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RESUMO

Introducédo: O cancer do colo uterino é o terceiro tipo de neoplasia mais prevalente
no Brasil e o primeiro no Estado do Para. E causado pelo Papilomavirus humano
(HPV), que possui mais de 200 subtipos, sendo sua leséo precursora do cancer
diferenciada em baixo e alto grau. Objetivo: detectar os subtipos de HPV mais
prevalentes em lesdes precursoras do cancer do colo uterino em mulheres jovens.
Método: As amostras sdo oriundas de um laboratorio de referéncia de Belém e consta
de 27 bi6psias de pacientes, que tiveram PCR positivo para HPV, divididas em 3
grupos, sendo 9 amostras de pacientes com lesao intraepitelial de baixo grau; 3
amostras de les&o intraepitelial de alto grau; e 7 amostras com cervicite utilizadas
como grupo controle. As amostras tiveram o DNA isolado com kit de extracdo de DNA
para bloco parafinado. Foram realizadas nested-PCR para detec¢édo da presenca do
DNA-HPV, e as amostras positivas foram submetidas a PCR em tempo real para 7
sondas dos seguintes subtipos virais: 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 52 e 58. Resultado:
das 27 amostras, 19 amostras estavam DNA HPV positiva. A prevaléncia de LIEBG
foi superior a de LIEAG. O subtipo de HPV mais prevalente foi o HPV 16, totalizando
3 amostras. Nao foram encontrados DNA HPV 18, 31, 58 e 11 em nenhuma das
amostras. Concluséo: A prevaléncia de HPV em mulheres jovens foi de 70,3%. Nas
mulheres com cervicite, a prevaléncia foi de 58,3%, em LIEBG foi de 81,8% e em
LIEAG de 75%. O subtipo mais prevalente de HPV foi 0 16, com 15,7% do total das
amostras. Em relacdo a cervicite, os subtipos mais prevalentes foram HPV 33 e HPV
52. Em LIEBG nao houve detecgcdo de nenhum subtipo testado nas amostras. Em
LIEAG o subtipo mais prevalente foi HPV 16, seguido do HPV 35.

Palavras chave: Papilomavirus Humano; Prevaléncia; Colo uterino.



ABSTRACT

Introduction: Cervical cancer is the third most prevalent type of cancer in Brazil and
the first in the State of Para. It is caused by HPV, which has more than 200 subtypes,
and its precursor lesion is differentiated into low and high grade. Objective: to detect
the most prevalent HPV subtypes in precursor lesions of cervical cancer in young
women. Method: The samples come from a reference laboratory in Belém and consist
of 27 biopsies of patients, who had positive PCR for HPV, divided into 3 groups, with
9 samples from patients with low-grade intraepithelial lesions, 3 samples from high-
grade intraepithelial lesions and 7 samples with cervicitis used as a control group. The
samples had the DNA isolated with a DNA extraction kit for paraffined block. Nested-
PCR were performed to detect the presence of HPV DNA, and positive samples were
subjected to real-time PCR for 7 probes of the following viral subtypes: 6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 52 and 58 Result: A total of 19 samples were HPV DNA positive. The
prevalence of LIEBG was higher than that of LIEAG. The most prevalent HPV subtype
was HPV 16, with a total of 3 samples in relation to the total subtypes. No HPV DNA
18, 31, 58 and 11 were found in any of the samples. Conclusion: The prevalence of
HPV in young women was 70,3%. In women with cervicitis, the prevalence was 58,3%,
in LIEBG it was 81,8% and in LIEAG 75%. The most prevalent HPV subtype was 16,
with 15.7% of the total samples. Regarding cervicitis, the most prevalent subtypes
were HPV 33 and HPV 52. In LIEBG there was no detection of any subtype tested in
the samples. In LIEAG the most prevalent subtype was HPV 16, followed by HPV 35.
Keywords: Human Papillomavirus; Prevalence; Uterine lap.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CA — Cancer

HPV — Papilomavirus humano

P53 — Proteina 53

NIC — Neoplasia intraepitelial cervical
CCU — Cancer do colo uterino

MS — Ministério da Saude

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction)
dNTPS — Desoxirribonucleico trifosfato
INCA — Instituto Nacional do Cancer

TBE 1X — Trisborato - EDTA

pB — Pares de bases

LIEBG — Leséo intraepitelial de baixo grau
LIEAG — Leséo intraepitelial de alto grau



10

SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ot 11
2 OBUJIETIVOS ... 14
2.1 LT = | PP 14
2.2 ESPECIIICOS .ottt e e e 14
3 METODOS ..ottt sttt sttt et ntenis 15
3.1 CriterioS de iNCIUSEOD .oooeeeeeeeeeeeeeeeee e 15
3.2 CriteriosS de eXCIUSEO...cciii i 15
3.3 Métodos moleculares de pesquisa do HPV ........cccooeiiiiiiiiiiiiin e, 16
3.4 Extracdo de DNA pelo kit QlAamp® DNA FFPE Tissue kit da Qiagen: ... 16
3.5 Amplificacdo da amostra através do kit REPLI-g® da QIAGEN .............. 17
3.6 Qualidade da amostra de DNA por PCR de B-globina..............ccooovvnnnnnnnn. 17
3.7 Preparo do gel de agaroSe a 1% P/V ..cccooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 18
3.8  APlICAGEAD da AMOSIIA...cci i 18
3.9 Corrida eletroforétiCa ......coeeeeee e 18
3.10 Deteccdo etipagem de HPV ... 18
3.11 PCR paradetecGdo do HPV.. ... 18
3.12 PCR COM MYO/LL ..t e e 19
3.13  PCR COM GP5/B..eeiiiiieee ettt a e e e e e e e e e e e e e e 19
3.14 gPCR ou PCR em tempo real — Para Tipagem do HPV ...............oeeeee. 20
4 RESULTADOS . ... 21
B DISCUSSAOD ...ttt 23
B CONCLUSAOQ .....coieiiieeeeeeeee e, 26
REFERENCIAS ..ottt 27
APENDICE A ..ottt sttt 11
APENDICE B ...ttt 14
AN X O A L 15

