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RESUMO

A historia natural do cancer do colo do utero esta fortemente relacionada a presenca
de infeccdo pelo Papilomavirus humano (HPV), a sua relagdo com o cancer cervical
€ preocupante, pois uma em cada quatro mulheres apresentam contaminacéo pelo
virus. A estimativa é que 70% de todos os céanceres cervicais do mundo sdo
provocados pelos HPV 16 e 18. Dessa forma, a realizacdo do presente estudo
objetivou contribuir para a identificacdo dos subtipos virais de HPV circulantes na
populacdo de Manaus-AM. Foi feita a coleta de amostra cervical de 49 mulheres,
dentro dos critérios de elegibilidade do estudo, entdo, feita a extracdo do DNA das
amostras e analisadas quanto a presenca do virus no material genético, por reacéo
em cadeia de polimerase (PCR), utilizando os primers genéricos (GP05/06), por fim,
foi feita a identificacdo dos subtipos virais presentes, utilizando primers especificos
dos principais subtipos ja estudados (16 e 18). O DNA-HPV positivo foi detectado
em 100% das amostras incluidas no trabalho. O HPV 16 foi o tipo mais prevalente
na maioria das lesdes com 29 (59,2%) dos casos positivos e o HPV 18 foi detectado
em 4 (8,2%) mulheres. InfecgBes mdltiplas ocorreram em 8,2% dos casos e as
infecgdes por outros tipos de HPV foram detectadas em 40,8% das amostras. Esses
dados tém implicacdes clinicas quando se considera a efetividade na prevencao das
Neoplasias Cervicais das atuais vacinas profilaticas para HPV, dado que sua

cobertura, em relacdo aos HPV de alto risco oncogénico, é restrita aos tipos 16 e 18.

Descritores: Cancer do colo do utero; papilomavirus humano; HPV 16; HPV 18;
Manaus-AM.



ABSTRACT

The natural history of cervical cancer is strongly related to the presence of
papillomavirus (HPV) infection, its relation with cervical cancer is worrisome because
one in each four women has virus contamination. It is estimated that 70% of all
cervical cancers in the world are caused by HPV 16 and 18. Thus, the realization of
this study aimed to contribute to identifying the viral subtypes of circulating HPV in
the population of Manaus-AM. Was then made the collection of cervical sample of 49
women, within the criteria of eligibility of the study, was made DNA extraction from
the samples and analysis of the presence of the virus in the genetic material, by
polymerase chain reaction (PCR), using the generic primers (GP05/06), finally, the
identification of the viral subtypes present, using specific primers of the major
subtypes already studied (16 and 18). Positive HPV-DNA was detected in 100% of
the samples included in the study. HPV 16 was the most prevalent type in most
lesions with 29 (59.2%) of the positive cases and HPV 18 was detected in 4 (8.2%)
women. Multiple infections occurred in 8.2% of cases and infections by other types of
HPV were detected in 40.8% of samples. These data have clinical implications when
considering an effectiveness in the prevention of Cervical Neoplasms of current
prophylactic HPV vaccines, since their coverage, relative to the HPV of oncogenic
high risk, is restricted at 16 and 18.

Keywords: Cervical cancer; Human papillomavirus; HPV 16; HPV 18; Manaus-AM.



Lista de Figuras

Figura 1. Esquema da morfologia interna dos Papilomavirus humanos. Observa-se a
dupla fita de DNA circular em verde, como material genético, bem como o capsideo

aqui representado na cor marrom. (Fonte: http://pt.dreamstime.com). ..................... 17

Figura 2. Representacdo esquematica do genoma do HPV. Observa-se as fases de
leitura organizadas em trés regides: a regido precoce (composta pelos genes E1,
E2, E4, E5, E6, E7), a regido tardia (composta pelos genes L1 e L2) e a regido
controladora LCR. (Fonte: Adaptado de Mufioz, 2006)............ccceuvvviiiieeeeeeeeeeiiinnnnnn. 18

Figura 3. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% com produtos amplificados
por PCR para os primers genéricos de HPV. C+: Controle positivo; 33-22: Amostras;
C-: Controle negativo; M: Marcador molecular de 100pb, da Invitrogen Life

TECNNOIOGIES. ... 30

Figura 4. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% com produtos amplificados
por PCR para os primers especificos de HPV 16. C+: Controle positivo; 01-14:
Amostras; C-: Controle negativo; M: Marcador molecular de 100pb, da Invitrogen Life

