tubo coletor foi
removido e uma centrifugacdo seca por 3 minutos a 13.00 rpm foi executada.

A coluna foi transferida para um microtubo de 1,5 mL estéril e 50 uL de buffer
ATE adicionado na coluna, que sera fechada e incubada por 1 minuto a 25°C e
posterior centrifugacéo por 1 minuto em velocidade maxima para a obtencédo do DNA

e armazenamento a —20°C.

3.5.2 Amplificagéo da amostra através do kit REPLI-g® da QIAGEN
Inicialmente foi preparado o buffer D1 e N1 nas seguintes concentragdes:

- Buffer D1: 0,50 puL de DLB e 2 pL agua para cada reagao.
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- Buffer N1: 0,75 pL de stop solution e 4,25 yL de agua para cada reacéo.

Em microtubo de 1,5 ou 0,5 mL foi colocado 2,5 puL de DNA e 2,5 pL de buffer
D1, com agitacdo no vortex e centrifugacdo rdpida. A mistura foi incubada a
temperatura ambiente por 3 minutos e 5,0 uL de buffer N1 adicionado na amostra com
agitacao no vortex e centrifugacao rapida.

A seguir ocorreu o preparo do Master Mix usando 29 uL de buffer reaction, 1
puL de DNA polimerase e 10 pL de 4gua para cada rea¢do. Foram adicionados 40 pL
do Master Mix em 10 pL do DNA desnaturado, com incubacao a 30° por 08 a 16 horas

e posterior incubacédo a 65° por 3 minutos.

3.6 Qualidade da amostra de DNA por PCR de -globina

Como controle da extracdo de DNA das amostras foi realizada uma reacgéo de
amplificacdo em cadeia da polimerase ou PCR (do inglés Polimerase Chain Reaction)
utilizando um par de oligonucleotideos iniciadores que amplificaram o gene da globina
(a presenca da globina atesta a quantidade suficiente de DNA na amostra para a
PCR).

Para a realizacdo da técnica de PCR foi utilizado o kit Platinum® Tag DNA
(Invitrogen, Brasil) em uma reacao com volume final de 20 pl. Para isso foi adicionado
2 Ul de solucao tampéo (10X) a um microtubo de 0,2 ml; 0,8 ul de Cloreto de Magnésio
50 mM; 0,8 ul de Desoxirribonucleotidio Trifosfato (ANTPs) a 10 mM; 0,8 ul de
Oligonucletideo Iniciador 5' - GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC - 3' 10 pM e
Oligonucleotideo Iniciador reverso 5' - CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC- 3' 10 uM;
0,15 ul de Taqg Polimerase 5U/ul ; 14,45 ul de agua destilada/deionizada. Logo em
seguida, 1 pl da amostra de DNA foi extraido.

As reacdes ocorreram no termociclador (Eppendorf) onde foram submetidas a
seguinte ciclagem: Primeiramente, um ciclo de desnaturacao inicial a 94°C por 3
minutos. Apos 35 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30 segundos, ciclo de hibridagéo
dos oligonucleotideos iniciadores a 56°C por 30 segundos, e ciclo de extensao da Taq
polimerase a 72°C por 30 segundos. ApOs a ciclagem, foi realizado um ciclo de
extensao final a 72°C por 3 minutos e a reacao foi estabilizada em 4°C.

Posteriormente as amostras foram submetidas a eletroforese conforme

protocolo abaixo.
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3.6.1 Preparo do gel de agarose a 1% p/v

Em um becker, foi adicionado 1 grama de agarose e adicionado 100 ml de Tris-
Borato-EDTA (TBE 1X). Logo em seguida, foi levado ao forno microondas por 90
segundos até que a agarose dissolvesse completamente no tampéo. Quando a
solucéo do gel atingiu 60-70°C foi adicionado 1 pl de Brometo de Etidio (10mg/ml). A
solucéo de gel foi despejada em uma cuba de acrilico e foram colocados pentes para
a formacéo de pocos. Uma vez geleificado, o gel foi colocado na cuba de eletroforese
contendo TBE (1X).

3.6.2 Aplicacédo da amostra
Em cada poco foi colocado 8 pl de produto da PCR com 2 pl de tampéao de

aplicacao no poco do gel.

3.6.3 Corrida eletroforética

A fonte da cuba de eletroforese foi programada para 100 V, 500 mA para efetuar
a eletroforese por 30 minutos. Nesse tempo, o DNA da amostra migrou até o polo
positivo da cuba e o brometo de etideo se intercalou entre as bases do acido nucleico.
Apos esta etapa, o gel foi levado para a visualizagcdo sob luz ultravioleta no
transiluminador Gelliance 200™, Perkin Elmer®, EUA e as bandas de DNA
visualizadas através do software GeneSnap.