ANEXO B ..o 19



11

1 INTRODUCAO

O céancer do colo uterino (CCU) é um problema de saude publica mundial,
sendo a quarta causa mais comum de cancer e, de acordo com as estimativas
GLOBOCAN?, levou a taxas estimadas de 310 mil 6bitos de mulheres em 20182, No
Brasil, este tipo de cancer (CA) € o segundo tipo mais incidente na regido Norte, sendo
a taxa de incidéncia equivalente ao do cancer de mama, sem considerar o CA de pele
nao melanoma. Em 2020, as estimativas sado de 16.590 casos novos no Brasil, sendo
780 casos novos no Estado do Para, e estima-se, com base em dados de 2017, 6.385
6bitos no Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer (INCA)3 do ano de
2020.

O agente etiologico do CCU é o Papilomavirus humano (HPV), um virus da
familia Papillomaviridae, de formato icosaédrico, ndo envelopado, com DNA de fita
dupla e circular*. Existem mais de 200 tipos de HPV, classificados de acordo com o
seu potencial oncogénico, sendo que aproximadamente 40 infectam a regido
anogenital 4°.

A familia Papillomaviridae € constituida por virus pequenos, com DNA de fita
dupla e subdividida em duas subfamilias: Firstpapillomavirinae e
Secondpapillomavirinae. Na subfamilia Firstpapillomavirinae, ha géneros que
infectam a espécie humana, como o Alphapapillomavirus, que engloba as espécies
Alphapapillomavirus 7 e Alphapapillomavirus 9. Nesse ultimo estéo contidos 0s virus
de nome HPV (Papillomavirus Humano) -16, -32, -35 e -52 e naquele, os virus HPV-
18,-45, os quais séo considerados os principais subtipos de risco para o Cancer de
Colo Uterino*.

O HPV produz pelo menos 5 proteinas, E1, E2, E4, L1 e L2, no entanto, a
maioria deles também produz as proteinas E5, E6 e E7, envolvidas no crescimento
celular®. A patogenia do HPV estéa relacionada com a transcricdo das proteinas E1,
E2, E6, E7478. A proteina E6 forma um complexo, por meio da Proteina associada a
E6 (E6-AP), com a Proteina 53(p53), inativando-a, resultando na perda da capacidade
de apoptose em resposta a danos no DNA’2, A proteina E7 se liga a proteina do
retinoblastoma (pRB), e essa interacédo libera fatores de transcricdo que permitem a
estimulacdo do crescimento celular. Por essas acdes, E6 e E7 sdo denominadas
oncoproteinas®. Ha indicios que as proteinas E6 e E7 eram uma Unica proteina e que

por meio de mutacdes, separaram-se e exercem funcdes complementares®.
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A principal forma de infecgéo pelo HPV ocorre através da lesdo da membrana
basal das células epiteliais do hospedeiro por meio de microtraumas que possam
ocorrer durante o ato sexual*1°. O papilomavirus pode permanecer no seu hospedeiro
por longos periodos de vida e até mesmo sofrer “clearance” (clareamento) viral pelo
sistema imune ou induzir a duplicagdo celular nas camadas mais superficiais,
liberando mais particulas virais®©.

A geracdo de neoplasias esta associada a perda da regulacdo das
oncoproteinas do HPV, a qual ocorre em infeccdes persistentes, principalmente com
tipos de alto risco oncogénico. Com a persisténcia da infec¢éo, o virus acaba por se
integrar no genoma da célula hospedeirat*'2, Quando isso acontece, ha a ruptura do
gene E2, o qual é responsavel por controlar a expressao de E6 e E7. Com isso, ha a
desregulacéo da expresséo de E6 e E7, assim a célula entra em ciclo celular e sem o
controle dado por p53, aumentam as chances de haver erros no DNA, levando a
carcinogénese!314,

As lesBes do colo do utero constituem um importante problema de saude
publical>18, As Lesdes Intraepiteliais Cervicais séo fases de transicdo neoplasica que
progridem de baixo grau para alto grau, posteriormente para o carcinoma in situ e o
carcinoma escamoso invasivo do colo uterino®6,

Microscopicamente, verifica-se que, inicialmente, as lesbes caracterizam-se
por apresentar atipia celular e graus variados de displasia ou neoplasia intraepitelial
cervical antes da progressdo ao CA invasivol’. As lesdes intraepiteliais cervicais séo
possiveis de regressdo espontanea ou podem ser tratadas ambulatorialmente,
inclusive com intervencgdes cirdrgicas mais simples, se necessario'®19,

Essas lesbes tém como caracteristicas morfolégicas a coilocitose, o
pleomorfismo celular, nlcleo hipercroméatico e a cromatina densa®. As lesées pelo
HPV podem ser diferenciadas em baixo grau (quando a camada de células imaturas
atipicas esta confinada em até 1/3 da altura do epitélio, contada a partir da camada
de células basais normais) e alto grau (quando possuem mais de 1/3 de alteracdes)°.
As lesbes de alto grau podem ocorrer pela evolugcdo de uma leséo prévia de baixo
grau ou pela aquisicdo de uma leséo de alto grau?°.