JLIC=Te] 1] 0T (o T 1 SO 31

Figura 5. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% com produtos amplificados
por PCR para os primers especificos de HPV 18. C+: Controle positivo; 01-14:
Amostras; C-: Controle negativo; M: Marcador molecular de 100pb, da Invitrogen Life

JLIC=Te] 1] 0T (o T 1 SO 31



Lista de Tabelas

Tabela 1. Distribuicdo segundo os resultados de diagndstico molecular das mulheres

amostradas em duas unidades de referéncia, Manaus — AM........ccooooveiiiiiciiieieeneen.. 31

Tabela 2. Relagcdo entre os resultados do HPV 16 e HPV 18 em mulheres

amostradas em duas unidades de referéncia, Manaus - AM. .....c.covveveiiiiiieiiineeeenn, 31

Tabela 3. Resultados das citologias em relacdo ao HPV 16 em mulheres amostradas

em duas unidades de referéncia, Manaus - AM. ... 32

Tabela 4. Resultados das citologias em relacdo ao HPV 18 em mulheres amostradas
em duas unidades de referéncia, Manaus - AM. ...........ciiiiiieiiiiiiiiiiiin e 33



Lista de Graficos

Grafico 1. Distribuicdo segundo as unidades de saude que fizeram parte da
PESAUISA, MANAUS = AM. ... it e e e e e e et e e e r 29

Grafico 2. Distribuicdo segundo a idade das mulheres amostradas, Manaus - AM. .29



Lista de Siglas

AM - Amazonas

ASC-US - Células escamosas atipicas de significado indeterminado
ASC-H - Células escamosas atipicas em que néo é possivel se excluir uma lesdo de
alto grau

DNA - Acido Desoxirribonucléico

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

E1-E7 - Regido precoce ou early do genoma do HPV

HPV - Papilomavirus Humano

IARC - International Agency for Research on Cancer

INCA - Instituto Nacional de Cancer

L1 - Regido tardia ou late do genoma do HPV — proteina do capsideo principal
L2 - Regido tardia ou late do genoma do HPV — proteina do capsideo
LCR - Regido longa de controle presente no genoma do HPV

NIC - Neoplasia intraepitelial cervical

NIC | - Neoplasia intraepitelial cervical grau |

NIC Il - Neoplasia intraepitelial cervical grau Il

NIC Il - Neoplasia intraepitelial cervical grau Ill

ORF - Open read frame ou regiao aberta de leitura

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase

PAM - Policlinica Codajas

PJBS - Policlinica Jodo dos Santos Braga

TCLE - Termo de Consentimento Livre Esclarecido

UEA - Universidade do Estado do Amazonas

UFCSPA - Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre



SUMARIO

N 2T 5101 07.Y @ LR 12
2. REFERENCIAL TEORICO ....cuviviiieeieeceee ettt sttt setssaeesste s annaeenes 14
P2 =1 o 1o [T 0 0o 0o - NSRS STTSTSRN 14
2.2 Cancer do Colo do Utero, Neoplasias € 0 HPV ...........cccceeeeieoeceeeeereseseeeseeeesesse e 15
2.2.1 HPV € Su@ eStrUtUra GENOIMICA ... ..coueeiuiieiiieiteeitiesiieeiee et ste et estee e snteabe e st e seeesneesneeeneeenneens 16
2.2.2 ClasSifiCaCA0 HOS HPV ... ..ottt st sttt st e e e sneeeneeeneen 18
2.2.3 Ciclo replicativo dOS HPV .......oooiiiiiiie ettt te e s e et e s e sna e nneeeenees 19
P22 1 B I - To | [0 1= 1o RS SUSTSR 20
2.4 Biologia MOIeCUIAr € 0 HPV ...ttt ee e 21
T O 2 TN | I @ 1 T OSSR 23
N B =T - 1 RO PURPUROURURRN 23
R T = o =Y o 1o LSOOI 23
4. METODOLOGIA ...ttt ettt e ettt e sttt e et e e smte e e emeeeaaeeesmteeeamseeaneeeanneeenneeeans 24
4.1 Tipo de estudo € 10CaIS UE EXECUGED..........ueevireerireesieeitreesieeesteeesaeessteeesteeateeesseeesnreeesnreeans 24
4.2 Critérios de ElegibIlIdade ............occoiieieiec et 24
N A O 11 =] [0 130 (= | o[ 7= T S STRUSTSN 24
4.2.2 CritrioS 08 EXCIUSAO ......eoueeieeieieie ettt sttt ettt se et e saeeneeneeane e e e 24
4.2 Coleta e obtenGa0 dO MALEITAL........ciiiiiiiiie e e e 24
I B = Vo= To l o [0 1 I OSSR 25
4.4 PCR para deteCGCA0 dO DNA VIFal.......cccviiiiieiiii ettt se e rtee s ve e tee e st e s aaa e stan e ntaeesnnee e 25
4.5 PCR para detecGao do SUDLIPO VIl ......cveiiuiiiiiiiiee et 26
4.6 ANALISES ESTALISHCAS ... veeivieieiiiiieie ettt sttt e teesteesteeereeeneeenteenneens 27
5. ASPECTOS ETICOS ...ttt ettt ettt ettt ss et e et e te e s esessesesenn e 28
B. RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e et e e et e e smte e e ame e e emteeeamteeeamseeeneeeaneeeaneeeannneeans 29
ST O o1 = - OSSR 29
6.2 DeteCCa0 € TIiPAgEM Vilal.......ccoviiiiiicie ettt e e sna e e b e e nnteeennes 30
6.3 Comparacao dos resultados dos exames citolégicos com as andlises de biologia molecular... 32
7. DISCUSSAD ..ottt 34
8. CONCLUSAOD ...ttt s s 37
9. REFERENCIAS ...ttt 38
L0, ANEXO .., 44
10.1 Parecer Favoravel do COMIt de ELICA..............ccvueveveveeeeceeeeeeeeereee e en e 44