As amostras foram consideradas positivas quando o produto da PCR em gel
de agarose apresentar uma banda de 269 pb a visualizacdo sob luz ultravioleta e
captura fotogréfica no Gealiance 200 (Imaging System, PerkinEImer® através do
software GeneSnap (Perkin Elmer). Nos casos em que o DNA néo foi detectado na
amostra, foi repetido o processo de extracao até obter um resultado positivo na PCR.

Uma vez confirmada a presenca de DNA nas amostras extraidas, foram

realizados os PCRs para detec¢gdo do DNA de HPV.

3.7 Deteccao e tipagem do HPV

Para pesquisa de HPV foram utilizados 2 procedimentos de PCR: o primeiro
para a detecgéo, constando de duas etapas, e 0 segundo para a tipagem de 9 subtipos
virais que sao: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58. A segunda etapa foi realizada apenas
nas amostras positivas da primeira etapa. Para cada tipo de HPV ha uma sonda

especifica na detecgdo dos subtipos virais.
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3.7.1 PCR para deteccédo do HPV

Para deteccéo do HPV foi utilizada a técnica de biologia molecular conhecida
como “Nested-PCR” capaz de detectar a presenca de um acido nucleico desse virus,
mesmo que em quantidades infimas. Essa técnica nada mais é do que a reacgdo de
polimerase em cadeia (PCR) realizada em duas etapas, o que permite amplificacdo

em milhdes de vezes de um determinado trecho de DNA.

3.7.1.1 PCR com MY9/11

Inicialmente foi realizada uma PCR com iniciadores externos que amplifica um
fragmento de 440 pares de bases (pb). Os iniciadores universais MY9 e MY11 que
sdo capazes de detectar os diferentes tipos de HPV devido ao seu anelamento em
uma area conservada do genoma viral (L1) e amplificara na reacdo de PCR um
segmento de 440 pares de bases.

Nesta primeira reacdo de PCR foram utilizados 100ng de DNA da amostra
extraida em um volume final de reacé@o de 20uL contendo 2,5 ul de tamp&o 10X (200
mM de Tris-HCL pH 8,6 e 500 mM de KCI), 1,5 ul de Mg CI2 a 50 mM, 1 ul de DNTp
a 10 mM, 200 nM de iniciadores universais MY9 (5"-CGT CCM ARR GGA WAC TGA
TC-3") e MY11 (5"- GCM CAG GGW CAT AAY AAT GG - 3") e 0,25 unidades de Taq
DNA polimerase. A reacao foi de um ciclo de desnaturacao inicial de 94°C por 5
minutos, e 35 ciclos da amplificacdo de PCR foram executados. Cada ciclo consistiu
em 94°C por 30 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A extenséo
final ocorreu a 72°C por 5 minutos.

Em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
a 1% corado com brometo de etidio. O preparo do gel, a aplicacdo do produto de PCR
e a eletroforese foram realizados como explicados anteriormente.

As amostras positivas apresentaram uma banda de 440 pares de bases (pb) a
visualizacdo sob luz ultravioleta e captura fotografica no Gealiance 200 (Imaging
System, PerkinElmer®) através do software GeneSnap (Perkin Elmer). As amostras
negativas nesta PCR foram submetidas a uma segunda PCR.

3.7.1.2 PCR com GP5/6
A segunda PCR utilizando os oligonucleotideos GP5 e GP6 aumenta a
sensibilidade da técnica na deteccao do virus. Para a segunda PCR2 foi utilizado 1 pL

do produto amplificado na primeira rea¢édo adicionando os oligonucleotideos internos
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a regiao amplificada na reagao anterior, GP05 (5’- TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT
AC- 3’) e GP06 (5’- GAA AAATAA ACT GTA AAT CAT ATT C- 3). A seguir as reagoes
foram colocadas no termociclador (Eppendorf) e submetidas a ciclagem como descrito
no item anterior.

Em seguida, foram aplicadas as amostras em gel de agarose e elas foram
submetidas a eletroforese (procedimento similar ao explicado anteriormente). Foram
consideradas positivas as amostras em que o produto da PCR apresentou uma banda
de 150 pb a visualizacdo sob luz ultravioleta.

3.7.2 qPCR ou PCR em tempo real — Para Tipagem do HPV

Realizada por PCR em tempo real (QPCR), utilizando o kit Platinum® gPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen), com sondas especificas para 9 subtipos (6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 52 e 58). Para cada amostra foi utilizado 0,1 mg de DNA, 200 nM de cada
oligo iniciador, 0,1 mL de ROX Dye, 10 mL de tampéao de reacdo e agua Milli Q
autoclavada gsp 20 mL. Foram executados 40 ciclos a 95°C por 30 segundos e 60°C
por 60 segundos. Ao final foi realizado o protocolo de dissociacdo térmica, para
controle de qualidade da reacdo. Os resultados foram analisados pelo StepOnePlus
2.0v software, e foram consideradas positivas as amostras que tiveram curva de

amplificacdo para o subtipo analisado.