As lesdes séo precursoras do cancer do colo uterino e ocorrem quando a
doenca atravessa a membrana basal e converte-se em neoplasia invasiva,

estendendo-se aos 6rgdos adjacentes. A invasao pode atingir o sangue e vasos
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linfaticos e, assim, a doenca se dissemina aos ganglios linfaticos e 6rgdos a
distancial®>*®,

O CCU é caracterizado pela replicacdo desordenada do epitélio de
revestimento do 6rgdo, comprometendo o tecido subjacente (estroma) e podendo
invadir estruturas e 6rgédos contiguos ou a distancia®®. Ha duas principais categorias
de carcinomas invasores do colo do utero, dependendo da origem do epitélio
comprometido: o carcinoma epidermoide ou escamoso, tipo mais incidente e que
acomete o epitélio escamoso, que produz células com diferenciacdo escamosa,
(representa cerca de 80% dos casos), e 0 adenocarcinoma, tipo mais raro e que
acomete o epitélio glandular, produzindo células com diferenciacdo glandular (10%
dos casos)?..

O virus do HPV é altamente prevalente na populacdo, com nuameros
aproximados em quase 300 milh&es. Esta infeccdo é a mais frequente em jovens,
estando o pico na faixa etaria entre 20 e 24 anos®. A maior parte dessas infeccdes é
assintomatica, porém as que desenvolvem lesdes regridem espontaneamente entre
12 a 18 meses, com eliminacado do virus por mecanismos imunolégicos. Cerca de 10%
das mulheres ndo apresentam clareamento, o0 que torna a infeccéo persistente e isso
€ um grande fator de risco para o desenvolvimento do cancer do colo uterino, pois
este virus é o agente etioldgico deste cancer (CA)*.

O rastreamento do HPV é feito, segundo o Ministério da Saude (MS), em
mulheres com vida sexual iniciada entre 25 a 64 anos, anualmente, através da
colpocitologia oncétical®. Apos a coleta de dois exames anuais consecutivos normais,
deve ser realizado novo exame a cada 3 anos. Apés os 64 anos ndo deve ser mais
realizado®.

O desenvolvimento do cancer do colo uterino € progressivo e demora cerca de
10 anos para se estabelecer, sendo reversivel quando em estagios iniciais das
lesdes®. Assim, o rastreio em mulheres jovens da presenca do HPV é um parametro

norteador para evitar o desenvolvimento do cancer do colo uterino.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Detectar dos subtipos de HPV mais prevalentes em lesGes precursoras do
cancer do colo uterino em mulheres jovens.
2.2 Especificos

Identificar a prevaléncia de HPV em lesbes precursoras do cancer do colo
uterino em mulheres jovens.

Determinar os subtipos de HPV em mulheres jovens.

Comparar as lesdes precursoras do cancer do colo uterino em mulheres jovens

com os subtipos de HPV de alto e baixo risco oncogénico.
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3 METODOS

Foram incluidas neste estudo amostras de pacientes que apresentaram lesdes
cervicais pré-neoplasicas e neoplasicas na colposcopia e/ou citopatologia com biépsia
colhida, oriundas do Laboratério Paulo Azevedo, que atende pacientes de toda a
regido metropolitana de Belém. A coleta de dados foi prospectiva, e os dados das
pacientes foram recolhidos, conforme protocolo, apés o material ter sido coletado para
analise histopatoldgica e observacédo de lesdes e seus graus, realizadas no proprio
laboratorio. Todas as pacientes foram esclarecidas e consultadas previamente sobre
0 uso do material biologico.

Os espécimes coletados foram provenientes de bidpsias de colo uterino ja
devidamente armazenados em solucéo de formalina 10% tamponada. Em seguida, as
amostras foram submetidas a avaliacdo macroscoépica, processadas em histotécnico
e incluidas em blocos parafinados, ainda no setor de Patologia do Laboratério Paulo
Azevedo, onde tiveram os laudos histopatolégicos analisados. Os blocos parafinados
foram transportados para o Laboratério de Imunopatologia do Nudcleo de Medicina
Tropical (NMT) da UFPA (Universidade Federal do Para), onde foram realizados
cortes em microtubos de 1,5 para extracdo de DNA e deteccdo do DNA do HPV,
utilizando a técnica de biologia molecular.

Vinte e sete bidpsias foram coletadas e divididas em 3 grupos distintos,
conforme o resultado do exame histopatolégico liberado pelo laboratério positivas para
DNA HPV. Essas amostras foram classificadas da seguinte forma: 7 amostras de
paciente com Cervicite, 9 amostras de pacientes com leséo intraepitelial de baixo
grau, 3 amostras de lesao intraepitelial cervical de alto grau, de mulheres com a faixa
etaria de 18 anos até 24 anos.

3.1 Critérios de incluséo

Foram considerados critérios de inclusdo: mulheres maiores de 18 anos e
menores de 24 anos, com vida sexual iniciada, que apresentaram, cervicite ou lesao
intraepitelial cervical de baixo ou alto grau ou cancer, e que tinham suas biépsias
cadastradas no Laboratério Paulo Azevedo.

3.2 Critérios de excluséao

A ndo observancia de um dos critérios acima implicou na exclusao do individuo

da pesquisa, bem como pacientes menores de 18 anos ou maiores de 24 anos; que

nao fossem do género feminino; sem vida sexual iniciada; que ndo apresentaram
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cervicite ou lesdo intraepitelial cervical ou céncer, e com biopsias externas ao
Laboratorio Paulo Azevedo.
3.3 Métodos moleculares de pesquisa do 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
seguida, os cortes foram desparafinizados e hidratados para posterior digestdo do
tecido por proteina K. Apos a digestéo do tecido, o DNA foi recuperado utilizando o kit
QIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen). Para amplificacdo da amostra de DNA, todas as
amostras foram submetidas a reacdo com o kit REPLI-g (Qiagen).

3.4 Extracao de DNA pelo kit QlAamp® 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 vértex 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 yL de
proteinase K e agitacédo no vortex, seguida de incubacdo a 56°C por 1 hora ou até a
amostra lisar completamente. Nova incubacéo a 90°C por 1 hora foi realizada com
mais uma centrifugagéo a 1 minuto por 15°C por 11.000 rpm.

