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RESUMO

O Papilomavirus humano infecta as células basais do epitélio estratificado, induzindo
a lesdes proliferativas benignas na pele ou mucosas. As infec¢des apresentam distribui¢ao
universal, no entanto muitos estudos t€ém demonstrado a forte associagdo da infeccdo por
espécies de alto risco com casos de cancer cervical. No Brasil, esse tipo de cancer é o segundo
tipo mais comum entre as mulheres, sendo que as regides norte e nordeste do pais apresentam
a maior incidéncia. O presente estudo visou determinar a prevaléncia da infeccio em um
grupo de mulheres rastreadas para o cancer cervical. No periodo de julho de 2008 a marco de
2009 foram coletadas amostras cervicais de 144 mulheres atendidas no Laboratério de
Citopatologia do Hospital Amazoénia de Quatro Bocas, Tomé — Acu, estado do Pard. Os dados
obtidos foram correlacionados com a infec¢do através do teste do qui-quadrado. A Prevaléncia
do HPV foi de 6,94%, a idade variou em 18 -28 anos, 76 pacientes apresentaram quadro
inflamatoério, ou seja, 52,05%, enquanto que 60 pacientes ndo apresentaram alteracdo, com
41,09% do total. Dentre os esfregacos com alteracdes citoldgicas, ASC-US foi encontrado na
maioria dos casos, (6/10), seguido de LSIL (2/10), e ASC-H (1/10), e HSIL (1/10). A infec¢do
pelo HPV mostrou associacdo estatisticamente significativa com a PCR, faixa etdria e
citomorfologia. A prevaléncia encontrada no estudo corrobora com outros achados descritos
na literatura. A predominancia da infeccdo em mulheres com citologia anormal refor¢a a idéia
de que a infeccdo é, em sua maioria, assintomdtica e que o método de Papanicolau é menos

eficiente na detec¢do da infeccdo em relacdo as técnicas de biologia molecular.

PALAVRAS-CHAVE: Papilomavirus humano. Lesao intraepitelial cervical. Citologia. PCR



ABSTRACT

The human papillomavirus (HPV) infects basal of stratified epithelium and
develop proliferative benign lesions in skin or mucous. The infection has a
universal  distribution however many studies have demonstrated a  strong
association of infections by high risk species in cases of cervical cancer.
In Brazil, this type of cancer is the second most common among women, while
the north and northeast region of this country have the highest incidence.
Therefore, this study has as focus the determination of infection
prevalence in a group of women screened to cervical cancer. During the
period of July 2008 to March 2009 were collected cervical samples from 144
women received at Laboratério de Citopatologia of Hospital Amazdnia from
Quatro Bocas, Tomé-Ag¢d, Pard. All women were informed about the purpose
of that research and then signed the Consent Form and answered the
epidemiological  questionnaire. =~ The data obtained from the questionnaire
correlated with the infection through the testing qui - quadradot. The HPV prevalence was
6,94% and the majority age was
between 18-28 years. Samples from 76 patients showed inflammatory aspect
(52,02%) and 60 patients did not showed any change (41,09%). Among smears
with cytological ASC-US in the most of
cases (6/10) followed by LSIL (2/10), and ASC-H (1/10) and HSIL (1/10). The
HPV infection is statistically significant correlated PCR-HPV test with the age group, and
cytomorphology.

Prevalence found in this study corroborants with other findings reported in
the literature. The predominance of infection in women with abnormal
cytology  strengthens the concept that infection is, in most of cases,
asymptomatic, and the Pap smear method is lesser efficient to detect

infection than techniques of molecular biolology .

Keywords: Human papillomavirus. Cervical intraepithelial lesion. Cytology. PCR
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Conhecidas desde a antiguidade, as infecgdes genitais por papilomavirus humano
(HPV) comecaram a chamar a atengdo a partir do ano de 1980, quando as lesdes virais foram
correlacionadas com o cincer de colo uterino (TULIO et al, 2007).

O Cancer do colo uterino € o segundo tipo de cincer mais comum em mulheres no
mundo, atualmente é responsavel por cerca de 500.000 novos casos anuais, essas infec¢oes
sdo responsaveis por 200.000 mortes ao ano, dos quais 80% ocorrem em paises em
desenvolvimento, sendo comprovada pouca frequéncia antes dos 20 anos de idade.

No Brasil as mortes por cancer de colo uterino representaram 7,22% do total de
mortes, segundo localiza¢do primdria do tumor, entre os anos de 1995 a 1999, o que colocou
este tipo cancer em segundo lugar como responsavel por 6bitos em mulheres no pais. Em
2003, a Regidao Norte apresentou a maior incidéncia bruta de 6bitos (BRASIL, 2003). O
Estado do Pard apresentou uma taxa estimada de 21,78 casos de cancer de colo de ttero por
100.000 mulheres segundo localizacdo primdria, para o ano de 2008 (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2008).

O HPV ¢€ considerado como o principal fator de risco para neoplasias intra—
epiteliais cervicais (NICs) e céancer cervical. Entre os mais de 100 espécies de HPV
identificados, nem todos sdo oncogénico (KOUTSKY; KIVIAT, 1999). No entanto, em 99,7%
dos casos de carcinomas cervicais ha presenca de um ou mais dos tipos de HPV de alto risco
ou oncogénicos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 (OKADA et al, 2005).
Outros fatores de risco associados ao cancer uterino sdo: inicio precoce da vida sexual,
numero de parceiros sexuais, tabagismo, baixo nivel s6cio—econdmico (SCHIFFMAN et al,
2003) e uso de contraceptivos orais (HILDESHEIN et al,1994).

A Agéncia Internacional para Pesquisa do Céncer - IARC (1995) identificou, a
partir de 04 (quatro) estudos caso controle, evidéncias suficientes para classificar os tipos 16 e
18 de HPV como carcindgenos humanos, mas a evidéncia foi limitada ou inadequada para
outros tipos. Desde entdo, foram realizados estudos caso controle em outras populacdes,
usando protocolos similares de deteccdo de DNA do virus HPV, formando a base para uma
classificagdo epidemioldgica dos tipos de HPV associados ao cancer cervical e permitindo a
comparagdo com a classificacdo filogenética, informacdo essencial para o planejamento da

prevencao desta infec¢ao por vacina e para os programas de classificacdo baseados em testes

de HPV.
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O método mais utilizado para prevencdo do cancer cervical baseia-se no exame de
Papanicolau. Entretanto, nas dltimas décadas, vérios estudos t€ém apontado para indices ndo-
ideais de sensibilidade, quando usado este método como tnica forma de acompanhamento de
mulheres com células atipicas (ASCs). Para solucionar este tipo de inconveniente,
recentemente foi criada a citologia de base liquida, objetivando maximizar a sensibilidade do
teste citopatolégico e permitir a realizagdo de testes biomoleculares a partir da mesma amostra
coletada para andlise morfolégica.

A introduc¢do desta nova metodologia ja4 mostrou sucesso na diminui¢cdo dos casos
de cancer no colo uterino em muitos paises (FRANCO et al, 2001). Ainda assim, este
método, tem grandes limitacdes quando associado a detec¢do precisa de casos de HPV,
principalmente em decorréncia de sua baixa sensibilidade em relacdo as lesdes assintomaticas
e sub-clinicas (CASTLE et al, 2002).

O uso de técnicas moleculares, como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
estd permitindo identificar infec¢Ges assintomdticas pelo HPV baseada na prevaléncia do
DNA-HPV em diferentes populacdes femininas no mundo, cuja prevaléncia esta entre 30 a

50% (OKADA, 2005).

1.2 HISTORICO DO PAPILOMA VIRUS HUMANO

As verrugas genitais sd@o conhecidas e descritas hd milénios, j4 tendo sido
referidas por gregos e romanos. A rdpida disseminacao da sifilis na Europa, durante o final do
século XV, renovou o interesse pelas doencas venéreas. Unter (apud MEISELS,1983) ao
descrever as verrugas genitais relacionou com sifilis, ndo distinguindo o condiloma
acuminado do condiloma lato, lesdo pdpulo-verrucosa presente na sifilis secundaria.
Posteriormente as verrugas genitais passaram a ser relacionadas a gonorréia. Tal ideia foi
contestada pela observacdo de verrugas genitais em pacientes sem histéria de gonorréia, e
reforcada a partir do isolamento da Neisseria gonorrhoeae em 1879, mostrando que mais da
metade dos pacientes com verrugas genitais ndo estavam infectadas pela bactéria (KOSS et al,
1989).

No século XIX, acreditava-se que tais lesdes eram causadas por irritacio do
epitélio por descargas genitais, sujeira e outros agentes, o que foi aceito até o inicio do século
XX. Geny (apud ORIEL,1993), tentaram relacionar as verrugas genitais com as nao genitais —

a chamada “teoria unitaria®“ — devido as semelhancas histoldgicas e a evidéncia clinica de que

pacientes com verrugas genitais muitas vezes apresentavam verrugas nao genitais. Além
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disso, experimentalmente, extratos de verruga peniana foram inoculados na pele de outras
areas do corpo, ocasionando o desenvolvimento, nos sitios inoculados, de verrugas planas ou
comuns. Tais experimentos favoreceram o estabelecimento da etiologia viral para as verrugas.
Essas discussdes nao levaram em consideragdo a alta frequéncia da transmissdo sexual das
verrugas genitais, diferentemente dos outros tipos de verrugas (GAYA, 1996).

A etiologia virética das verrugas ndo genitais foi comprovada por vdrios autores a
partir de 1949, através da identificacdo de particulas virdticas esféricas intranucleares nas
camadas mais superficiais da epiderme, com auxilio da microscopia eletronica (ME). Poucos
estudos, contudo, haviam sido feitos nas verrugas genitais. As informacdes obtidas através da
ME eram conflitantes, sendo a etiologia virdtica incerta, até que Oriel; Almeida (1970),
identificaram particulas viréticas esféricas intranucleares, semelhantes as da verruga vulvar
em 13 dentre 25 verrugas genitais examinadas. Devido a pequena quantidade de virus obtida,
nao foi possivel fazer medicdes precisas, mas o padrio de distribuicdo intranuclear e o
tamanho aproximado das particulas sugeriam tratar-se do HPV. Somente em 1978, conseguiu-
se definir a presencga de particulas morfologicamente idénticas ao HPV em células infectadas,
a partir do estudo de esfregacos e cortes histologicos de lesdes condilomatosas. A confirmacao
da presenca do HPV ocorreu em 1980 através da identificacdo de antigenos de peroxidase-
antiperoxidase (GAYA, 1996).