10.2 Termo de Consentimento Livie € ESCIAr€CIAO ........oovvveeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45



12

1. INTRODUCAO

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) é a principal causa das
ocorréncias de cancer cervical e neoplasia intraepitelial cervical (NIC) em todo o
mundo. Cerca de 500 mil casos de cancer cervical surgem a cada ano e 200 mil
mulheres morrem eventualmente da doenca. Estima-se que, aproximadamente, 291
milhdes de mulheres no mundo sdo portadoras do HPV e que 80% das mulheres
sexualmente ativas serdo infectadas por um ou mais tipos desse virus em algum
momento de suas vidas, ocorrendo, diversas vezes, de forma assintomatica (INCA,
2012).

No Brasil, o cancer uterino é a terceira causa de morte Neoplasia.
Consequentemente, ha forte motivacdo para avaliar o uso de testes de HPV na
triagem do cancer cervical, que outras melhorias na normalizacdo dos métodos de
ensaio. Em 2016, foram estimados 16.340 novos casos de cancer do colo do utero.
Na analise regional, o cancer do colo do Utero se destaca como o0 primeiro mais
incidente na regiao Norte do Brasil, com 23,97 casos por 100.000 mulheres (INCA,
2015). A compreensdo do HPV é de fundamental importancia para o controle do

cancer do colo uterino.

O cancer de colo do utero afeta predominantemente células escamosas, as
quais sofrem alteragcbes que induzem a sua proliferacdo descontrolada e o
crescimento desordenado e progressivo do epitélio, cujo avanco da doenca pode
causar a invasdo de tecidos fora do colo, em um periodo aproximado de 10 a 20
anos, dando a paciente um mau progndéstico (FERREIRA, 2009; INCA, 2012).

Os virus do papiloma humano (HPV) pertencem ao género Papilomavirus
(familia Papillomaviridae). J& foram descritos mais de 100 genoétipos de HPV e
aproximadamente 40 tipos infectam as regides genitais. A maior parte das lesdes
causadas na pele ou em mucosas pelo HPV apresenta crescimento limitado e
regride espontaneamente. Alguns tipos de HPV podem, entretanto, levar a formacgéo
de verrugas. No caso de infecgao cervical persistente, pode haver alto risco de a
mulher desenvolver lesdes pré-cancerigenas podendo, em alguns anos, progredir
em cancer (CDC, 2010).
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A transmissao do HPV ocorre por contato direto com a regiao infectada. Os
HPV genitais séo transmitidos durante as relacdées sexuais, quando podem ocorrer
lesbes em diversos locais, como vagina, ceérvice, pénis e anus. O uso de
preservativos diminui a possibilidade de transmissdo do HPV, mas ndo a evita
completamente, uma vez que o virus poderia ser transmitido até por atividades
sexuais em que ndo ocorre a penetracdo. Dessa forma, alguns autores acreditam
gue a contaminacao so possa ser efetivamente evitada pela abstinéncia de qualquer
pratica sexual (NADAL e NADAL, 2008).