Em seguida foi colocado 200 pL buffer AL e o microtubo levado ao vortex. Apos,
foi efetuada a adicdo de 200 pL de etanol e procedida agitacdo no vortex e rapida
centrifugacéo. O conteudo do microtubo foi transferido para a coluna e centrifugado a
1 minuto por 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 centrifugagcdo por 1 minuto a 8.000 rpm. O tubo coletor foi
removido e uma centrifugacao 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 foi fechada e incubada por 1 minuto a 25°C e posterior
centrifugacdo por 1 minuto em velocidade méxima para a obtencdo do DNA e

armazenamento a —20°C.
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3.5 Amplificacdo da amostra atravées do kit REPLI-g® da QIAGEN

Inicialmente foi preparado o buffer D1 e N1 nas seguintes concentragoes:

- Buffer D1: 0,50 pL de DLB e 2 yL agua para cada reacao.

- Buffer N1: 0,75 pL de stop solution e 4,25 uL de agua cada reacéo.

Em microtubo de 1,5 ou 0,5 mL foram colocados 2,5 uL de DNA e 2,5 uL de
buffer D1, com agitacdo no voértex e centrifugagdo rapida. A mistura foi incubada a
temperatura ambiente por 3 minutos, e 5,0 pL de buffer N1 adicionado na amostra
com agitacéo 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 agua para cada reacado. 40 yL do Master Mix foram
adicionados em 10 puL do DNA desnaturado, com incubacdo 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 B-globina

Como controle da extracdo de DNA das amostras foi realizada uma reacédo de
amplificagéo em cadeia da polimerase ou PCR (do inglés Polimerase Chain Reaction)
utilizado um par de oligonucleotideos iniciadores que amplificou 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® Taq DNA
(Invitrogen, Brasil) em uma reacdo com volume final de 20 ul. Para isso foram
adicionados 2 pl de solucédo tampéao (10X) a um microtubo de 0,2 ml; 0,8 pl de Cloreto
de Magnésio a 50 mM; 0,8 ul de Desoxirribonucleotidio Trifosfato (ANTPs) a 10 mM;
0,8 pl de Oligonucletideo Iniciador 5' - GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC-3'10 uM
e Oligonucleotideo Iniciador reverso 5' - CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC- 3' 10 pM;
0,15 ul de Taq Polimerase 5U/ul ; 14,45 pl de agua destilada/deionizada. Logo em
seguida, 1 pl da amostra de DNA extraido.

As reac0es ocorreram no termociclador (Eppendorf) onde foram submetidas a
seguinte ciclagem: primeiro, um ciclo de desnaturacgéo inicial a 94°C por 3 minutos.
Em seguida, 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 segundos, ciclo de hibridag&o
dos oligonucleotideos iniciadores a 56°C por 30 segundos, e ciclo de extenséo da Taq
polimerase a 72°C por 30 segundos. Apds 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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3.7 Preparo do gel de agarose a 1% p/v

Em um becker, foram adicionado 1 grama de agarose e 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 tampé&o. Quando a solucao 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 colocados pentes para a formacgéo de pocos.
Uma vez geleificado, o gel foi colocado na cuba de eletroforese contendo TBE (1X).
3.8 Aplicagdo da amostra

Em cada poco foi colocado 8 ul de produto da PCR com 2 pl de tampéo de
aplicacao no poco do gel.
3.9 Corrida eletroforética

A fonte da cuba de eletroforese foi programada para 100 V, 500 mA para efetuar
a eletroforese por 30 minutos. Nesse tempo, 0 DNA da amostra migrou até o polo
positivo da cuba e o brometo de etideo se intercalou entre as bases do acido nucleico.
Apos essa etapa, o gel foi levado para a visualizacdo 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 apresentou 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
realizadas as PCRs para detec¢ao do DNA de HPV.
3.10 Deteccéo e tipagem de HPV

Para pesquisa de HPV foram utilizados 2 procedimentos de PCR: o primeiro
para a deteccéo, constando de duas etapas, e as amostras positivas seguiram para
uma segunda técnica de PCR para a tipagem de 9 subtipos virais que sao: 6, 11, 16,
18, 31, 33, 35, 52 e 58. Para cada tipo de HPV existe uma sonda especifica na
deteccado dos subtipos virais.
3.11 PCR para deteccéo do HPV

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

3.12 PCRcom 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 reag¢ao 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 extensao
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.

3.13 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 utilizada 1 pL
do produto amplificado na primeira rea¢édo adicionando os oligonucleotideos internos
a regiao amplificada na reagao anterior, GP05 (5’- TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT
AC- 3’) e GP06 (5- GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C- 3’). Depois as reacoes
foram colocadas no termociclador (Eppendorf) e submetidas a ciclagem como descrito

no item anterior.
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Em seguida, foram aplicadas as amostras em gel de agarose, as quais foram
submetidas a eletroforese (Procedimento similar ao explicado anteriormente). Foram
consideradas positivas as amostras que o produto da PCR apresentou uma banda de
150 pb a visualizac&o sob luz ultravioleta.

3.14 gPCR 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 subtipos de baixo
risco(HPV 6 e 11) e de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 52, e 58), totalizando 9 subtipos.
Para cada amostra foram utilizados 0,1ug de DNA; 200 nM de cada oligo iniciador;
0,1uL de ROX Dye; 10 uL de tampdao de reacao e agua Milli Q autoclavada gsp 20 uL.
Foram executados 40 ciclos de 95°C por 30 segundos e 60°C por 60 segundos. Ao
final foi realizado o protocolo de dissociacao 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.
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4 RESULTADOS

Das 27 pacientes (n=27) atendidas no laboratério Paulo Azevedo que tiveram
seus dados coletados e DNA extraidos, 12 apresentavam cervicite, 11 apresentavam
leséo intraepitelial de baixo grau (LIEBG) e 4 apresentavam lesao intraepitelial de alto
grau (LIEAG). Foram positivos 19 pacientes para DNA HPV e negativos 8 pacientes
para DNA HPV. A prevaléncia na amostra de DNA HPV positivo foi de 70,37% e de
HPV negativo foi 29,63%. (Quadro 1).