Embora a etiologia especifica do condiloma tenha sido esclarecida hd pouco
tempo, o quadro hispatoldgico jé foi descrito hd décadas, através das alteracdes arquiteturais e
citolégicas, estas ultimas caracterizadas pela atipia coilocitética (vacuolizagdo perinuclear
acompanhada de hipercromasia e aumento do volume nuclear) (CARVAHO et al, 2005).

O HPV humano pertence a familia Papillomaviridae e possui a capacidade de
provocar lesdes de pele ou mucosa, as quais mostram um crescimento limitado e
frequentemente regridem espontaneamente (BRASIL, 2007). Quanto as caracteristicas
genéticas, o papilomavirus humano possui um material genético representado por DNA de fita
dupla, circular, envolvido por um capsideo protéico de formato icosaédrico com 20 facetas e

nao possui envelope lipidico.
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Figura 1 - Genoma do HPV - Circular
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De acordo com sua associagdo com o desenvolvimento de cancer os HPVs podem
se subdividir em dois grupos: O HPV de baixo risco e os HPV de alto risco. Os HPV de baixo
risco causam varios tipos de lesdes benignas, como verrugas, papiloma laringeo e tumores
ano-genitais, pode ocorrer sintomatologia como prurido e dores. Os HPV de alto risco, por
sua vez, também podem provocar lesdes benignas em mucosas, sendo, porém estes tipos
carcinogénicos, principalmente os associados ao cancer do colo do utero (HOU et al, 2002;
OZBUN, 2002).

O genoma do HPV € composto de trés regides: a regido nao codificante — LCR
(Long Control Region) — que contém a origem da replicagdo (ORI) e a maioria dos
promotores de transcri¢do; a regido precoce, composta por genes precoces (Early) — destaca-
se E1, E2, E6, e E7; envolvidos na replicacdo do genoma e transformacao celular e a regido
tardia, que contém dois genes tardios (Late) — L1 e L2, que codificam proteinas do capsideo

(TERHUNE et al, 2005).

Figura 2 - Genoma do HPV - Linear
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Indmeros pesquisadores t€ém especulado o fato da integracdo do DNA do HPV
interferir no controle da manifestacdo dos genes E6 e E7, ja que os produtos dos genes E6 e
E7 tem a capacidade de se ligar as proteinas reguladoras do ciclo celular e desativé-las.
Algumas hipéteses sugerem que a manifestacdo descontrolada desses genes virais contribui
para ocorréncia de outros eventos celulares com a transformacdo maligna
(PAPILOMAVIRUS, 2008).

A transformacgdo celular pelo papilomavirus humano de alto risco consiste em
alteracdo do ciclo normal de divisdo celular, inativando produtos de genes que controlam o
ciclo celular, principalmente as proteinas p5S3 e plO5SRb (PARK; ANDROPHY, 2002;
FEHRMANN et al, 2005).

Na transformacdo celular a proteina E6 degrada a proteina celular p53, ao passo
que a E7 vai inibir a p105Rb, estimulando e facilitando, assim, ao surgimento dos papilomas
(PARK; ANDROPHY, 2002; FEHRMANN et al, 2005). Entretanto, no que se refere ao HPV
18, a proteina E4 parece desempenhar o papel de interromper a divisdo celular na transicao da
fase G2 para M. Todavia, a sua fun¢do moduladora ainda se encontra pouco caracterizada
(NAKAHARA et al, 2002).

Outro passo essencial na transformacao celular € a acdo da telomerase celular que
parece estar relacionada com a imortalizacdo dos queratindcitos. Esta imortalizacdo é
necessdria para a eficiéncia do ciclo de replicacdo, pois os altos niveis de divisdo celular
induzidos pelo virus conduzem ao desgaste do teldmeros dos cromossomos celulares. (LEE et
al, 2002; PARK; ANDROPHY, 2002). Entretanto, apesar de todos os HPVs causarem
alteracdes proliferativas, sdo os tipos portadores das oncoproteinas E6 e E7 capazes de
eventualmente, desempenharem um papel central na geracdo e progressdo de tumores
malignos (LEE et al, 2002).

Os Papilomavirus humano infectam o epitélio, as células da camada mais inferior
designada de estrato basal, composto por células indiferenciadas, com grande atividade
mitética geram as demais células dos estratos superiores, ocorre apds eventuais micro
abrasdes ou ferimentos, o genoma viral € liberado no interior da célula e se dirige ao nicleo,
onde inicia a sintese das proteinas precoces El1 e E2. Seguidamente a acio destas proteinas,
da-se a replicacdo do genoma, por acdo das proteinas E1 e E2, até obter 20 a 100 copias, e €
conhecida por fase de estabelecimento (HUBERT; LAIMINIS, 2002; OZBUN, 2002).

Quando o virus penetra na célula inicia-se a fase de manutencdo, igualmente no

estrato basal. Porém, agora o DNA viral replica-se somente quando o DNA celular o faz, na
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propor¢ao de 1:1, Deste modo, o virus garante que o nimero de cOpias permaneca
aproximadamente igual nas células-filhas.

Por outro lado, a expressao dos genes precoces E6 e E7 conduz a transformacao
celular e a célula passa a apresentar uma replica¢do celular mais rdpida e a se dividir mais
frequentemente. As células transformadas aumentardo em nimero e acabardo por substituir as
normais, levando a formagao de tumores benignos. Assim, o virus promove a sua proliferacao
no tecido, sem ter que destruir a célula que o aloja (PARK; ANDROPHY, 2002; WAGNER;
HELWTT, 2003).

A terceira fase, denominada de fase produtiva, acontece nas células dos estratos
supra basais. Neles, o virus toma o controle total da célula e as proteinas E1 e E2, em grande
quantidade, promovem a amplificacdo das copias de DNA, até gerar milhares de cOpias por
célula. Por outro lado, inicia-se a sintese das proteinas tardias L.1 e L2. Em células mais
diferenciadas, di-se a montagem de virons. A libertacdo dos virus se sucede nos
queratindcitos — as células mais diferenciadas do epitélio localizadas mais superficialmente —
onde os virus ficam imediatamente disponiveis para infectar um novo tecido através de
contdgio célula-célula (HUBERT; LAIMINS, 2002; WAGNER; HELETT, 2003; OZBUN,
2002).

Salientamos que as proteinas E1 e E2 modulam, de fato, o ciclo infeccioso do
HPV. A quantidade de E1 e E2 € um indicador do nimero de genomas virais presentes na
célula e a0 mesmo tempo, um modo de regular o nimero de genomas virais. Entretanto, E2
regula indiretamente a taxa de divisdo celular, através da sua acdo na regulacdo da expressao
das proteinas E6 e E7. Por ultimo, para fechar o ciclo, E1 e E2 regulam a sintese de si
proprias, controlando, conseqiientemente, a sua quantidade dentro da célula (HUBERT;
LAIMINIS, 2002; HOU et al, 2002; LEE et al, 2002).

A expressao das diferentes proteinas também estd dependente da etapa em que se
encontra a célula hospedeira, através de fatores celulares presentes, ou seja, através de
proteinas celulares que se ligam as seqiiencias especificas do DNA (HOU et al, 2002).

Atualmente a classificagdo do HPV, segundo (BERNARD et al, 1994) é baseada
na identidade das seqiiéncias nucleotidicas dos genes L1, E6 e E7. Para ser caracterizado um
novo tipo de HPV € necessério que haja diferenca na seqiiéncia nucleotidica maior que 10%,
quando comparado a tipos previamente descritos. Um subtipo é caracterizado quando as
diferencas nas seqii€ncias variam de 2% a 10% e uma nova variante molecular de um tipo €
definida quando as diferencas nessas seqiiéncias nucleotidicas sdo menores que 2%.

(BERNARD et al, 1994).
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A maioria das diferencas encontradas entre genomas virais decorre de mutagdes
pontuais, tendo também sido descritas algumas insercdes e delecdes. Estas alteracdes podem
ser utilizadas para estudar a origem e a distribuicdo desses virus nas popula¢des humanas
(PARK; ANDROPHY, 2002).

Em infec¢des com espécies e HPV de alto risco, as proteinas virais E6 e E7 sdo
bastante ativas, interferindo profundamente no ciclo celular. Como resultado, a divisao celular
se processa mais rapidamente do que em infeccdes com espécies de HPV de baixo risco,
aumentando a probabilidade de ocorrer, acidentalmente, numa das células, uma integracdo do
DNA no genoma celular (HOU et al, 2002; WAGNER; HEWLETT, 2003).

A integracdo parece ser a causa da carcinogénese e nesse processo de integracio o
gene E2 sofre a ruptura, como conseqiiéncia, a proteina E2 deixa de ser produzida ocorrendo
perda da regulacdo da expressdao. Assim, sdo continuamente produzidas as proteinas E6 e E7,
inibindo de maneira bem mais intensa as proteinas celulares p53 e pl10O5Rb. O controle do
ciclo celular deixa de acontecer e a célula € induzida a se dividir continuamente, conduzindo a
uma neoplasia, (HOU et al, 2002; LEE et al, 2002; WAGNER; HEWLETT, 2003).

A ripida multiplicagdo celular conduz a acumulacdo de mutagdes genéticas que
podem dotar as células de novas caracteristicas, como a capacidade de invadirem tecidos
adjacentes e a capacidade de se disseminarem pelo organismo através da corrente sanguinea,

originando metdstases (WAGNERH; EWLETT, 2003).

1. 3 ALTERACOES CELULARES ASSOCIADAS AO HPV

O tempo de incubacdo do HPV nas células do hospedeiro € muito varidvel,
podendo estar relacionado com a competéncia imunolégica individual e de acordo com o local
de origem das células infectadas, por exemplo nas maos e nos pés pode variar em um periodo
de incubacdo de 6 a 18 meses, enquanto que nos O6rgdos genitais este tempo de incubacgdo é
mais curto variando de 2 a 6 meses. (SILVA et al, 2003).

O grau de infectividade das verrugas genitais € de aproximadamente 60% e parece
decrescer no decorrer do tempo. Nao estd totalmente claro se o grau de infectividade depende
da idade das lesdes ou da quantidade de virus infectante (PASSOS, 1995). Para se instalar na
camada epitelial, o HPV necessita de micro traumatismos no epitélio para possibilitar o
acesso direto das particulas virais até as camadas mais profundas (basal e parabasal), cujos
nucleos das células permitem a multiplicacdo viral. O conseqiiente processo cicatricial, devido

ao crescimento de capilares e da acelerada multiplicagdo celular, contribui para a instalagao da
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infeccdo. A persisténcia do DNA viral estimula a multiplicagdo do DNA celular e produz as
mudancas caracteristicas de acordo com o tipo de virus.