3.8 Amostra

Foram incluidas 50 pacientes (N=50) que apresentavam lesdes de colo uterino
neoplasicas ou pré-neoplasicas demonstradas por meio de biopsias analisadas no
Laboratério Paulo Azevedo. A amostra foi dividida em 2 grupos, conforme resultado
histopatologico: 25 pacientes com LIEBG e 25 pacientes com LIEAG. O Quadro 3

apresenta o esquema de divisdo das participantes.

Quadro 3 — Divisdo da amostra.

TIPO HISTOPATOLOGICO QUANTIDADE
LIEBG 25
LIEAG 25
TOTAL (N) 50

Fonte: elaborado pelos autores.



28

3.9 Variaveis do estudo
Foram analisadas como variaveis: presenca de HPV, tipo de HPV e tipos de

les&o pré-cancer de colo uterino.

3.10 Critério de incluséo

Foram considerados critérios de incluséo: pacientes do sexo feminino; maiores
de 18 anos; com vida sexual iniciada; que apresentam cervicite, LIEBG, LIEAG ou CA
de colo uterino; e com suas bidpsias oriundas do Laboratério Paulo Azevedo.

3.11 Critérios de excluséo

A nao observancia de um dos critérios acima implicara na excluséo do individuo
da pesquisa, bem como foram excluidas pacientes que nao sejam do sexo feminino;
menores de 18 anos; sem vida sexual iniciada; que nao apresentam cervicite, lesédo
intraepitelial do colo do utero ou CA de colo uterino; e com bidpsias externas ao

Laboratdrio Paulo Azevedo.

3.12 Apresentacéao e analise dos dados

Para a organizacédo e exposicao dos dados coletados foram utilizados tabelas,
gréaficos e outras ferramentas, utilizando os programas Microsoft Office Word e Excel
2021.
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4 RESULTADOS

Dentre as 25 participantes com LIEBG, 23 apresentavam DNA de HPV positivo;
ja entre as 25 pacientes com LIEAG, 22 estavam infectadas pelo virus. Diante disso,

verificou-se um total de 45 pacientes HPV positivo (Tabela 1).

Tabela 1 — Deteccdo de DNA do HPV nas pacientes com les&o intraepitelial de colo
do Gtero no laboratdrio Paulo Azevedo, em Belém, de 2014 a 2017.

LIEBG LIEAG TOTAL Valor de p*
DNA de HPV positivo 23 22 45 < 0.0001
DNA de HPV negativo 2 3 5
TOTAL 25 25 50

* Teste de Mann Whitney. Fonte: elaborado pelos autores.

Observou-se que a prevaléncia da infec¢do é maior no grupo com LIEBG (92%)
quando comparada a das pacientes com LIEAG (88%), e que a deteccdo do DNA viral

em toda a amostra estudada (N=50) foi de 90% (Grafico 1).

Grafico 1 — Prevaléncia da infeccdo pelo HPV de acordo com o tipo de lesao
intraepitelial do colo uterino em pacientes do Laboratdrio Paulo Azevedo,
em Belém, de 2014 a 2017.
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Fonte: elaborado pelos autores.
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Dentre as 45 pacientes que apresentaram DNA do HPV positivo, o subtipo mais
detectado foi o HPV 16, com 17 pacientes (37,78%), seguido pelo HPV 58, com 12
pacientes (26,67%). Taxas menores de deteccdo ocorreram com o HPV 33 (4
pacientes, correspondendo a 8,89%), HPV 18 (3 pacientes, correspondendo a 6,67%),
HPV 52 (2 pacientes, correspondendo a 4,44%) e HPV 35 (apenas 1 paciente,

correspondendo a 2,22%) (Grafico 2).

Gréfico 2 — Prevaléncia dos subtipos pesquisados de HPV nas pacientes com DNA

de HPV positivo no Laboratério Paulo Azevedo, em Belém, de 2014 a

2017.
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Fonte: elaborado pelos autores.

Entre as 23 pacientes que possuiam DNA de HPV positivo e lesdo intraepitelial
de baixo grau, os tipos encontrados foram:
e HPV 16 (6 pacientes);
e HPV 18 (2 pacientes);
e HPV 33 (2 pacientes);
e HPV 52 (1 paciente);
e HPV 58 (8 pacientes);

e 6 pacientes ndo possuiam nenhum dos tipos de HPV pesquisados.
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Nas 22 pacientes que possuiam DNA de HPV positivo e lesao intraepitelial de
alto grau, foram encontrados os seguintes dados:
e HPV 16 (11 pacientes);
e HPV 18 (1 paciente);
e HPV 33 (2 pacientes);
e HPV 35 (1 paciente);
e HPV 52 (1 paciente);
e HPV 58 (4 pacientes);
e 4 pacientes ndo possuiam nenhum dos tipos de HPV pesquisados.
Entre as pacientes que possuiam DNA de HPV positivo, ndo foram encontrados
os tipos 6, 11 e 31. Outrossim, o gendtipo 35 nao foi detectado nas participantes com
LIEBG.
Observou-se que 10 das 45 pacientes (22,22%) com HPV positivo estavam
infectadas por um subtipo que nao foi incluido neste estudo — importante destacar que
foram pesquisados os subtipos de HPV 6, 11 16, 18, 31, 33, 35, 52, 58. As Tabelas 2

e 3 detalham estas informacdes.