Quadro 1 — Resultado do PCR nas mulheres

n
N DNA HPV + DNA HPV - Frequéncia (%)
DNA HPV +
Cervicite 12 7 5 58,3
LIEBG 11 9 2 81,8
LIEAG 4 3 1 75,0
Total 27 19 8 70,3

Fonte: protocolo de pesquisa

Dentre os pacientes que apresentavam DNA HPV positivo, 7 tiveram o
diagnéstico histologico de cervicite, 9 de LIEBG e 3 de LIEAG. J4 nas amostras
histoldgicas das pacientes com DNA HPV negativo, 5 possuiam cervicite, 2 possuiam
LIEBG e 1 possuia LIEAG (Quadrol).

Nas amostras das pacientes que apresentavam cervicite com DNA HPV
positivo, foram encontrados 1 paciente com HPV 16, 2 pacientes com HPV 33, 1
paciente com HPV 35, 2 pacientes com HPV 52 e 1 paciente com HPV 6. Nao foram
encontrados nessas amostras HPV 18, 31, 58 e 11 (Quadro 2).

Quadro 2 — Subtipos de HPV encontrado nas pacientes

n

N HPV |HPV | HPV | HPV | HPV | HPV | HPV | HPV | HPV
16 18 31 33 35 52 58 6 11

Cervicite 7 1 0 0 2 1 2 0 1 0
LIEBG 9 0 0 0 0 0 0 0 0 0
LIEAG 3 2 0 0 0 1 0 0 0 0
Total 19 3 0 0 2 2 2 0 1 0

Fonte: protocolo de pesquisa

Dentre as pacientes com LIEBG DNA HPV positivas, nenhum dos subtipos de
HPV pesquisados foram encontrados. Ja nas pacientes com LIEAG DNA HPV
positivas, foram encontradas duas amostras com HPV 16 e 1 com HPV 35, ndo sendo
encontrados HPV 18, 31, 33, 52, 58, 6 e 11 (Quadro 2).
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Do total de DNA HPV obtido nas analises, 3 possuiam HPV 16, 2 possuiam
HPV 33, 2 possuiam HPV 35, 2 possuiam HPV 52 e 1 possuia HPV 6. N&do foram
encontrados DNA HPV 18, 31, 58 e 11 (Quadro 2).
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5 DISCUSSAO

A infecgdo genital pelo HPV é a DST mais comum em todo o mundo. Esse virus
€ considerado o agente etiologico do cancer de colo uterino, porém, apenas uma
pequena porcentagem das mulheres infectadas desenvolve este cancer®>°, Isso
ocorre porque o HPV nédo é suficiente, havendo a necessidade da associacdo de
outros fatores de risco, principalmente a persisténcia da infecgéo?35°,

Um estudo realizado por Cavalcante?? avaliou que a prevaléncia de biépsias
com cervicite como minoria, que constituiram 9,26% das amostras de mulheres do
estado do Ceara. Esse estudo contrasta com os dados do presente trabalho, que
evidenciam citologia de cervicite em quase 44,4% da amostra. As discrepancias os
percentuais de prevaléncia ocorreram provavelmente pela populacdo de estudos
realizados em Estados diferentes: Para e Ceara. Porém, o estudo realizado por Silva?
mostra que 86,3% das alteracdes celulares ao exame citopatoldgico foi de inflamacao,
concordando com os dados analisados neste trabalho.

A prevaléncia de LIEBG foi superior a de LIEAG em relacdo ao total das
amostras no presente estudo, entrando em consenso com estudos realizados por
Rama?* e Silva?3, porém indo de encontro com estudos realizados por Pitta®®, os quais
demonstraram prevaléncia de 70,8% de LIEAG nos diagnosticos histolégicos
realizados. Acreditamos que o principal motivo para discordancia foi o fato da amostra
utilizada por Pitta ter resultado de colpocitologia oncética ou colposcopia sugestiva de
lesé@o de alto grau ou lesédo de baixo grau persistente.

Observa-se uma prevaléncia de 70,37% de DNA HPV positivo, indicando um
predominio da infeccdo em mulheres de 18 a 24 anos, supondo-se uma introducao
mais precoce das mulheres na atividade sexual segundo Pinto?®. Tal estudo revela
gue a maior infeccdo de mulheres jovens pelo HPV deve-se a maior rotatividade de
parceiros, uso irregular de métodos contraceptivos de barreira e atividade sexual mais
intensa nessa faixa etaria?. Além disso, em um estudo com amostra mais recente,
coletada de janeiro a outubro de 2017, a prevaléncia geral de infeccdo pelo HPV em
Belém foi de 50,8% (estudo pop-brasil), concordando com o presente trabalho. Nesse
estudo, acreditamos que a prevaléncia mais baixa que o0 nosso seja por causa da
vacinacdo implementada pelo PNI em 2014%. Entretanto, a prevaléncia aumentada
se contrapde ao estudo de Santos?®, o qual analisa que apenas 28,4% de suas
amostras positivaram para o DNA HPV.
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A maioria das altera¢des histologicas encontradas no presente estudo com
DNA HPV positivo corresponde a LIEBG, encontrando-se em 47,36% das amostras
realizadas. Um estudo realizado por Santos?® também observou LIEBG como maioria
em suas amostras, seguido por citologia normal e cervicite. Entretanto, um estudo
realizado por Gamba?® demonstrou que os resultados mais prevalentes foram de
LEIAG, totalizando 59% em relacdo as amostras.