A multiplicagdo celular impede a replicagdo autdonoma do virus. Seguindo o
processo fisiolégico de maturacdo, as células migram para a superficie epitelial sofrendo
queratinizagdo. Assim, ndao mais se multiplicam permitindo a multiplicacdo independente do
DNA viral e formacdo de virions completos.

As células maduras queratinizadas contém grande quantidade de virions que,
liberados durante a escamacgdo celular, infectam as células vizinhas finalizando o ciclo
replicativo viral e estabelecendo o processo infeccioso cldssico, com lesdo candilomatosa
tipicas e seus estigmas colpocitohistoldgicos. Por acdo de mutdgenos diversos (genéticos,
infecciosos, quimicos, imunoldgicos) ou, talvez, de nova infec¢do pelo HPV, a integracdo do
genoma virético na célula imatura infectada pode se traduzir por alteracdo da func¢do celular.
As sinteses protéicas sdo modificadas ou desaparecem enquanto outras sinteses protéicas
anormais aparecem, explicando a perda da diferenciacdo e maturacdo celular, induzindo a
mitose anarquica (PASSOS, 1995; JACYNTO et al, 1996).

No colo do utero 90% das patologias associadas ao HPV localizam-se na transi¢ao
escamo colunar do epitélio - Zona de transformacgdo, onde as células proliferativas estdo mais
expostas. Porém, é na camada proliferativa que o virus pode se replicar e expressar suas
proteinas precoces, todavia, a replicacdo vegetativa do DNA viral s6 tem lugar nas células
diferenciadas, portanto a medida que as células proliferativas se dividem e deslocam para a
superficie, elas disseminam os virus para todas as células irmds, de forma displasica
(FEHRMANN et al, 2005).

Na camada celular superficial deste epitélio as células passam apresentar
vacuolizagdes, e o epitélio torna-se de aspecto verrucoso, em decorréncia da proliferacdo das
células. (FEHRMANN et al, 2005).

Uma verruga, € a manifestacdo patoldgica macroscépica da infeccdo por HPV.
Essas manifestacoes frequentemente levam ao aparecimento de uma alteracdo morfoldgica
microscopica conhecida, desde os anos 50 como atipia coilocitética. Os coildcitos, como sdo
conhecidas estas atipias, sdo caracterizados por um amplo halo perinuclear com as bordas
bem delimitadas e, normalmente, binucleacdo; os nicleos s@o hipercrométicos e apresentam
contornos irregulares.

Essas células comecam a aparecer nas camadas intermedidrias da epiderme,
estendendo-se até as camadas mais superficiais, onde geralmente ocorrem de forma mais

exuberante (PAPILOMAVIRUS, 2008).
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Algumas alteracdes celulares associadas ao HPV, porém, podem progredir para
atipias celulares pré-neoplasicas de diferentes graus. Neste caso, as células infectadas exibem
alteracdes no seu crescimento e diferenciacao - alteragcdes displdsicas, com perda no padrao de
estratificacdio em ambas as camadas de células diferenciadas, que passam a expressar
queratinas em quantidade e qualidade diferentes. Assim, displasias cervicais associadas a
certos tipos de HPV podem evoluir para carcinomas, entretanto o curso da doenga pode
demorar de 10 a 20 anos (SCHIFFMAN; CASTLE, 2003).

O aspecto das lesdes associadas ao HPV genital varia desde papilomas tipicos até
infec¢des clinicamente inaparentes. Os fatores que determinam a persisténcia da infeccdo e
sua progressdo para neoplasias intraepiteliais de alto grau (displasia moderada, displasia
acentuada ou carcinoma in situ) sdo: os subtipos virais presentes, inicio precoce da vida
sexual, o estado imunoldgico, tabagismo e outros de menor importancia, como o alcoolismo e
deficiéncias nutricionais (PEREIRA et al, 2005).

Embora normalmente ndo haja cura para a infec¢do genital por HPV, muitos casos
sdo transitorios e regridem espontaneamente, sem intervengdo médica (ELFGRER et al, 2000;
CDC, 2001). Desta forma, a infec¢do pelo HPV tem sido descrita de trés formas: Forma

Latente, forma Clinica e Subclinica.

a) Forma Latente

Nessa forma de infec¢do pelo HPV, nédo existem lesdes clinicamente identificdveis
ou subclinicas, apenas sendo detectivel seu DNA por meio de técnicas moleculares em
tecidos contaminados.

Acredita-se que, nessa forma de infec¢cdo, o DNA viral se encontra na forma
epissomal, aparentemente ndo funcional, e se replica apenas uma vez a cada ciclo celular, o
que seria menos do que o nimero de copias virais necessarios para o diagndstico molecular

pelos métodos mais antigos como a hibridizacao in situ (PARRELADA; PEREYRA, 2005).

b) Forma Clinica

Nessa forma de infec¢do, ao invés do HPV produzir um condiloma cléssico,
evidente, a doenga se caracteriza por dreas difusas de hiperplasia epitelial ndo papilifera.
Apesar das diferencas macroscopicas entre o condiloma e esta forma de infeccdo, elas sdo

caracterizadas por proliferacdo da camada germinativa basal, perda de maturacao do epitélio e



22

7z

alteracdes citoldgicas caracteristicas. A maior diferenca histolégica é que o condiloma é

francamente papilar.

¢) Forma Subclinica
Essa forma caracteriza-se colposcopicamente de forma plana ou micropapilar,
traduzida por uma drea que se torna esbranquigada, que somente € visivel apenas sob técnicas
de magnificacdo e ap6s aplicacao do 4cido acético 2 a 5 % (CASTRO et al, 2000).
Dependendo do tamanho e localizagdo anatdomica os condilomas, podem ser
dolorosos, fridveis e/ou pruriginosos. Quando presentes no colo uterino, na vagina, na uretra e
no anus, também podem ser sintomdticos. As verrugas intra-anais estdo presentes em
pacientes que tenham tido coito anal receptivo, j4 os perianais podem ocorrer tanto em
homens como em mulheres que ndo tenham histéria de penetracdo anal; menos freqiientes
estas lesdes podem estar presentes em dreas extragenitais, como conjuntivas, mucosas nasal,

oral e laringea (FERENCZY et al, 1995).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

Evidéncias moleculares indicam claramente que certos tipos de HPV sdo a causa
principal de cancer cervical. Atualmente, sabe-se que o DNA do HPV pode ser detectado em
95% a 100% dos canceres cervicais € a Organizacao Mundial de Satde ja reconhece este virus
como agente etioldgico de cancer de cérvice uterina. Em todo o mundo, a infec¢io por estes
virus € uma das causas mais comuns de doencas sexualmente transmissiveis (DST), tanto em
homens quanto em mulheres. Por isso, o HPV ainda é considerado um tema relevante em
Satde Publica, pois os niveis de infec¢do por estes virus continuam crescendo, apesar de
todos os esfor¢os em sentido contrdrio. (SCHIFFMANN; CASTLE, 2003; STRICKLER et al,
2003).

A progressdao maligna, nestes casos, € restrita a determinados tipos de HPV. Os
HPVs do tipo 6 e 11, encontrados na maioria dos condilomas genitais e papilomas laringeos,
parece ndo oferecer nenhum risco de progressdo neopldsica, apesar de serem encontrados
numa pequena proporcdo de tumores malignos. Por outro lado, mais de 80% dos canceres de
colo de utero, e em menor freqiiéncia os de vulva contém HPV tipos 16, 18, 31 e 45,
classificando-os no grupo dos HPV ditos de alto risco (VILLA, 1977).

No Brasil, segundo os dados do Instituto Nacional do Cancer — INCA (2007), as
taxas brutas de mortalidade estimadas por 100.000 mulheres, foram de 3,44 em 1979; 4,59 em
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2000 e 4,48 em 2003, mostrando que ndo houve modificacdes significativas deste quadro. A
explicacdo dada para diferenca entre os anos de 1979 e 2000 foi de que, além do aumento real
dos casos pela disseminacdo dos HPV, houve também melhoras do sistema de notificacao de
casos.

A principal questdo da histdria natural do HPV se relaciona com a laténcia viral.
Estudos realizados nos ultimos 10 anos tornaram evidentes que praticamente todas as
infec¢des virais com cerca de dois anos se tornavam indetectdveis pelos testes sensiveis de
DNA de HPV, exceto para aquelas que conduziam a estados de pré-cancerigenos
(SCHIFFMAN; CASTLE et al, 2003).

Indmeros estudos sugerem que a infeccio HPV € um fendmeno transitério ou
intermitente, com uma duragdo média de 12 meses. Apenas numa pequena propor¢cdo de
mulheres positivas para um dado tipo de HPV € diagnosticado, em andlises posteriores, ou
seja, continuam a estar infectadas por HPV, mas por tipos diferentes. O risco de desenvolver
neoplasia intraepitelial cervical é proporcional ao ndimero de tipos de HPV oncogénicos, o
que sugere que o desenvolvimento carcinogénico resulta de infec¢Oes persistentes € muitas
vezes por varios subtipos de HPV, ou por tipos de alto risco. No entanto, os determinantes da
persisténcia do HPV dependem em grande parte da capacidade do individuo infectado
desencadear uma resposta imunoldgica eficaz contra o virus (FRANCO et al, 2001).

A persisténcia do HPV nas células epiteliais parece ser critico para o
desenvolvimento de alteracOes celulares do tipo NIC que sdo classificadas em trés tipos: o
NIC I considerado uma atipia celular de baixo grau e os NICs 2 e 3 denominados de
precursores do cancer uterino por apresentarem lesdes de elevado risco para o
desenvolvimento carcinogénico juntamente com os carcinomas in situ (TRICKLER et al,
2003). O Ministério da Saude do Brasil registra a cada ano 137 mil novos casos de lesdes
provocadas por Papiloma virus no pais. Os especialistas chamam a atencdo para o
desenvolvimento da doenga, responsdvel por 90% dos casos de cancer de colo de ttero. Um
levantamento realizado pelo Instituto Nacional do Cancer (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2008) que mostrou que existem cerca de 18 mil novos casos de cancer de colo de
utero por ano no pais. Desse total, estimou-se que, apenas em 2005, cinco mil mulheres
perderam a vida em fun¢do da doenca (BRASIL, 2007).