Tabela 2 — Subtipos de HPV encontrados nas pacientes com DNA de HPV positivo
de alto risco oncogénico, no Laboratério Paulo Azevedo, em Belém, de
2014 a 2017.

HPV HPV HPV HPV HPV HPV HPV Valor
16 18 31 33 35 52 58 de p*

LIEBG 23 6 2 0 2 0 1 8 0.09
LIEAG 22 11 1 0 2 1 1
TOTAL 45 17 3 0 4 1 2 12

Foi utilizado o Teste Exato de Fisher. Fonte: elaborado pelos autores.
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Tabela 3 — Subtipos de HPV encontrados nas pacientes com DNA de HPV positivo
de baixo risco oncogénico e nao subtipados, no Laboratério Paulo Azevedo,
em Belém, de 2014 a 2017.

HPV6 HPV 11 NENHUM DOS TIPOS PESQUISADOS  Valor de p*

LIEBG 23 0 0 6 0.369
LIEAG 22 0 0
TOTAL 45 0 0 10

Foi utilizado o Teste G. Fonte: elaborado pelos autores.

E importante mencionar que a presenca de um tipo de HPV n&do exclui a
possibilidade de infecg&o por outro tipo; isto foi demonstrado no presente estudo, visto
que 4 pacientes estavam infectadas por dois tipos diferentes de HPV, o que
corresponde a 8,89% da populacado de 45 pacientes com DNA do HPV positivo, sendo
que, destas 4 pacientes, 3 tinham o HPV 16 envolvido. Das participantes com LIEBG,
2 apresentavam coinfec¢&o: uma com os tipos 16 e 33 e outra com os tipos 18 e 52.
Da mesma forma, 2 pacientes com LIEAG apresentavam coinfeccdo, ambas pelos
tipos 16 e 58.

Nas pacientes com LIEBG, o HPV 58 foi 0 mais presente, tendo sido detectado
em 34,78% das pacientes. Em seguida, com 26,09% dos casos, esteve o HPV 16.
Com relacéo ao terceiro lugar, houve coincidéncia de detecc¢éo entre os tipos 18 e 33,
ambos presentes em 8,70% das pacientes. Esta posicdo foi muito inferior as duas
primeiras; contudo, ainda representou o dobro da taxa de deteccdo do HPV 52, de
apenas 4,35%. Em 26,09% das pacientes nao foi detectado nenhum dos tipos de HPV

incluidos no estudo (Gréfico 3).
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Gréafico 3 — Prevaléncia dos tipos de HPV em pacientes com LIEBG no Laboratorio
Paulo Azevedo, em Belém, de 2014 a 2017.
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Fonte: elaborado pelos autores.

Observa-se que dentre os tipos de HPV pesquisados, 0 16 foi 0 mais prevalente
entre pacientes com LIEAG, sendo detectado em 50% deste grupo. Este valor supera,
em mais de 2 vezes, a porcentagem alcancada pelo segundo virus mais comum entre
LIEAG, o HPV 58 (18%). Por fim, verificou-se que 18% dessas pacientes ndo estavam
infectadas por nenhum dos tipos de papilomavirus humanos testados (gréfico 4).

Gréfico 4 — Prevaléncia dos tipos de HPV em pacientes com LIEAG no Laboratorio
Paulo Azevedo, em Belém, de 2014 a 2017.
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Fonte: elaborado pelos autores.
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5 DISCUSSAO

De acordo com Fernandes e colaboradores?4, em estudo realizado em Natal-
RN com 140 pacientes, a prevaléncia da infec¢éo pelo HPV em pacientes com LIEBG
e LIEAG foi de, respectivamente, 58,5% e 77,5%. Em contrapartida, um estudo
realizado em Belém-PA observou uma deteccédo do DNA viral maior em pacientes com
LIEBG (76,9%), quando comparada com a de participantes com LIEAG (66,7%). Da
mesma forma, o resultado do presente trabalho apresenta prevaléncia da infeccao
ligeiramente maior em pacientes com LIEBG (92%) em relacdo as com LIEAG
(88%)°.