Em relacdo as amostras das pacientes com PCR negativo para DNA HPV,
foram encontrados cervicite como maioria, seguido por LIEBG e tendo LIEAG minoria
nos diagnosticos histolégicos. Esses resultados vdo de encontro aos resultados
obtidos por Pitta?®, os quais verificaram que, das pacientes com DNA HPV negativos,
apenas 10,2% apresentavam cervicite, sendo LIEAG a maioria, com 51,2%. Porém,
reafirma-se, acredita-se que o motivo dessa discordancia de resultados foi porque a
amostra de Pitta®® tinha resultado de colpocitologia oncética ou colposcopia sugestiva
de lesédo de alto grau ou lesdo de baixo grau persistente.

Dentre os subtipos de HPV encontrados nas amostras com cervicite e que
possuiam DNA HPV positivos, os subtipos de HPV 33 e 52 foram encontrados em
28,57% cada. Ja& o HPV 16, 35 e 6 possuiram prevaléncia de 14,2% cada, nas
amostras encontradas nesse estudo. A prevaléncia reduzida do HPV 16 contrasta com
os resultados obtidos por Pitta?®, os quais encontraram como mais prevalentes na
cervicite a infeccéo pelo HPV 16.

Em relacdo as LIEBG, ndo foram encontrados os subtipos de HPV pesquisados
nesse estudo. Sugere-se que a atividade tumorigénica, iniciada em lesdes de baixo
grau propicie a inatividade viral, isto resultaria em uma possivel reducao na deteccao,
porém sem exclusdo da presenca para o desenvolvimento da lesdo segundo Petry0.
Isso pode explicar a ndo deteccdo do DNA do HPV neste estudo. Embora houvesse
dois grupos nas amostras que apresentavam lesdo, um no qual o DNA HPV fosse
detectavel e outro grupo nédo, como ja mencionado, todas as amostras apresentariam
o0 virus, ja que o HPV é um fator necessario para o desenvolvimento de lesdo. Mesmo
que a atividade viral esteja indetectavel o contato e a presenca do virus € confirmada
pela evolucdo das displasias. Portanto, pode ser considerado que as amostras que
apresentavam lesdo estivessem infectadas por HPV de acordo com estudos de
Huang?®2.

O HPV 16 foi maioria nas amostras de LIEAG, totalizando cerca de 67% dos

resultados, seguido pelo HPV 35 com prevaléncia de 33%. Petry*°, em seu estudo,
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conclui que o HPV 16 € o mais importante subtipo encontrado no céancer de colo
uterino no mundo, sendo o mais prevalente?®.

Em relacdo a todas as amostras, o HPV 16 teve prevaléncia de
aproximadamente 16%, seguido pelo HPV 33, 35 e 52, cuja prevaléncia foi de 10,52%
cada e o HPV 6, com prevaléncia de 5,26%. Um estudo realizado por Pitta?® mostrou
gue, em suas amostras, 40% da prevaléncia total de HPV detectado nos raspados da
cérvice uterina foi pelo HPV 16, corroborando os resultados obtidos neste trabalho.

Entretanto, Balbi®' descreve em seu trabalho que a prevaléncia de infeccédo
pelo HPV 16 em mulheres entre 35 e 60 anos foi de apenas 4%, sendo o HPV 35 e 0
6 0s mais prevalentes, com 8%. Poucos estudos analisaram os subtipos de HPV, e a
maioria avaliou em uma populacéo limitada. Diante disso, € esperada uma variacao
de prevaléncia do HPV de acordo com a idade dos participantes da amostra e, além
disso, a prevaléncia provavelmente é superestimada em amostras nas quais a biopsia
foi solicitada como exame complementar a determinado quadro clinico, assim como

pode ser subestimada ao analisar pacientes em consultas ginecolégicas rotineiras.
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6 CONCLUSAO

A prevaléncia de HPV em mulheres jovens foi de 70,3%.

Nas mulheres com cervicite, a prevaléncia de HPV foi de 58,3%, ja em lesdes
intraepiteliais cervicais de baixo grau, foi de 81,8%, e em lesbes intraepiteliais
cervicais de alto grau, 75%.

O subtipo de HPV mais prevalente em leses precursoras do cancer do colo
uterino em mulheres jovens foi HPV 16, com 3 amostras, seguido de HPV 33, HPV 35
e HPV 52, com 2 amostras positivas cada.

Os subtipos de HPV de alto risco oncogénico mais prevalentes em mulheres
com cervicite foram HPV 33 e HPV 52, com duas amostras em cada. Em lesbes
intraepiteliais cervicais de baixo grau, ndo houve nenhuma deteccdo para os 9
subtipos testados. Em lesdes intraepiteliais cervicais de alto grau de HPV, 2 amostras
foram tipadas em HPV 16 e 1 amostra foi tipada em HPV 35.

Nenhuma amostra foi positiva para os subtipos HPV 18, HPV 31 e HPV 58.

O subtipo de baixo risco oncogénico foi detectado em apenas uma amostra de
cervicite para o subtipo HPV 6.

N&o houve nenhuma amostra positiva para o HPV 11.
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APENDICE A

Termo de consentimento livre esclarecido
Resposta imunoldgica inflamatéria 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 esta presente. A Sr? esta 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 lesdes.

O objetivo deste trabalho € 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 € voluntéria 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 lesdo. Sua lesdo podera
ser fotografada nesta ocasido, porém sem identifica-la, por isso vocé nao sofrera risco
fisico e psicologico, j& que o material j esta previamente colhido durante o exame e
vocé nao sera identificada. Sua participacéo nao trard qualquer beneficio direto, mas
proporcionara um melhor conhecimento sobre a relacéo do virus, as defesas do corpo
e as lesbes intraepiteliais cervicais.