A estimativa do INCA para o ano 2001 era de 17 mil novos casos de cincer
uterino, com cerca de quatro mil 6bitos. Em 2002, foram registrados 3.860 6bitos de mulheres
em decorréncia da doenca. Em 2003, as estimativas sobre incidéncia e mortalidades por

cancer foi 16.480 novos casos € 4.110 6bitos. O nimero de casos novos de cincer do colo
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uterino esperados para o Brasil em 2005 foi de 20.690, com um risco estimado de 22 casos a
cada 100 mil mulheres. Excetuando os tumores de pele ndo-melanoma, o cancer do colo do
utero € o mais incidente nas regides Sul (28/100.000), Sudeste (20/100.000), Centro-Oeste,
(21./100.000), Nordeste (17/100.000) e regido Norte (22 casos a cada 100.000 mulheres),
caracterizando-se esta, ser a segunda regido com maior incidéncia (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2009).

O nudmero de casos novos de cancer do colo uterino esperados para o Brasil em
2007 foi de 19.mil, com um risco estimado de 22 casos a cada 100 mil mulheres. O Para tem
uma estimativa de 21.34 casos para cada 100 mil mulheres (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2009).

A transmissdo do HPV se da através do contato direto epitélio vaginal, oral ou
anal, ou ainda pela mde durante o nascimento. Pesquisas recentes sugerem a transmissao via
fomites (objetos inanimados como toalhas ou roupas intimas), porém mais estudos precisam
ser feitos para caracterizar este modo de transmissdo com exatiddo (McDERMOTT-
WEBSTER, 1999; JAY MOSCICKI, 2000; STEVENS-SIMOM et al, 2000).

Além da anamnese e do quadro clinico, o diagndstico de infeccao por HPV deve
ser confirmado por técnicas histoldgicas, citoldgicas e moleculares sempre que possivel.

O Primeiro diagnodstico de alteracdes celulares associado ao HPV ¢ feito com a
aplicacdo do dcido acético 4%, onde as lesdes associadas ao HPV tornam-se esbranquicadas e
sdo visualizadas a olho desarmado ou com ajuda do colposcopio (AURIER et al,1996).

Outra forma de deteccdo de alteragdes compativeis com a infec¢dao pelo HPV € a
coloracdo feita pelo método de Papanicolau, introduzida no ano de 1949, antes mesmo da
causa do cancer cervical ser conhecida. Atualmente € o teste utilizado no rastreamento das
lesdes provocadas pelo HPV nos programas de triagem, tendo em vista a sua grande
abrangéncia, o baixo custo e a facilidade de execucdo. Entretanto, o teste apresenta um
nimero elevado de resultados falso-negativos que varia em torno de 15% a 50% e percentuais
de falso-positivo de 10% em média, sendo que estes correspondem a uma sensibilidade de
50% a 90% e especificidade de 70% a 90%. Mesmo assim, nos ultimos anos, os paises
desenvolvidos que empregaram o teste nos programas de triagem como medidas preventivas
diminuiram muitos os casos de canceres cervicais.

O método utiliza esfregacos celulares que sao fixados em lamina e posteriormente
corados. A observacdo de alteragdes celulares tipicas como presenga de coildcitos,
disceratose, anomalias celulares, etc, compativeis com a infeccdo pelo HPV € definida em

graus variados.
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Nesse exame, o material é preparado para observagdo dos tecidos no microscopio
onde € feita uma andlise da distribuicao e arranjo das células na pele. O método nao identifica
o HPV, ele apenas observa as alteragdes celulares patoldgicas caracteristicas da infeccdo por
estes virus, que sao hiperplasia (acantose), coilocitose (vacuolizacdo do citoplasma),
disceratose, paraceratose, atipias nucleares etc. O resultado se baseia na graduacao das lesdes

cervicais classificadas conforme o Sistema Bethesda.

Figura 3 - Coildcito
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O colposcopio proporciona uma amplificacdo de 4 a 40 vezes o epitélio, no qual
se aplica uma solucdo de 4cido acético entre 3% a 5%, e como resultado, onde houver
anormalidades histolégicas o epitélio se torna esbranquicado - acetobranco, devido a
precipitacdo de proteinas. A vascularizacdo também pode ser observada com auxilio de uma
luz com filtro verde. Durante o exame amostras das regides suspeitas podem ser coletadas e
biopsiadas. E um exame de extremo valor para a deteccdo das lesdes causadas pelo HPV,
entretanto, outras situacdes como, por exemplo, inflamagdes intensas, mosaicismo, também
expressam um epitélio branco. Logo, existe um risco de se tratar uma lesdo que nao € a
pretendida.

PCR (Reacdao em Cadeia da Polimerase) — A técnica amplifica uma seqiiéncia
especifica do DNA, delimitada por um par de primers, com ajuda de uma enzima
termoestavel - Taq polimerase. Existem quatro tipos de primers genéricos que amplificam
uma regido dentro do gene L1 do HPV, que é comum a 43 tipos de HPV; MY(09/11,
PGMY09/11 — sistema Amplicor MWP, GP5+/GP6+ e SPF/2 — sistema Innogenetics, que
amplificam fragmentos de 450 pb, 170 pb, 100 pb, e 65 pb, respectivamente. A revelacdo
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dessas amostras amplificadas (amplicons) pode ser feitas de diversas formas, dentre elas a
andlise de seqiiéncia do polimorfismo do fragmento de restricdo (RFLP), hibridizacdo com
sondas tipo-especifico e eletroforese em gel.

A captura hibrida (CH) € um método mais recente que tem a vantagem de utilizar
reagentes ndo radioativos, facilitando seu manuseio e diminuindo o seu custo. O método
utiliza um coquetel de sondas do grupo de baixo risco e do grupo alto risco, que se hibridizam
com o DNA do HPV presente na amostra, depois os hibridos sao capturados por anticorpos
presentes nas paredes do microplaca, e entdo revelados por quimiluminescéncia. E um teste
quantitativo e o Unico aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),
para diagndstico de HPV. Em comparacio com o método de PCR, a CH, demonstra
sensibilidade de 91,7% e especificidade de 95,4%. Como o risco de cancer cervical invasivo
na mulher estd diretamente relacionado a presenca de HPV de alto risco, a pesquisa desses
tipos virais por meio de métodos moleculares tem sido extremamente util para o

acompanhamento de mulheres com alteracdes citolégicas (TERHUNE et al, 2001).
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2 JUSTIFICATIVA

O Estado do Pard apresenta-se como uma regido de alto risco para o cancer
cérvico-uterino, pois, ao contrario da maioria dos outros estados brasileiros, demonstra maior
prevaléncia para este cancer frente ao cancer de mama. Vdrias causas para esta situagdo
podem ser mencionadas, dentre as quais a falta de uma politica adequada de medicina
preventiva; a situacdo de pobreza, de falta de instrucdo e informacao da populacido em geral; a
caréncia de profissionais com qualificacdo comprovada para a realizagao dos exames.

Dessa forma, de modo a auxiliar o Estado e os municipios paraenses em suas
politicas de prevencdo, para o rastreamento de lesdes precursoras do cancer do colo uterino,
faz-se necessdrio a realizacdo de estudos epidemioldgicos que identifiquem a prevaléncia do
HPV, os tipos mais prevalentes e suas relagdes com o desenvolvimento de lesdes precursoras
de cancer na populagao.

Acredita-se que o este estudo é imprescindivel para avaliar a situacdo
epidemioldgica das lesdes precursoras do cancer uterino e das lesdes compativeis com HPV
entre mulheres inscritas no PCCU (prevencdo do cancer do colo do utero), da regido de Tomé
— Acu —PA, até porque sd@o poucos os trabalhos sobre neoplasia intraepitelial cervical e HPV
nesta regido do Estado do Pard. Assim como é uma contribui¢do para o fortalecimento do

PCCU.
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3 OBJETIVO GERAL

Determinar a prevaléncia de HPV e sua correlagdo com lesdes precursoras do

cancer cérvico—uterino em mulheres de Tomé-Acu — Para.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a frequéncia citolégica do HPV nas amostras estudadas.
Identificar a frequéncia de alteragdes citomorfoldgicas sugestivas de lesdes
cervico-uterinas na populacao.
Determinar a relacio da presenca de DNA viral com a identificacdo
citomorfoldgica alterada por HPV na populagdo estudada.
Identificar a relacdo dos fatores de risco com o desenvolvimento de lesdes

precursoras do cancer cérvico—uterino nas amostras estudadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO
Trata-se de um estudo de prevaléncia de base populacional do tipo observacional

transversal prospectivo.

4.2 POPULACAO EXAMINADA

A populagdo estudada foi composta de mulheres,na maioria, japonesas buscaram
espontaneamente, o servico do PCCU, oferecido pelo laboratério de Citopatologia do Hospital
Amazonia de Quatro Bocas, municipio de Tomé-Acu — PA.

Considerou-se como critério de inclusdo:

I ser residente no distrito de Quatro Bocas, municipio de Tomé-acu, estado
do Para.
II.  ter ou ja ter tido vida sexualmente ativa.
III.  ter idade entre 18 a 75 anos.

IV.  obtencdo de laminas com esfregaco satisfatrio e ou adequado para anélise

citoldgica.

Todas as participantes foram orientadas acerca dos objetivos do trabalho e,
aquelas que concordaram em participar do estudo assinaram um termo de consentimento livre
e esclarecido (Anexo 1) em seguida responderam a um questiondrio epidemioldgico (Anexo

2).

4.3 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

No periodo de julho de 2008 a marco de 2009, foram coletadas, 144 amostras de
secrecdo cérvico-vaginal de mulheres que buscaram atendimento no laboratério de
citopatologia do Hospital Amazodnia de Quatro Bocas do municipio de Tomé-Acu — PA. Para a
realizacdo da coleta, as participantes foram submetidas ao exame pélvico, que inclui coleta de
células cervicais para a colpocitologia oncética convencional (Teste de Papanicolau) e para o
teste da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). O espéculo vaginal introduzido foi de
acordo com as caracteristicas perineais e vaginais da mulher a ser examinada (pequeno, médio

ou grande). O espéculo foi introduzido de modo a expor completamente o colo uterino.
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O esfregaco citoldgico convencional foi constituido de duas amostras, raspado
ectocervical e endocervical, colhidos com espdtula de Ayre e escova endocervical, estendido
em lamina de vidro, fixado em polietilenoglicol / dlcool 96° -(Silveira,2003) e corado pela
técnica de Papanicolau. As amostras foram analisadas por profissional especializado na drea,
do laboratério de citopatologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal
do Pard (UFPA).