Destaca-se que a prevaléncia da infeccao depende dos métodos de deteccao
do virus. Além disso, quanto mais avancada estiver a lesdo intraepitelial de colo
uterino, menor a taxa de replicagcdo do HPV e maior a integracdo do DNA viral ao
genoma do hospedeiro. Isso dificulta a deteccdo do virus, justificando a menor
prevaléncia da infeccdo em LIEAG, quando comparadas as LIEBG, encontrada nesta
pesquisa®>1?,

O subtipo mais comum nas pacientes com DNA de HPV positivo foi o 16
(37,78%), o que esta de acordo com os resultados encontrados a partir do estudo
POP Brasil?®, de 2020. No entanto, o segundo tipo mais detectado na presente andalise
foi HPV 58, diferindo do estudo em questéo, no qual o tipo 52 ocupa o segundo lugar
e 0 58 ocupa o terceiro lugar na ordem dos HPV de alto risco.

Segundo o estudo de Vieira e colaboradores?’, dentre as infeccdes por HPV de
alto risco, HPV 16 e HPV 59 foram os genétipos mais prevalentes. O presente estudo
estd de acordo com Vieira?’, que ndo detectou HPV 11 em nenhuma de suas
amostras. Porém, é importante referir que Vieira?’ trabalhou com resultados que néo
estiveram envolvidos nesta pesquisa, como ASCUS, ASC-H e citologias normais.

Neste estudo, 8,89% das pacientes com DNA do HPV positivo estavam
infectadas por dois tipos diferentes de HPV, o que representa a minoria dos
resultados. Da mesma forma, os estudos de Vieira?’” mostraram que a maior parte
(59%) da populacéo analisada apresentava infeccdo Unica, ou seja, por apenas um
tipo de HPV. Vieira?’ também observou que eram os genétipos de baixo risco os mais
associados as infeccbes unicas. Todavia, tendo em vista que houve desproporcao
entre os tipos de HPV que foram analisados por nés — a expressiva maioria dos tipos

representava HPV de alto risco —, esta comparacao se torna inconcebivel.
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Em contrapartida, em um estudo realizado no Nordeste brasileiro?® com 211
mulheres, a maioria (57,3%) das amostras manifestou infeccdo multipla pelo HPV.
Esta divergéncia de resultados pode se dever a diferengas no local da amostragem,
visto que foram abordadas diferentes regifes do Brasil.

Os subtipos mais comuns nas pacientes que possuiam DNA de HPV positivo e
lesdo intraepitelial de baixo grau foram HPV 58 e HPV 16. Este resultado esta
parcialmente de acordo com os de Miranda e colaboradores?®, que identificaram
principalmente os tipos 16, 31, 35 e 18 nas pacientes com lesdo de baixo grau e
infeccdo Unica.

Em estudo realizado por Chagas e outros autores?® com mulheres do Nordeste
brasileiro, o HPV 31 foi 0 mais frequente em LIEBG com infec¢do Unica, seguido por
HPV 16. Este resultado ndo esta de acordo com a presente analise: o subtipo 31 ndo
foi detectado em nenhuma das amostras.

Os HPVs de alto risco sdo os mais prevalentes em LIEAG. Isso pode ser
justificado pela maior capacidade desses tipos virais de causarem infeccbes
persistentes e de levarem a alteracdes importantes nas células hospedeiras, fatores
necessarios a progressdo das lesdes intraepiteliais de colo uterino.30-31

De acordo com Bruni et al®?, uma revisdo de literatura sobre a prevaléncia dos
tipos de HPV no mundo, o papilomavirus humano mais prevalente em LIEAG foi 0 16
(45,1%), seguido pelos tipos 52 (11%), 31 (10,4%) e 58 (8,1%). Em contrapartida, os
tipos 6 e 11 foram encontrados em apenas 2,3% e 1,3% respectivamente.3?

Da mesma forma, o presente estudo teve como HPV mais prevalente em
LIEAG o tipo 16 (50%). O tipo 58 (18%) foi o segundo mais detectado nestas lesdes,
e os tipos de baixo risco 6 e 11 ndo foram encontrados em nenhuma participante com
LIEAG.
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6 CONCLUSAO

A partir dos dados coletados, conclui-se que a infec¢do pelo HPV é altamente
prevalente em pacientes com lesdes intraepiteliais escamosas, evidenciando a
associacao do virus com o desenvolvimento do cancer do colo do utero. O DNA do
virus esteve presente na maioria esmagadora das pacientes que possuiam lesao pré-
cancer de colo do utero, fosse esta LIEBG ou LIEAG. Além disso, os tipos de HPV
mais prevalentes foram os de alto risco, especificamente os genoétipos 16 e 58,
enquanto os de baixo risco (6 e 11) ndo foram detectados em nenhuma das 50
amostras.

Por fim, ao comparar os genétipos de HPV presentes nas lesdes de alto e baixo
grau, percebeu-se que o tipo 58 foi 0 mais prevalente em LIEBG, enquanto o 16 foi o
mais prevalente em LIEAG. Este ultimo, inclusive, teve prevaléncia praticamente
duplicada nas LIEAG em relacdo as LIEBG (50% e 26,09%, respectivamente).
Analisando as 45 pacientes com DNA de HPV positivo, o HPV 16 foi o mais
encontrado.