Vocé tera a garantia de que as informacdes obtidas serdo analisadas com a
preocupacdao de evitar a identificacdo de qualquer um dos participantes da pesquisa.
Vocé tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualgquer 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
informacdes 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 néo ha
compensacdao financeira relacionada a sua participacéo. Se existir qualquer despesa
adicional, ela sera absorvida pelo orcamento 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 Nucleo 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
Paix&o Ferreira Chagas no telefone: | NN

Abaixo esta o consentimento livre e esclarecido para ser assinado caso néo
tenha ficado qualquer duvida.

Consentimento livre e esclarecido

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li
ou que foram lidas para mim, descrevendo o trabalho “Resposta imunoldgica
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
propésitos 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 davidas 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


paolla.novais
Realce
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Av. Generalissimo Deodoro, n° 92 — Umarizal, Telefones: 3241-4681, 3201-
0954.
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APENDICE B
Ficha Clinica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
PROGRAMA DE POS-GRADUA(}AO EM MEDICINA TROPICAL
Projeto de Pesquisa de Doutorado: “Resposta imunoldgica inflamatéria

tecidual associada ao HPV (Papilomavirus Humano) em lesfes pré-neoplésicas
e neoplasicas no colo uterino”

1- 1d do bloco no laboratorio

2 - Pedido: 3 —-N°do
Histopatoldgico

4 — |niciais do

Paciente:

5- ldade: 6 - Data de Nascimento:

7 — Data da Coleta:

8- Descricoes

macroscopicas

9- Dimensodes da lesao:

10- Diagnostico clinico das

lesdes:

11 - Diagndstico
histopatologico:

12 - Lesao Intraepitelial Cervical ( ) LSIL (NIC1) ( )HSIL(NICI) ( )
HSIL (NIC IIl) ( ) Cancer

13-Fez CAF. ( )sim ( )nao




ANEXO A

Parecer de Etica de Projeto de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

NUCLEO DE MEDICINA
TROPICAL-NMT/ W
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
| PARECER P i

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: RESPOSTA IMUNOLOGICA INFLAMATORIA TECIDUAL ASSOCIADA AO HPV
(PAPILOMAVIRUS HUMANO) EM LESOES PRE-NEOPLASICAS E NEOPLASICAS
NO COLO UTERINO

Pesquisagor: Eicimara 0a Palxdo Femera Chagas

Area Tematica:

Vers3o: 1

CAAE: 37237614.0.0000.5172

Instituig30 Proponents: Nicieo de Meoicing Tropica-NMT/ Universidade Federal do Para - UFPA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nomeéro do Parecer: 865.257
Data da Relatorta: 23/10/2014

Apresentagdo do Projeto:

Este projeto visa avallar 3 resposta Imunoiogica Inflamatona tecidual assoclada 3o HPV em lesdes pre-
NEOPIASICas & NSOPIasicas NO COl0 Lierno. As lesdes 00 Colo 0O Otero s& constituem em um imporante
probiema de s3002 pabiica. S30 fases O ransig3o NeOopIasica, que progricem de Dalo grau para Ao grau,
posteriomMents para 0 CArcinoma I stu € O CANtNOMa S6CaMOos0 NVASIVO dO COI0 Utering. O pPrncipal fator
o€ risco para © desenvolvimento de lesdes Intraspitellals ce allo grau & do cancer do colo do Utero € a
Infecgdo pelo papliomavirus humano. A progressao tumoral,

cesde 3 Infecgdo pelo HPV até o desenvoivimento de Jes3o maligna, esta sujelta a3 outros fatores, como a
resposta munoitgica. Multos estudos sobre 3 resposta Imunciogica foram desenvolvidos para elucidar os
MECanismos envoividos. Porém ainda ha lacunas, principaimente com reiagdo 3 resposta Inata. As
SVIOENCIas CAMONSITAdas por UM grande NUMEro 02 SslU00S SUQErem que 3 Fansformagdo malgna envolve
3 perda da Inibigdo 02 citocinas, estudos COM MArcacores Para as citocinas envolvidas na resposta
Imunologica 30 HPV oferecem um conhecimento melhor do que constitul uma resposta efetiva do
hospedelro contra 3 Infecgdo, 3ssim COMO QuUals denciencias nesta resposta 2staram 3ssociadas 3
persistencia 0o virus 30 desenvoivimento de lesdes pré-malignas @ malignas. O objetivo geral € ge
Avallag3o 03 resposta IMUNoiogica INflamattnia teciaual em lesdes Intraepitelals 08 DO & J10 grau o2 colo
UIErN0 3SS0CIA0AS 3 Presencalausencia do

Enderege:  Av Cermralssimo Deodoro, 92

Barro: Umarial CEP. 86065280
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (1910010061 E-mal. cegteiQuba v

Pagha 07 3e 00
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NUCLEO DE MEDICINA

TROPICAL-NMT/ Boa ™
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Paplomavirus HUmano. As 3Mosiras serdo oe biocos

parafnacos oe pacientes do Laboratorio Paulo Azevedo, e serdo realizados cortes histologicos em
microtubos ester de 1.51 para extragdo ce DNA Repii-g. PCR para detecgdo 00 HPV, @ PCR em tempo rex
para sublipagem do HPV com 9 sOndas especificas para os sublipos 6, 11, 16, 18, 31,33, 35, S2 e S8.
Cortes hisiologicos em IAminas s1anizadas serao realzados Nas aMostras, para a detecsdo dos antigencs
especificos para compraender 3 Gisribuigdo e localizagdo o2 blomarcadores e proteinas diferentemente
EXpressas em diferentes partes 0os tecidos bioiogicos. Os

03008 $2r30 AMMAazenados em planiinas & anaisacos no Bioestat 5.2 e Epl Info € 0 grancos gerados atraves
00 Graph Pad Prism 5.0.