Na Figura 1 estdo ilustradas a espatula e a escovinha endocervical utilizadas na

coleta do material, bem como a disposi¢ao em lamina do material coletado.

Figura 4 — Distribuicio na lamina dos materiais coletados da ectocérvice e

endocérvice.
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Fonte: Cortinhas, 2008

O INCA reconhece o teste citolégico de Papanicolau como muito efetivo no
diagnodstico precoce e na prevencdo do cancer invasivo do colo do utero. O exame de
Papanicolau consiste no estudo das células descamadas esfoliadas da ectocérvice e
endocérvice do colo do ttero e é, atualmente, o meio mais utilizado na rede de atengdo basica
a satde por ser indolor barato, eficaz e poder ser realizado em qualquer lugar, por qualquer
profissional treinado (MARTINS et al, 2007).

Considerou-se como lamina de boa qualidade aquela que contém trés tipos de
epitélio: epitélio pavimentoso estratificado, epitélio cilindrico ou glandular e epitélio
metapldsico. Os resultados que apresentaram citologia normal foram classificados em
esfregaco livre de células atipicas, e esfregaco inflamatério provocado por microrganismo. As

lesdes pré-malignas foram classificadas através do Sistema de Bethesda. Por meio deste
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sistema as lesdes sdo classificadas em LSIL (les@o intraepitelial escamosa de baixo grau),
HSIL (lesdo intraepitelial escamosa de alto grau), ASC-US (atipia de células escamosas de
significado indeterminado) e ASC-H atipia de células escamosas sem excluir HSIL),

ressalvando aquelas que possuem alteracdes citopatoldgicas sugestivas de infec¢do pelo HPV.

Figura 5 — Ciclo reprodutivo do HPV no epitélio.

Fonte: Nature Review/cancer

4.4 METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

4.4.1 Extracao de DNA

Todas as amostras coletadas, independente do resultado citoldgico, foram
submetidas a extragdo de DNA total a partir de células oriundas da mucosa genital de acordo
com o protocolo do método de lise de leucdcitos (Tampao NET/SDS 1%), o qual € realizado
em trés etapas: extracdo, purifica¢do e precipitagdo de proteinas, conforme descrito a seguir.

Com escova semelhante a da citologia coletou-se o material endocervical para
deteccdo do DNA do HPV, sendo conservado em tubo préprio contendo 1 ml de solucao
extratora NET/SDS (10mM NaCl, 10mM EDTA, 1mM Tris, 1% SDS), sob refrigeracdo de -
2°C. A extracdo do material genético ocorreu adicionando-se 2.0 ug/ul de proteinase K a
amostra ficando a 47 °C em banho-maria “Overnigt”. O DNA foi purificado pelo padrao de

extracdo de formol cloroférmio e precipitacdo em etanol. Previamente, em todas as amostras
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foram realizadas a PCR para detectar um fragmento do gene de globina humana, utilizando-se
os primers G73 e G74, como controle de qualidade da purificacgdo do DNA extraido. A
detec¢do do DNA/HPV foi realizada pela técnica de PCR, utilizando-se os primers genéricos
MY09 e MY 11, que amplificam uma regido de 449-458 nucleotideos, dependendo do tipo de
HPV, de uma regido altamente conservada do gene L1. Em todos os ensaios foi empregada
como controle positivo uma amostra previamente testada € como controle negativo a dgua. A
andlise do material coletado foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular (LBCM) do
NMT/UFPA.

Na deteccao do DNA/HPYV, cada reacdo foi quantificada com 0,5ul de DNA a ser
testado, mais 9,5 ul de uma mistura de reagentes (MIX), cuja composicao era: 5,5ul de dgua
bidestilada, 0,4 ul de cada um dos 4 trifosfatos de desoxinucleotideo ( 100mM — pH 7,5), 0,5
ul de cada primers para HPV (MY09 e MY 11 — 200 ug), 1.0 ul de solucdo tampao (60mM
Tris-HCI-pH 7, 1 M NaCl, 60mM MgCl2, 10mM DTT - 37°), 0,3 ul de MgCI2 (50mM) e 0,1
ul da enzima Taq DNA polimerase (10mM), completando um total de 10 ul. Em seguida, as
misturas foram submetidas, em um aparelho termociclador, as seguintes condi¢des de reacao:
4 min a 95 ° C para desnaturagdo do DNA, seguidos por 35 ciclos de 94 °C por 30 segundos e
72 °C por 30segundos, finalizando com 8 minutos a 72 °C para extensao final do DNA. Para
detec¢do do DNA/Globina foi utilizado o mesmos MIX, substituindo apenas os primers para
G73 e G74 (200 ul) Os produtos das PCRs, acrescidos de solucdo de brometo fenol blue,
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, contendo brometo de etidio, e

visualizados a luz ultravioleta

4.4.2 Reacido em Cadeia da Polimerase (PCR)

Objetivando garantir a eficdcia da reacdo de extracdo do DNA, todas as amostras
foram submetidas a amplificacdo do €xon-1 do gene globina- ji que este estd presente nas
células humanas- conforme descrito por (TIN et al, 2005) (Figura 6). Uma vez confirmado a
presenca do DNA foi realizada a PCR, a fim de amplificar um segmento do gene L1 (450
pares de base) do HPV, o qual estd relacionado com sintese de proteinas do capsideo,
altamente conservada entre os genétipos (ICTV, 2006). A PCR € uma ferramenta valiosa para
a investigacdo epidemioldgica da infeccdo pelo HPV. A PCR consenso para o género detecta
mais espécies de HPV genital com maior sensibilidade, além de permitir a andlise das

variantes, bem como permite a caracterizacio de novas espécies (COUTLEE et al, 2005).
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Figura 6 — Perfil eletroforético do fragmento de 120pb amplificado do éxon 1 do gene
globina (PM - Peso Molecular de 100pb).
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Fonte: Cortinhas, 2008.

Quadro 1 — Iniciadores utilizados na reagdo de PCR da ORF L1 do HPV.

Iniciadores Gene Seqiiéncia 5°-3’
MY09 L1 5’-CGTCCMAARGGAWACTGATC-3’
MY11 L1 5’-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’

Em cada reacdo de amplificacdo, apos a desnaturacdo inicial a 95°C por quatro
minutos, foram efetivados 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, um minuto a 72°C, com tempo de

oito minutos para extensao final a 72°C.

4.4.3 Eletroforese

Os produtos da PCR foram visualizados apds eletroforese (100 V/45 minutos) em
gel de agarose a 1%, utilizando tampao TAE 1x (TAE 50x estoque — TrisBase 1,6 M, Acetato
de Na 0,8 M e EDTA-Na; 40 mM/1000 mL dgua deionizada), e visualizados a luz ultravioleta.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram analisados através da estatistica descritiva, utilizando o
programa Microsolft EXCEL para sistematizagdo em banco de dados e, empregando testes
estatisticos. Para testar a prevaléncia de HPV e sua correlagdo com lesdes precursoras do

cancer cérvico-uterino, utilizou-se o Teste do qui-quadrado. O odds Ratio foi empregado para
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avaliar a probabilidade de ocorrer associacdo entre o resultado da PCR e os fatores de risco.
Considerou-se o nivel de significancia em 95% (p<0,05). Para andlises estatisticas foi

utilizado o programa BIOESTAT 5.0 (AYRES, et al, 2007).
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S RESULTADOS

5.1 ASSOCIACAO ENTRE O RESULTADO DO EXAME DE CITOMORFOLOGIA E O
RESULTADO DO EXAME PCR-HPV

Tabela 1 - Freqiiéncia do exame citomorfolégico e percentual de PCR — HPV, no
distrito de quatro bocas: periodo julho de 2008 a marco de 2009.

CITOMORFOLOGIA PCR — HPV Total %
Negativo Positivo

Anormal 7 3 10 6,9 %

Inflamagao 69 5 76 52,8 %

Normal 56 2 58 40,3 %

Total 134 10 144 100 %

Fonte: Hospital Amazo6nia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - A¢u. p-valor = 0,0010%*, Qui-
quadrado, GL = 2.

A Tabela 1 mostra a frequéncia do resultado do exame Citomorfolégico pelo resultado
do exame PCR - HPV, no periodo de julho de 2008 a marco de 2009, no distrito de Quatro
Bocas. Nela pode-se observar que de um total de 144 pacientes, 76 apresentaram quadro
inflamatério comparado com o resultado do exame PCR — HPV, apenas 10 pacientes
apresentaram-se positivo para HPV. E a freqiiéncia dos resultados normais foi de 58, No
entanto, quando observado apenas os resultados positivos pode-se verificar que dos 10 casos
positivos a metade, ou seja, 5 ocorréncias, ainda apresentaram algum tipo de inflamacao.

A relacdo entre a Citomorfologia anormal e o PCR-HPV positivo foi avaliada pelo
teste do qui-quadrado o qual resultou em um p-valor = 0,0010 o qual € estatisticamente
significante, portanto, existe uma forte associacdo entre o exame da citomorfologia e a PCR-
HPV.

Tabela 2 — Frequéncia e percentual das atipias citolégicas encontradas nas
pacientes no distrito de Quatro Bocas: periodo julho 2008 a marco 2009.

CITOLOGIA N° DO PROCEDIMENTO %
ASC-H 1 0,69
ASC-US 6 4,16
LSIL 2 1,38
HSIL 1 0,69
INFLAMATORIO 76 52,7
NORMAL 58 40,2
TOTAL 144 100
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5.2 ASSOCIACAO ENTRE O RESULTADO DO EXAME DE PCR E OS FATORES DE
RISCO PARA AQUISICAO DE HPV.

5.2.1 -Escolaridade

A Tabela 3 mostra a freqiiéncia do resultado do exame PCR-HPV pela
escolaridade das pacientes, no periodo de julho de 2008 a margo de 2009, no distrito de
Quatro Bocas. Onde se pode observar que dos 10 casos nos quais o resultado do exame de
PCR-HPV foram positivos, 8 deles foram em pacientes que possuem apenas o ensino médio,
e os outros 2 casos foram em pacientes com o ensino fundamental, porém ndo observamos
nenhuma ocorréncia em pacientes que possuem o ensino superior. J4 dentre os casos em que

o resultado foi negativo, a maioria dos casos ocorrem em pacientes como ensino fundamental.