Diante desses achados, percebe-se a importancia de medidas preventivas
voltadas para a regido amazbnica que sejam pautadas na epidemiologia local, uma
vez que o HPV 58 (segundo mais prevalente na regido) ndo esta contemplado na
vacina quadrivalente contra o HPV. Além disso, a caréncia de estudos sobre a
prevaléncia desse virus nesta regido dificulta o levantamento de achados

epidemioldgicos.
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NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL

Projeto de Pesquisa de Doutorado: “Respostaimunolégica inflamatoria tecidual
associada ao HPV (Papilomavirus Humano) em lesdes pré-neoplasicas e

neoplasicas no colo uterino”

1- Id do bloco no laboratério

2 - Pedido: 3 — N° do Histopatologico

4 — Iniciais do Paciente:

5- ldade: 6 - Data de Nascimento:
7 — Data da Coleta:

8- Descricdes macroscopicas

9- Dimensodes da lesao:

10- Diagnastico clinico das lesoes:

11 - Diagndstico histopatologico:
12- Leséo Intraepitelial Cervical ( )LSIL(NICI) ( )HSIL(NICI) ( )HSIL
(NIC 1) ( ) Céncer

13-Fez CAF:( )sim ( )nao
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APENDICE B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Resposta imunoldgica inflamatdria tecidual associada ao Papilomavirus

Humano (HPV) em lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas no colo uterino

O HPV é considerado o virus causador do cancer de colo uterino. Em mais de
99% dos casos de cancer de colo uterino, ele estd presente. A Sr® estd sendo
convidada para participar desta pesquisa porque apresentava uma lesdo que foi
removida para exame. No nosso estudo queremos saber se as mulheres com essas
lesbes estdo infectadas pelo HPV ou ndo e como o sistema de defesa do corpo esta
atuando nessas lesoes.

O objetivo deste trabalho é estudar as defesas do corpo e sua relacdo com as
lesBes que ocorrem no colo do Utero, quando esté infectado pelo HPV.

A participagdo nesta pesquisa € voluntaria e constara de dois procedimentos
laboratoriais na lesdo que vocé removeu no exame para confirmar a auséncia ou
presenca do virus, e para avaliar a defesa do corpo sobre a lesédo. Sua lesdo podera
ser fotografada nesta ocasido, porém sem identifica-la, por isso vocé néo sofrera risco
fisico e psicoldgico, ja que o material ja esta previamente colhido durante o exame e
vocé ndo sera identificada. Sua participacdo nao trard qualquer beneficio direto, mas
proporcionara um melhor conhecimento sobre a relagcéo do virus, as defesas do corpo
e as lesbes intraepiteliais cervicais.

Vocé terd a garantia de que as informacdes obtidas serdo analisadas com a
preocupacao de evitar a identificacdo de qualquer um dos participantes da pesquisa.
Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo. Vocé também tem o direito de ser mantido
informado sobre os resultados parciais das pesquisas e caso solicite tera todas as
informacgdes disponiveis a qualquer momento.

N&o existirdo despesas ou compensacdes pessoais para 0s participantes da
pesquisa em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha
compensacdao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orgcamento da pesquisa.

Comprometo-me a utilizar os dados coletados somente para pesquisa e 0s

resultados serdo veiculados em artigos cientificos de revistas especializadas ou
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encontros cientificos e congressos, sem nunca identificar os participantes. Qualquer
informacéo ou esclarecimentos podem ser adquiridos no Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanas do Nuacleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do
Para, situado na Av. Generalissimo Deodoro, 92, bairro: Umarizal, nos telefones:
3241-4681, 3201-0954, ou com o pesquisador responsavel pelo projeto: Elcimara da
Paixao Ferreira Chagas no telefone: 981136960.

Abaixo estd o consentimento livre e esclarecido para ser assinado caso ndo

tenha ficado qualquer duvida.

Consentimento livre e esclarecido

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o trabalho “Resposta imunolégica
inflamatéria tecidual associada ao Papilomavirus Humano (HPV) em lesdes pré-
neoplasicas e neoplasicas no colo uterino”. Eu discuti com os pesquisadores sobre
minha decisdo de participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais sao 0s
propositos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus riscos, as garantias
de confidencialidade e de esclarecimentos constantes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso aos resultados e
de esclarecer minhas duavidas a qualquer tempo. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o mesmo, sem penalidade ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido.

Belém / /

Nome:

Documento de identidade: Telefone:
Endereco:

Assinatura do paciente ou responsavel legal:

Pesquisadora: MsC. Elcimara da Paixao Ferreira Chagas
Enderecos para contato: Nucleo de Medicina Tropical — Laboratorio

Imunopatologia

Av. Generalissimo Deodoro, n°® 92 — Umarizal, Telefones: 3241-4681, 3201-0954.
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ANEXO A
CONSENTIMENTO DO LABORATORIO PAULO AZEVEDO PARA O USO DAS
AMOSTRAS

LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA DR PAULO C. AZEVEDO LTDA

LABORATORIO CNP]: 04.978.805/0001'65

Paulo C.