Cortrums do Pereone 005 257

Objstivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Caracterizagdo 03 resposta Imunologica Inflamatona tecioual em lesles niraepitailals o2 Dalxo & ato grau
o2 COl0 uterno Infectadas & ndo

Infectacas pelo HPV.

Objetivo Secundano:

« Determinar 3 prevalincia da infeccdo genital por HPV e seus sublipos em lesdes Intraspitelials cervicals de
Dalxo € alto grau & cancer;

» Quantificar atraves de Imunoisioquimica IFN, IFN, IFN, TGF, TNF, IL-2, IL-8, IL-1, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, 1L
=12, IL-6, IL-22, IL-17 em amostras com lesdes prémalignas e malgnas do coio wiero,

» Quantificar atraveés de Imunoistogquimica 3s defensinas, HBD1, HBD2 e HBD3 e E-Cacgerina em lesbes
Intraspitelals cervicals de Dailxo & 3o grau & cancer;

= Quantificar as C2iuias 02ndriicas, e células de Langerhans atraves 0o marcadores S100,C0207, CO1a.

« QUaNtNcar a molecula 02 acesdo Interceiuiar (ICAM-1), 0 antigeno associado a ungdo de INfocito 1 (LFA-
1). 0 FOXP3, T-bet @ GATA-3, ROR, CD206, CO40, CD3S, CO2071, CDS7, CD4, CD8.CD4s, CO3J, CO6S.

+ Correlacionar 06 3chados Na expressdo dos MArcadores com 3 présenca de HPV em lesdes Intraspitaliais
cenvicals 0e Dalo € alto grau & cancer.

Avallag3o dos Riscos @ Beneficios:
Os riscos foram bem avalados peios proponentes da pesquisa, como sendo MINIMos para as pacientes
envolvidas, como segue:

Enderegs:  Av. Ceneralssimo Deodoro, 92

Bairro:  Umaral CEP. 86066280

UF. PA Municipio. SELEM

Telefone: (19130010061 E-mall. cepteiQuta tr

Pagre 03 2 0
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NUCLEO DE MEDICINA

TROPICAL-NMT/ QBan ™
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Serdo minimos 0§ MScos NSICos Jecomentes da COELa 02 Mmatenal DICIOGICO, POIS O Matenal sera 02 Diopsias
AMazenadas no laboratono, sem

necassicace de colhelta de matenal Serad usato Maternals 02sCcantavels @ a coihelta sera realizaca por
médicos experientes, utilizagdo de dados

exclusivamente para esta pesquisa, & 0 comprometimento com 0 siglo 0as nformagles odlidas s2rdo 08
procegimentos acotados para minimizagdo dos rscos.

Cortrumzbe do Perscar 908 200

Os beneficios foram iguamente bem avalados COMO segue:

085 DENRMICIos Proporsionados 3s pacientes 30 3 pessiDildade 0o JIagNOSUCO Precoce de possivels iesdes
precursoras de cancer do colo do Utero, bem como a detecgdo do virus HPV, tipagem, classificagdo em
Qrupo de ato risco (16,18, 31, 33, 35, 52 & 58) ou balxo rsco (5 & 11), 3 avallagdo 03 resposta Imunoitgica
00 paciente as lesdes.

Comentarios & Consideragdes sobre a Peaquisa:
E um projeto sem prodiemas eticos em relagdo 20s sujeitos envolvidos Ou 35 aDOrdagens e técnicas
propostas. E factivel, com orgamento adequado e realista, bem cOMO CrONOGrama ajustado.

Considerag0es s0bre 08 Termos de apressntagao obrigatorna:

A Tolha de rosto fol apresentada, 3ssinada & carmbada.

O TCLE foi apresentaco, ém Inguagam clara, contendo o telefone @ enderego do CEP e 0a pesquisadora
responsavel.

A Cana o2 anuencia do Laboratono Pauo AZevedo ol apresentada.

O quastionano a ser apicado 1ol apresentaco & ndo apresenta questies éticas.

Enderege:  Av Ceneralssimo Deodoro, 92

Barroc Umaral CEP. 606520

UF; PA Municiplo: BELEM

Telefone: (1910010061 E-mal. coteiQuba tr
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NUCLEO DE MEDICINA
TROPICAL-NMT/ QRBrad o™
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

BELEM, 10 de Novembro ce 2014

Assinado por:
ANDERSON RAIOL RODRIGUES
(Coorgenador)
Enderege:  Av Ceneralssmo Deodoro, 92
Barro: Umarkel CEP. g6 068280
UF: PA Municiplo. BELEM
Talefone: 19130010061 E-mal. cepbeiQuta tr

Pighe 04 e 04
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ANEXO B
Parecer do orientador sobre a versao do TC para defesa publica

CARINA DE ABREU ELIAS
RAFAEL MIRANDA PANTOJA BAIA

Detecc¢ao dos subtipos do Papilomavirus humano em lesdes precursoras do

cancer do colo uterino em mulheres jovens

Declaro junto a Coordenacéao do Trabalho de Curso do CESUPA que li a versao
final do TC que tem como titulo: Deteccao dos subtipos do Papilomavirus humano em
lesGes precursoras do cancer do colo uterino em mulheres jovens e considero que a
mesma se encontra em condicfes de submissdo a banca examinadora durante a
Jornada de Defesa de Trabalho de Curso do Curso de Bacharelado em Medicina do
Cesupa.

Belém, / /

Elcir-once oo Tourao Cleaon

Prof. Doutora Elcimara da paixao chagas