Tabela 3 - Relacio PCR-HPV e escolaridade das pacientes no distrito de quatro bocas,
periodo: julho de 2008 a marco de 2009.

ESCOLARIDADE PCR-HPV__ Total %
Negativo Positivo
Fundamental 64 2 66 45,83
Médio 61 8 69 47,92
Superior 9 0 9 6,25
Total 134 10 144 100,00

Fonte: Hospital Amazdnia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - Acu. p-valor = 0.1031, Qui-
quadrado, GL = 1.

O resultado da analise estatistica através do Teste do Qui-quadrado, verificaram que
ndo existe relacdo probabilisticamente significativa entre esta duas varidveis (C = 0,1031 com
2 graus de liberdade), ndo rejeitando-se a hipdtese nula de independéncia entre a varidvel
PCR-HPV e a escolaridade. Sendo o nivel descritivo do teste 0,1031, superior ao nivel de

significancia pré-estabelecido de 0,05.

Tabela 4 — Relacao PCR-HPV e faixa etéria das pacientes no distrito de quatro bocas,
periodo:julho de 2008 a Mar¢o de 2009.

FAIXA ETARIA PCR-HPV___ Total %
Negativo Positivo
18 I--- 28 32 7 39 27,08 %
28 I--- 75 102 3 105 78,92 %
Total 134 10 144 100 %

Fonte: Hospital Amazdnia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - A¢u. p-valor = 0.0052, Qui-uadrado, GL
=1.
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Ao avaliar o resultado pelo Teste do Qui-quadrado onde o nivel descritivo do teste foi
de 0,0052 o qual € altamente significante. O Odds Ratio =7, 43 com Intervalo de confianga IC
95% = 1.81 a 20.45. Através deste indicador estatistico € possivel inferir que a chance de
ocorréncia de casos de HPV, detectados pelo método PCR, foram 7, 43 vezes mais freqiientes
na faixa etdria de 18 a 27 anos quando comparado com o outro grupo formado por pacientes

com idade igual ou superior a 28 anos.

5.2.3 Tipo de Atividade Profissional

Na Tabela 5 pode-se observar a frequéncia do resultado do exame PCR-HPV,
segundo o tipo de atividade profissional das pacientes, no periodo de julho de 2008 a marco
de 2009, no distrito de Quatro Bocas. Os mesmos foram agrupados em dois grupos: Dona de
Casa, e as que exercem atividades Fora de casa. Nela pode-se observar que 48,61% das
pacientes declaram serem donas de casa, 51,39% disseram trabalharem fora de casa, sendo
que destas houve 6 (seis) casos de HPV positivo e 4 (quatro) Dona de Casa.. E os casos de

maior incidéncia de HPV negativo foram nas donas de casa.

Tabela 5 - Relacio PCR-HPV com as atividades desempenhadas pelas pacientes no distrito de quatro
bocas periodo: julho de 2008 a Margo de 2009.

ATIVIDADE PCR-HPV___ Total %
Negativo Positivo
Dona de Casa 66 4 70 48,61 %
Trabalha Fora 68 6 74 51,39 %
TOTAL 134 10 144 100 %

Fonte: Hospital Amazdnia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - Acu. p-valor = 0.8128, Qui-
quadrado, GL = 1.

Quando verificado a relacdo entre a Atividade (Dona de Casa x Trabalha Fora) o
resultado do Odds Ratio = 1.41 (IC 96% = 0.39 a 5.39) mostrou que ndo existe associagao
probabilisticamente significativa entre o resultado do exame de PCR-HPV e a atividade das

pacientes, pois o p-valor = 0.8121, pelo teste do Qui-quadrado, ndo € significante.

5.2.4 Ndimero de Gestacoes

A Tabela 6 apresenta a frequéncia do resultado do exame PCR-HPV pela Faixa de
Gestacdes, no periodo de julho de 2008 a marco de 2009, no distrito de Quatro Bocas.

Verificamos que a maioria das pacientes, 59,03% delas, afirmaram ter tido entre 0 a 2
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gestacdes. Sendo que a maioria dos casos de PCR-HPV positivo encontra-se nestas faixas de
gestacdes, confirmando que dos 10 casos positvos 9 sdo de pacientes na faixa de 0 a 2
gestacoes.

Tabela 6 — Relacio PCR-HPV e nimero de gestacdes das pacientes no distrito de
quatro bocas periodo: julho de 2008 a Marco de 2009.

N IjMERQ DE PCR - HPV Total %
GESTACOES Negativo Positivo
0l--2 76 9 85 59,03
31--12 58 1 59 40,97
Total 134 10 144 100,00

Fonte: Hospital Amazdnia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - Acu. p-valor = 0.0834, Qui-
quadrado, GL = 1.

As diferencas inicialmente observadas foram avaliadas pelo do Teste do Qui-
quadrado, que concluiu que n3o héd relacdo probabilisticamente significativa entre a
Quantidade de Gestacdes e o resultado do exame PCR-HPV (Odds ratio = 6,86, com IC 95%
de 0,86 a 55.75), pois o p-valor = 0,0835 ndo € significante. Sendo assim, aceita-se a hipétese

de independéncia entre as varidveis.

5.2.5 Numero de Filhos

Em relacdo a Andlise da distribuicdo da varidvel nimero de filhos (Tabela 6). Esta
varidvel representa a quantidade de filhos nascidos vivos. A amostra em estudo apresentou
mulheres com numero de filhos variando entre 0 (zero) a 12 (doze) filhos. A Tabela 6
apresenta a freqiiéncia do exame PCR-HPV pela faixa de filhos das pacientes. Ao observar a
distribuicao da amostra verificou-se que a maioria das pacientes (58,33%) possuem entre 0 a 3
filhos. Os resultados dos exames de PCR-HPV mostraram que aproximadamente 90% dos

casos positivos encontraram-se nesta faixa.

Tabela 7 — Relagdao PCR-HPV e o niimero de filhos das pacientes no distrito de quatro
bocas, periodo: julho de 2008 a Marco de 2009.

NUMERO DE PCR - HPV Total %
FILHOS Negativo Positivo
0l--3 75 9 84 58,33
3112 59 1 60 41,67
Total 134 10 144 100,00

Fonte: Hospital Amazonia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - Ac¢d. p-valor = 0.0762, Qui-

quadrado, GL = 1.
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A avaliacio do Teste do Qui-quadrado, concluiu que ndo hd relacdo
probabilisticamente significativa entre o Nimero de Filhos e o resultado do exame PCR-HPV
(Odds ratio = 7.08, com IC 95% de 0.87 a 57.46), pois o p-valor = 0,0762 ndo € significante.

Sendo assim, se aceita a hipdtese de independéncia entre as varidveis.

5.2.6 Numero de Partos Normais

A Tabela 8 apresenta a freqiiéncia do exame PCR-HPV pelo Numero de Partos
Normais das pacientes, no periodo de Julho de 2008 a Marco de 2009, no distrito de Quatro
Bocas. Onde verificamos que a maioria das pacientes, 62,50% tiveram entre 0 a 2 partos
seguido por 37,50% que tiveram de 3 a 12 partos. Sendo os casos em que os resultados do
exame foram positivos destinam-se a pacientes destas duas faixas de nimero de partos, sendo
que dos 10 casos positivos, 9 foram em pacientes que tiveram de 0 a 2 partos, sendo um caso
positivo em pacientes de 3 a 12 filhos.

Tabela 8 - Relacio PCR-HPV e o nimero de partos normais das pacientes no distrito
de quatro bocas periodo: julho de 2008 a Mar¢o de 2009.

PARTOS NORMAIS _PCR-HPV__ Total %
Negativo Positivo
0l---3 81 9 90 62,50 %
31---12 53 1 54 37.50 %
Total 134 7 10 144 100 %

Fonte: Hospital Amazonia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - Ag¢ud. p-valor = 0,1411, Qui-
quadrado, GL =1

A varidvel Numero de Partos Normais foi submetida a avaliacdo estatistica pelo
Teste do Qui-quadrado, concluiu-se que nao ha relacdo probabilisticamente significativa entre
o Nuimero de Partos e o resultado do exame PCR-HPV (Odds Ratio = 5,66, com IC 95% de
0,69 a 46,00), pois o p-valor = 0,1411 nao € significante. Sendo assim, se aceita a hipdtese de

independéncia entre as varidveis.

5.2.7 Numero de Abortos

A Tabela 9 apresenta a freqiiéncia do exame PCR-HPV pelo Numero de Abortos
das pacientes, no periodo de Julho de 2008 a Marco de 2009, no distrito de Quatro Bocas.
Onde se verifica que a maioria das pacientes, 81,94% delas, nunca sofreram abortos. Sendo
que, dos 10 casos em que o exame de PCR-HPV foi positivo, 9 destinam-se a estas pacientes

que nunca sofreram abortos.
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Tabela 9 - Relacao PCR-HPV e nimero de abortos no distrito de quatro bocas,
periodo: julho de 2008 a Marco de 2009.

ABORTOS PCR-HPV__ Total %
Negativo Positivo
Nenhum 109 9 118 81,94
la2 25 1 26 18,06
Total 134 » 10 144 100,00

Fonte: Hospital Amazodnia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - A¢u. p-valor = 0,7945, Qui-
quadrado, GL = 1.

Ap6s a aplicacdo do Teste do Qui-quadrado, concluiu-se que ndo hd relacdo
estatisticamente significante entre a quantidade de abortos e o resultado do exame PCR-HPV
(OR = 2,06 com IC95% = 0,25 a 17,04), pois o nivel p-valor = 0,7484, Nao ¢ significante.

Sendo assim, se aceita a hipdtese de independéncia entre as varidveis.

5.2.8 Numero de Parceiro

Tabela 10 — Relacio PCR-HPV e nimero de parceiros sexuais das pacientes no
distrito de quatro bocas, periodo: julho de 2008 a margo de 2009.

PARCEIROS PCR-HPY__ Total %o
Negativo Positivo
1l---4 113 6 119 82,64
41---10 21 4 25 17,35
Total 134 7 10 - 144 100,00

Fonte: Hospital Amazonia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - A¢u. p-valor = 0,1268, Qui-
quadrado, GL = 1.

A Tabela 10 apresenta a freqiiéncia do exame PCR-HPV pelo Numero de
Parceiros das pacientes, no periodo de Julho de 2008 a Marco de 2009, no distrito de Quatro
Bocas. Onde verificamos que a maioria das pacientes, 82,64%, tiveram entre 1 a 3 parceiros

seguido por 17,35% que tiveram de 4 a 10 parceiros.