Azevedo www.pazevedo.com.br
DECLARACAO

Declaro em nome do Laboratério Paulo C. Azevedo ter conhecimento do
projeto de pesquisa intitulado “Resposta imunoldgica e inflamatéria em lesdes pré-
neopldsicas e neoplasicas do colo uterino” de autoria de Elcimara da Paixdo Chagas,
dando-lhe consentimento para realizar o trabalho nesta Entidade e coletar dados em
nosso servigo durante o periodo preestabelecido pelo cronograma.

Estou também ciente e concordo com a publicagéo dos resultados encontrados.

Belém - Pard, 03 de setembro de 2014.

/
D
Prof. Dr. Leonidss Braga Dias Junior
or de ensino e pesquisa

Assinatura e carimbo

Matriz: Av. Braz de Aguiar, n? 99, Tel. (91) 4009-8899 Fax. (91) 3219-9404
Emails: atendimento@pazevedo.com.br — comercial@pazevedo.com.br



ANEXO B
PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES
HUMANOS

NUCLEQ DE MEDICINA
TROPICAL-NMT/ RBroa ™
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

ilf, )
&

DADDS DO PROJETD DE PESQUISA

Tiiulo da Pesquisa: RESPOSTA IMUNOLOGICA INFLAMATORIA TECIDUAL ASSOCIADA AD HPV
(PARILOMAVIRUS HUMAND) EM LESOES PRE-NEDPLASICAS E NEOPLASICAS
WO COLD UTERING

Pagquissdor: Elcimara da Palxdo Femelra Chagas

Area Temathea:

WVarsdo: 1

CAAE: 37237614.0.0000.5172

InztitulgSo Proponents: Macleo de Medicing Tropleal-NMT! Universidade Federal do Pard - UFPA
Patrocinador Principal: Finandamento Progio

DaD0s DD PARECER

Homero do Parecer. S85.237
Data da Relatoria: 281102014

Apresentagio do Projeto:
Este projeto visa avallar a resposta imunoidgiea inflamatona tecidual assoclada a0 HPV em lesles pré-

neoplisicas e neopidsicas no colo werno. As lesdes do colo do dtero se constifuem em um Imporianie
probiema de sadde publica. S50 fases de transigdo neoplasica, que progridem de Dalo grau para aio grad,
posteriments para o carcinoma in sHU & o candinoma escamoso Invasive do colp wierina. O principal fator
de risco para o desenvalvimento de lesles Infraspltzllals de alto grau e do cancer do colo @o Utero & a
Infecgao pelo papllomavirus humang. A progressdo tumaral,

gesde 3 Infecpdo pelo HPY até o desenvolimento de lesdo mallgna, e5t3 sujela a owios Tatorzs, como a
resposta Imunoltgica. Mulins estmdos sobre a resposia Imumoigica foram desenvalvigos para elucldar os
mezanlsmaos envolvidos. Porém aimda ha lacunas, princlpalmente com relagdo & resposta Inata. As
evidéncias demonsiradas por M grands Mimero de estudas Sugerem que a Tansformagas malgna envolve
a perda da Inloigdo de chocinas, estudos com marcadores para as cifocinas envolvidas na resposta
Imunolégica 3o HPW oferscem wm conhecimeante melhor do que constitul wma resposta efellva do
hospedelro contra & Infecgdo, assim como guals defici#nclas nesta resposta estarlam assocladas &
persistancla do virus & 30 desenvoivimenio de lesdes pré-malignas e malignas. O objetlvo geral & de
Avallacio da resposia Imunoidgica Inflamatoria iecidual em kesles Intraspitelals de balxo & alio grau de coln

Werng 35003035 A presenia'ausencla do

Esfarego: Ay Cerseralissime Deodoro, 52

Basrie:  Limarral CEF: g8 085240
UF: F& Wuniciplo: BELEM
Tabsfona: 02000 E-msaifi: oepbelfula br

Fiaging £ g 38
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Contirnmciic do Fersosr: BEE 2

Papilomavines Humano. A5 AMOSTAs 5230 o2 blocos

parafinadsios de paclenies do Laboratorio Paule Azevedo, & s2rdo realizados cones histologicos em
mikerotubos estenl de 1,51 para extracio oe DMA Repig, PCR para deteceSo 00 HPV, & PCR em tempo real
para subtipagem do HPV com 9 sondas especificas para os subtlpos &, 11, 16, 18, 31,33, 35, 52 e 58.
Cortes hisinloglcos em lAminas slanlzadas serdo realzados nas amosiras, para a detecgdo dos antiganos
espaciicos para compreender a gstricul;do & locallzagdo de blomancadonss e proteinas difsrentsmenie
gxpressas em diferentss partes dos tecidos bioltglcos. O

2ados serdo ammazenades em planiihas e analisacsos no Blosstat 5.2 e Epl Info & o grafcos gerados atraves
0 zraph Pad Prism 5.0.

Objatlve da Pesgqul=a:

Objetivo Primario:

Caracterizagio da resposta Imunoitgica Inflamatona tecidual em lesfes ntraepitellals oe balko e alto grau
g2 eodo utarino Infectadas e ndo

Infiectadas pelo HPY.

Objetivo Sacundaria:

» Digferminar 3 prevakdnela da Infecgdo genfial por HPW 2 sews subtipos em leshes Intrasplislials cenvicals de
balxo & alto grau 2 cancer,

= Guantiilcar atraves de Imunisioguimica IFM, IFM, IFM, TGF, THF, IL-2, IL-E, IL-1, IL-4, IL-5, IL-13, IL-13, IL
-12, IL-E, IL-22, IL-17 em amasTas com kesles prémalignas & malgnas do colo wanno,

» Quantficar atraves de Imunostoguimica a5 defensinas, HED1, HEDZ2 & HEDS3 & E-Caserina em lesles
Intrasplielals cervicals de balxo e alto grau e cancar,

» Guantilcar as células dendriicas, e caulas de Langerhans airaves oo marcadores 510000207, CO1a.

» Quantificar a molécula oe adesSo Imtercelular (ICAM-1), o antigent assoclado a funglo de linfeein 1 [LFA-
1), o FOXP3, T-pat 2 GATA-3, ROR, CO206, CO40, COAS5, CO2071, COST, CD4, CDE,C04L5, D3, CDES.

» Gomelacionar o5 achados na expressa0 dos Marcadorss com a presenca de HPY em lesles Intraspiiellas
pervicals de balo e alto grau e cancer.

Avallagio dos Riscoa & Boaneficlos:
05 rscos foram bem avalados pelos proponentes da pesquisa, como sendo minlmos para as paclentss
envalyldas, coma segue:

Essdoigpn: & Cerssralssme Deoden, 52

Bairne:  Lmarteal GEP: g8 085240
UF: F& Municdiplo: BELEM
Tidheng: 01 20000 E-mali: ocepbebfiula br
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Serdo minimos of fscos Nslcos decomentas da coleta de matenal bloldgico, pois o matenal erd de Hlopslas
amazenadas no |aboratino, sem

necessidade de colhelta de matenal.Serda usado materals descanavels @ a colnelia sera reallzada por
meédicos sxperientes, uillizagdo de dados

EXCiEEivamenie para esta pesquisa, & o comprometimento com o sigho das nformagies ootidas serda os
procedimenins adotados para minmizacio dos fscos.

O beneficios faram lguaiments bem avalados como sequs:
Os beneflclos proporcionados &5 pacentss 530 a possinlldade do diagnisico precoce de possivels lesbhes
PISCUrEnas de cancer do colo do Obero, bem eomao 3 delecgda do vins HEY, tipagem, dassificagdo em
grupo de aito nsco (15,18, 31, 33, 35, 52 & 58) ou balxo risco (5 2 11), 3 avallagio da resposta Imunologica
oo packente a5 lesdes,

Comentarios & Conslderaghes sobre a Pesqulsa:
E um projeto sam probiemas eticos em relagio aos sujeltos envolvidos ou 25 abordagens e técalcas
progostas. E faciivel, com orpamenie adequado & reallsta, bem como cronograma ajustado.

Conglderaglies sobre o8 Tarmos de aprassntacie ebrgatara:

A Tolha de rosto fiol apresentada, assinada e cafmbada.

0 TCLE fod apresantado, em linguagem clara, comtends o telefone @ endereco do CEF & da pesquisatora
resgonsdvel,

A Cara oe anuenscla do Laborabind Fauio Arsvedo fol apresentada.

O questionano a ser apllcado fol apresentado & ndo apragenta questies sticas

Recomentaglies:

Sam recomendagies

Conclusdies ou Pendénclas & Lista de Inadequacbes:
N30 hd penddncias

Sltuagio do Parscar:

Aprovago

Hecasalta Apreciagio da COMEP:
Mo

Eswlirdein: A Clirrosiia bt e Doecsbon, 501

Bairre:  Limarial CEP: B8 065340

UF: F& Munilciplo: BELEM

Tabehona: 0200081 E-mali: cenbeifhula br
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Contirmgiic: do Famsosr: 895255

Conalderagdes Finals a critére do CEP:

BELEM, 10 de Mowembro de 2014

Azainado por:
ANDERSON RAIDL RODRIGUES
[CooTdanador)
Esdsrei: v Carerabisime Deodsn, 52
Bairie:  Limaral CEP: B8 065540
UF: P& Municiplo: BELEM
Tawfona: |01 2000061 E-mall: ceptebula v
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