Ao realizar o Teste do Qui-quadrado, concluiu-se que ndo hé relagdo estatisticamente
significante entre a quantidade de parceiros e o resultado do exame PCR-HPV (OR = 0,27
com IC95% = 0,07 a 1,07), pois o nivel descritivo do teste foi de 0,1268, inferior ao nivel de
significancia adotado, de 0,05. Sendo assim, se aceita a hipotese nula de independéncia entre

as variaveis.

5.2.9 Faixa etaria de iniciacao sexual
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Tabela 11 - Relacdo PCR-HPV e faixa etdria de iniciacdo sexual das pacientes, no
distrito de quatro bocas periodo: julho de 2008 a Marco de 20009.

INICIO DA ATIIVIDADE PCR - HPV Total %
SEXUAL Negativo Positivo
12 --- 18 77 4 81 56,25 %
18 |--- 42 57 6 63 43,75 %
Total 134 10 144 100 %

Fonte: Hospital Amazonia de Quatro Bocas, no municipio de Tomé - Acu.p-valor = 0,4935, Qui-
quadrado

A Tabela 11 apresenta a freqiiéncia do exame PCR-HPV com inicio da atividade
Sexual das pacientes, no periodo de Julho de 2008 a Marco de 2009, no distrito de Quatro
Bocas. Verificamos que a maioria das pacientes, 56,25% delas, iniciaram a atividade sexual
entre 12 e 17 anos, seguido por 43,75% que iniciaram a atividade sexual depois dos 18 anos.
Sendo que todos os casos em que o exame de PCR-HPV foi positivo destinam-se a pacientes
que tiveram inicio de atividade sexual, depois dos 18 anos, No entanto, a maior incidéncia foi
de 77 casos de HPV negativo em pacientes que iniciaram a atividade sexual antes dos 18 anos.

Quando essas proporg¢des foram avaliadas pelo teste do Qui-quadrado concluiu-se
que ndo hd relacdo estatisticamente significante entre a idade de iniciacao sexual e o resultado
do exame PCR-HPV (OR = 0.4935 com IC95% = 0.13 a 1.83). pois o teste de hipotese

resultou no p-valor =0.4935, o qual ndo € significante.

Em resumo sobre a relacdo dos fatores de risco para HPV com o resultado do
exame PCR-HPV, pode-se concluir que dentre a amostra em estudo ha dois fatores que
aumentam consideravelmente o risco para o diagndstico positivo no teste PCR-HPV, esses
fatores sdo: a Faixa Etaria das pacientes, onde o grupo entre 18 e 27 anos € considerado de
maior risco € a Citomorfologia anormal onde 42,86% dos pacientes com esse diagndstico

obtiveram resultado Positivo na PCR-HP V.
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6 DISCUSSAO

Na regido Norte o cancer de colo do utero se constitui como umas das principais
doencas neopldsicas que acomete as mulheres na idade reprodutiva (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2008). A Populacio do presente estudo apresenta caracteristicas
distintas, quando comparada a populagdo urbana, no que diz respeito aos fatores de risco
relacionados a infec¢do pelo HPV e, por conseguinte concorréncia para uma maior incidéncia
de cancer cervical uterino.

Sabe-se que o cancer do colo uterino é uma das neoplasias com maior chance de
cura quando diagnosticado precocemente, (SILVEIRA, 2008) a existéncia de programa de
rastreamento efetivo e organizados por meio da colpocitologia oncética torna-se essencial na
reducdo das altas taxas de incidéncia e conseguinte mortalidade desta doenca. Por este motivo,
o exame citopatologico € a estratégia de rastreamento recomendada pelo Ministério da Saude
Brasileiro, prioritariamente, para mulheres entre 25 e 59 anos de idade (INSTITUTO
NACIONAL DO CANCER, 2009).

No presente estudo pode-se observar que das 144 mulheres residentes da
comunidade de Quatro Bocas do municipio de Tomé-Acu — PA, no periodo de julho de 2008 a
margo de 2009. a prevaléncia de infeccdo por HPV por diagnostico citoldgico foi de 10 (6,94
%) o que pode ser considerada baixa uma vez que essas mulheres ja vinham fazendo controle
anteriores desses, 2 (1,38%) apresentaram positividade para lesdo de baixo risco (LSIL-NIC
I); 1 (0,69%) apresentaram positividade para lesdes precursoras de alto risco de evolugao para
cancer ( HSIL — NIC II e NIC III); 6 (4,16%) foram classificadas como ASC-US (atipias de
significado indeterminado em células escamosas) por apresentarem auséncia de alteracdes
celulares que possam ser classificadas como neoplasia intra-epitelial cervical; 1 (0,69%) foram
classificadas como ASC-H (atipia de células escamosas, sem excluir lesdo de alto risco); 76 (
52,77%) apresentaram alteracdes reativo-inflamatorias, e 58 (40,27%) apresentaram resultado
negativo para malignidade,estes resultados foram similares ao estudo de Wright T. C. (et al,
2000), que avaliou 1.415 mulheres africanas de idades semelhantes, utilizando o exame de
Papanicolau e teste do DNA do HPV, em que 1.174 (83%) tiveram resultados citoldgicos
dentro dos limites da normalidade, 131 (9,26%) com ASC-US, 49 (3,46%) com lesdo intra-
epitelial de baixo risco (LSIL), 42 (2,97%) com lesdo intra-epitelial de baixo risco (HSIL) e
nenhum caso de cancer, também estdo em concordancia com o estudo de Denny (et al, 2000),
que apds o rastreamento citoldgico de 2,944 mulheres africanas , na faixa etdria semelhante a

deste estudo, foram encaminhadas para colposcopia e bidpsia, mulheres com exames
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citolégicos alterados, apresentando 84,8% dentro do limites de normalidades; 7,0% com ASC-
US:; 5,3% com LSIL; 2,7% com HSIL e nenhum caso de carcinoma escamoso.

Os resultados do presente trabalho também sdo compativeis com os encontrados
por Manos, (et al,1999) realizado com 46.009 mulheres americanas, sendo que 973 (2,11%)
que apresentaram resultados citologicos para ASC-US no exame de Papanicolau e foram
encaminhadas para histologia e citologia de repeticdo. Destas, 783 (80,4%) ficaram dentro do
limites de normalidade 124 (12,8%) com lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau e 64
(6,7%) com lesdo intra-epitelial de alto grau e nenhum com céancer. Os exames citolégicos
foram repetidos de 957 mulheres e apenas 279 (29,2%) confirmaram resultado positivo para
ASC-US 54 (5,6%) com LSIL; 23 (2,4%) com HSIL e 585 (61,1%) ficaram dentro dos limites
de normalidade.

Ao analisar os fatores de risco das mulheres que participaram da pesquisa,
observamos que dois fatores aumentaram consideravelmente o risco para o diagndstico
positivo no teste PCR-HPV, a idade estd dentre um desses fatores, observamos que as
mulheres entre 18 a 27 anos de idade, estavam entre as mais afetadas, das 39 pacientes, 7
(sete) apresentaram diagndstico positivo para PCR-HPV, portanto equivalente a 17,9%. Por
outro lado, entre as 105 pacientes com idade entre 28 a 75 ocorreram apenas 3 (trés) casos
positivos (2,9%) e outra varidvel significativa neste estudo foi a relacdo citologia x PCR-HPV.

A faixa etdria com maior incidéncia de alteragdes atipicas (27,08%;39/144) foi de
18 a 27 anos de idade (Tabela 3). No estudo de Stival, (et al, 2005) realizado no Ambulatério
de Ginecologia e Obstetricia do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), a idade das
pacientes que apresentaram significativas altera¢des citopatoldgicas variou de 18 a 69 anos,
com idade média de 36,5 anos e o intervalo de idades que apresentou o maior nimero de
exames anormais (38%; 23/59) foi dos 18 aos 29 anos. Os dados do presente estudo diferem
do estudo de Stival (et al, 2005), sendo que essas diferencas podem ser explicadas pelo fato
de, que em nosso estudo, a amostra ser maior e compreender um intervalo maior de idades .
Porém encontramos alguma semelhanca com relacdo as idades onde foram encontradas as
maiores incidéncias de alteracOes celulares atipicas. (STIVAL et al, 2005). A correlacdo entre
o grau de escolaridade e a presenca do HPV ndo mostrou diferenca estatisticamente
significativa. Entretanto houve uma prevaléncia maior nas pacientes com nivel médio de
ensino (47,92%), enquanto nas pacientes com mais ano de estudo (nivel superior), ndo foi
encontrado nenhum caso (Tabela 2).

Este fato nos sugere que a falta de informacdo acerca do HPV, aliado a uma ma

cobertura dos programas de controle do cancer do colo uterino ainda se constitui em uma
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alternativa significativa a ser trabalhada. Kornia (et al, 2002) encontraram maior prevaléncia
por HPV nas mulheres com menor escolaridade. Entretanto Adam (et al, 2000) ndo
encontraram associac¢do entre o nivel de educacdo e a infeccdo por HPV. Este achado pode
revelar a dificuldade de analisar um dado isolado, uma vez que a associacdo com outros
fatores de risco € possivel.

Ao observar o ndimero de gestacdes, verificamos que as mulheres participantes
deste estudo, apresentaram em sua maioria até duas gestagdes, este grupo de mulheres
juntamente com as demais que apresentaram mais de trés, foram as mais prevalentes entre as
amostras positivas para HPV, este dado difere da realidade nacional, que segundo pesquisa
realizada pelo ministério da saude em 2006 € de 1,8 filhos por mulher.

Em relacdo ao numero de gestacdes nossos resultados mostram uma diminuicao da
prevaléncia do HPV, com a maior paridade, estando de acordo com os dados da literatura. No
entanto, divergem dos descritos por Gopalkrishina (et al, 1980), que demonstraram uma maior
prevaléncia na infec¢io pelo virus com aumento do ntimero de gravidez (India) e justificaram
pelo inicio precoce da vida reprodutiva, pela multiparidade com curto intervalo de partos. Isto,
segundo os autores, poderia facilitar a replicacio do virus com maior frequéncia e,
consequentemente, perpetuar a infecgao.

Dentre as varidveis epidemioldgicas analisadas no estudo, a faixa etdria e a
associagdo citologia e PCR mostram associagdo estatisticamente significativa com a infec¢ao
pelo HPV.

Nao houve associacdo entre as varidveis: escolaridade, nimero de parceiros,
nimero de gestacdes, nimero de abortos, profissdo, nimero de filhos, nimero de partos, ndo
demonstraram associacdo com o cancer de colo uterino. Esses dados divergem dos resultados
obtidos por Rama (et al, 2008) nas cidade de Sao Paulo e Campinas, onde todas as varidveis
apresentaram forte associacdo com a infec¢do. Por outro lado no nordeste brasileiro,
Fernandes, (et al, 2009) verificaram associacdo entre idade, nimero de parceiros, atividade
sexual.

Pdde-se observar que no presente estudo a quantidade de casos descritos com
ASC-US (4,17%) encontram-se dentro das taxas registradas na literatura para atipia de
significado indeterminado de célula escamosa, entre 0,2- 9%, o mesmo nao acontecendo com
relagdo aos casos descritos como LSIL (1,38%) percentual este abaixo aos encontrados na
literatura, e as maiores taxas desta atipia foram encontradas em mulheres com idade superior a
49 anos, o que ndo € caracteristico deste grupo, ja que, estudos demonstram que a maior

prevaléncia de LSIL ocorre em mulheres na faixa etédria abaixo de 35 anos e tende a diminuir
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progressivamente com o avangar da idade (SILVEIRA et al, 2008), tal resultado foi
identificado em 60% das mulheres que apresentavam idade inferior a 34 anos, este dado
também ndo condiz com a literatura, onde estudos mostram que as maiores prevaléncias sao
encontradas em mulheres abaixo de 25 anos, com progressivo decréscimo linear apds esta
idade alcangando valores inferiores a 5% apds 55 anos.

Identificou-se, também, neste estudo que 03 pacientes (2,08%) apresentaram
alteracoes celulares associadas a infec¢ao pelo HPV, dados coerentes com o relato da literatura
que indica uma variacdo de 2 a 48% na ocorréncia de HPV, sendo essas diferencas
encontradas de acordo com a regido de estudo. A comparacdo entre o resultado citoldgico e
infeccdo pelo HPV, no presente trabalho, revelou que duas (02) mulheres, ou seja, 20% que
ndo apresentaram alteracdo citoldgica, eram positivas para HPV, diversos fatores contribuem
para isso, dentre eles estdo a coleta e qualidade do esfregaco que € fundamental em citologia
para prevenc¢do do cancer do colo uterino. Esses resultados divergem dos achados de Carvalho
(et al, 2005), na cidade do Rio de Janeiro, em que 25% da infec¢do foi detectada em mulheres
normal, e entre as mulheres com lesdes pré-malignas a prevaléncia foi de 100%. Em Belo

Horizonte, Freitas (et al, 2007) identificaram o HPV em 94,4% das lesdes pré-malignas.
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7 CONCLUSAO

A prevaléncia da infec¢do pelo HPV (6,94%) em mulheres rastreadas para o
cancer cervical e atendidas no Laboratorio do Hospital Amazonia de Quatro Bocas, municipio
de Tomé-Acu, Estado do Pard, mostrou-se inferior a prevaléncia descrita em outros Estados
brasileiros.

As alteragdes celulares referentes ao HPV identificados no presente estudo
eram, em sua maioria, de baixo risco (20%,/02/10). Entretanto, a identificacdo de atipias de
células escamosas de significado indeterminado (70%) sugere o acompanhamento clinico e
investigacdo detalhada das mulheres infectadas a fim de evitar a evolucio desses casos para a
neoplasia.

A predominancia da infeccio em mulheres com resultado citolégico dentro da
normalidade reforca a idéia de que a infeccdo pelo HPV ndo provoca, de imediato, alteracdes
citolégicas e o método de Papanicolau ndo apresenta alto grau de sensibilidade na
investigacdo da infec¢do pelo HPV, sendo empregado apenas como um método de triagem.

O presente estudo verificou a associacdo estatisticamente significativa entre a

infecg@o pelo HPV, e faixa etdria e a associag@o entre a citomorfologia e o resultado da PCR-

HPV.
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ANEXOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

ANEXO 1 - TERMO DE CONSSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estou sendo convidado a participar de uma pesquisa sobre PREVALENCIA DE PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPYV)
EM MATERIAL CERVICO-UTERINO DE MULHERES DE TOME-ACU-PARA, que serd desenvolvida no
Laboratédrio de Biologia Celular e Molecular do Nicleo de Medicina Tropical, da Universidade F
ederal do Para.

Para que eu decida em participar ou ndo da pesquisa me foram prestadas as seguintes informagdes:

. O titulo do projeto é Prevaléncia da Infeccdo pelo HPV em material cérvico-uterino de mulheres de Tomé-Agu-Pard.
pelo Laboratério de Citopatologia da UFPA, na cidade de Belém, Para.
. Essa pesquisa ndo oferece riscos bioldgicos, porque as préticas sdo de uso rotineiro. Uma pequena quantidade de

secrecdo cervical serd coletada e, posteriormente estocada a -20°C no Laboratério de Biologia Molecular do NMT da UFPA
para pesquisas futuras, caso seja permitido pelo participante.

. Toda nova pesquisa com material estocado serd submetida 2 aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa.

. Serdo utilizados materiais esterilizados descartdveis, como espéculo e escovas endocervicais, nao oferecendo risco
de contaminacdo para a pessoa. No entanto, algum desconforto pode ocorrer.

. Ninguém € obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa poderd de deixar a pesquisa no momento
em que quiser, pois ndo havera prejuizo pessoal por esta causa.

. Esta pesquisa ndo oferece qualquer possibilidade de ajuda financeira aos voluntdrios que participarem do estudo.

. O resultado deste trabalho serd convertido em beneficio para todos os que participarem através da realizacido dos
testes e auxilios dos 6rgdos competentes caso necessario.

" A participagdo na pesquisa ¢ sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores ficardo sabendo de sua

participacdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo neste trabalho, sem a identificacdo individual do
participante.

Prof* Mihoko Yamamoto Tsutsumi.
Universidade Federal do Pard, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Patologia, Laboratério de Citopatologia, Rua
Augusto Corréa n°1 — Guamd, Fone/Fax: (91) 3201-8429.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido acerca do
contetddo da mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da
pesquisa cooperando com a coleta de material para exame, permitindo que o mesmo seja armazenado para pesquisas futuras.
Belém, / /

Assinatura do participante

Prontudrio: Protocolo:
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
LABORATORIO DE CITOPATOLOGIA

ANEXO 2 - INFORMACOES PESSOAIS

LAMINA N° DATA DA COLETA:

QUESTIONARIO CLINICO-EPIDEMIOLOGICO

NOME: IDADE:
ENDERECO TELEFONE:
ESTADO CIVIL:
PROFISSAO/OCUPACAO:
ESCOLARIDADE: ( ) ANALFABETA ( ) 1° GRAU COMPLETO

( ) 1° GRAU INCOMPLETO ( ) 2° GRAU COMPLETO

( ) 2° GRAU INCOMPLETO ( ) 3° GRAU COMPLETO
FUMANTE: ()SIM ( YNAO

ASPECTOS DO COLO UTERO

( ) HIPEREMIADO OUTROS:
( )FERIDO

( ) ECTOPIA




DADOS DA ANAMNESE

MENARCA: ANOS DUM._ /| | fNICIO DA VIDA SEXUAL: ANOS
TEM VIDA SEXUALMENTE ATIVA: () SIM ( )NAO HA QUANTO TEMPO:____
N° DE PARCEIROS NO ULTIMO ANO:

N°DEFILHOS:___ N°DE PARTOS NORMAIS:___ ABORTO:____ ESTA GRAVIDA:

USO DE ANTICONCEPCIONAL: ( ) SIM  ( )NAO ( )JA USOU PERIODO DE USO:___

USA REMEDIO PARA TRATAR A MENOPAUSA: ( )SIM ( )NAO

DIABETICO: ( )SIM ( )NAO RADIOTERAPIA: ( )SIM ( )NAO QUANDO:____ ORGAO:____
FEZ ALGUMA CIRURGIA: ( )SIM ( )NAO ORGAO: ( )YCAUTERIZACAO ( )BIOPSIA
JA FEZ PREVENTIVO: ( )SIM ( )NAO EM QUE ANO FEZ O ULTIMO: ONDE:

TOMA REMEDIO PRA VERME: ( )SIM ( )NAO ULTIMA VEZ QUE TOMOU:

SINTOMATOLOGIA
SECRECAO VAGINAL: ( )SIM ( )NAO INTENSIDADE:( )SIM ( )NAO

COR: ( )JAMARELO OURO ( )JAMARELO CLARO ( )ACINZENTADO ( )BRANCO LEITOSO
ODOR: ( )SIM ( )NAO

OUTROS SINTOMAS
ARDENCIA AO URINAR: ( )SIM ( )NAO
PRURIDO/COCEIRA: ( )SIM ( )NAO
DOR NO BAIXO VENTRE DURANTE AS RELACOES SEXUAIS ( )SIM ( )NAO
SANGRAMENTO: ( )SIM ( )NAO

PARCEIROS COM SINTOMAS: ( )SIM ( )NAO
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Universidade Federal de Para

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO INSTITUTO DE
CIENCIAS DA SAUDE DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA

Carta Provisoria: 173/08 CEP-ICS/UFPA Belém, 04 de novembro de 2008.

A:
Profé. Dr2. Maisa Silva de Souza

Senhora Pesquisadora,

Temos a satisfacdo de informar que seu projeto de pesquisa “Avaliagdo da
citologia clinica na prevengao e detecgdo precoce de cancer” protocolo n° 156/08 CEP-
ICS/UFPA, foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para, na reunido do dia 09 de
setembro de 2008.

Assim, Vossa Senhoria tem o compromisso de entregar o relatério parcial do
mesmo no dia 10 de agosto de 2009, no CEP-ICS/UFPA, situado na Cidade Universitaria
Professor José da Silveira Netto - Guama, Campus profissional, no Complexo de sala de
aula do ICS - sala 13 (Altos).

Atenciosamente,

Prof. DiWsiTace aiﬁwun@raujo dos Santos.

oordenador do CEP-CS/UFPA

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Para
(CEP-ICS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS - Sala 13 - Cidade Universitaria Professor José da Silveira Netto, n° 01,
Guamé — CEP: 66075-110 - Belém-Para. Tel./Fax. 3201-8028/3201-7735 E-mail: cepccs@ufpa.br