As verrugas genitais encontradas no anus, pénis, vulva ou em qualquer outra
area da pele ou mucosas podem ser diagnosticadas por exames uroldgicos,
ginecoldgicos ou dermatologicos. Entretanto, no caso das lesfes precursoras do
cancer cervical decorrentes de infeccdo pelo HPV, o diagnostico s6 pode ser feito
através do exame citopatolégico, conhecido como exame preventivo de

Papanicolau.

Estudos indicam que a implantacdo desse exame com boa qualidade de
testagem tem diminuido a incidéncia desse tipo de cancer e sua mortalidade em
diversos paises (SASLOW et al.,, 2012). No Brasil, recomenda-se o rastreamento
prioritario para mulheres que tem ou ja teve vida sexual e que estdo entre 25 e 64
anos de idade. Ainda segundo as recomendacdes, 0s dois primeiros exames devem
ser anuais e, caso ambos os resultados sejam normais, 0os exames devem ser

repetidos com periodicidade de trés anos (INCA, 2015).

Diante do exposto, em funcdo de o cancer do colo do Utero ser o mais
incidente na regido Norte e haver poucos trabalhos publicados com essa tematica,
propomos a realizacdo deste projeto, para contribuir no estudo dos subtipos do virus

HPV nesta regido do Brasil.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia

A totalidade de novos casos de cancer no mundo leva a crer que a maioria
ocorra em paises em desenvolvimento, e pelo menos um ter¢co deles poderia ser
evitado (SOUSA et al., 2011; INCA, 2012). Mesmo na tentativa de se criar padroes
mais caracteristicos de paises ricos em relacdo aos de baixa e média renda, o
padrdo estd mudando rapidamente e vem-se observando um aumento progressivo
nos canceres de pulmdo, mama e colon e reto, 0os quais, historicamente, nao

apresentavam essa importancia e magnitude (INCA, 2012).

No entanto, quando mencionado tumores malignos nos O6rgdos genitais
femininos, sem duavida, o cancer de colo de Utero se torna o tipo mais frequente. A
prevaléncia dessa neoplasia evidencia-se entre a faixa etaria dos 20 aos 29 anos e,
0 risco aumenta rapidamente até atingir seu pico, geralmente na faixa etaria entre 50
a 60 anos e, ao mesmo tempo, que a doenca possui grande frequéncia, com
excecdo do cancer de pele, é o tipo de cancer que apresenta maior potencial de
prevencao e cura quando diagnosticado precocemente (INCA, 2012; MEDEIROS et
al., 2005).

Mundialmente, o cancer do colo uterino, possui uma prevaléncia de 7,9% de
novos casos ao ano, com indice de mortalidade de 7,5% das mulheres acometidas
pela doenca e a prevaléncia da neoplasia chega a, até, 9% dos casos (IARC, 2014).
Em locais como a Africa e América Latina, este tipo de cancer apresenta altos
coeficientes de prevaléncia e mortalidade, em mulheres em periodo reprodutivo e de
baixo nivel socioeconédmico. Dessa maneira, a doenca compromete seus papéis no
mercado de trabalho e as priva do convivio familiar, acarretando prejuizo social
consideravel (MEDEIROS et al., 2005; De MENDONCA, 2006).

Em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, se observa uma reducao
na prevaléncia e mortalidade da doenga nos ultimos 50 anos, em, aproximadamente,
1,5% dos casos ao ano, cujo decréscimo é resultante de programas de rastreamento
sistematicos em populagcdes de risco, que utilizam o exame de Papanicolau para
deteccdo de lesdes ainda iniciais, antes do desenvolvimento do cancer invasivo (De
MENDONCA, 2006).
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Estima-se que, aproximadamente, 291 milhdes de mulheres no mundo sao
portadoras do HPV e que 80% das mulheres sexualmente ativas serdo infectadas
por um ou mais tipos desse virus em algum momento de suas vidas, ocorrendo,
diversas vezes, de forma assintomatica (INCA, 2012). No Brasil, as taxas de
mortalidade por cancer do colo do Utero sédo elevadas, sendo em algumas regides o
tipo de cancer mais comum na populacdo feminina (WOLSCHICK et al., 2007). Em
2016-2017, sao esperados no Brasil, 16.340 casos novos, com um risco estimado de
15,85 casos a cada 100 mil mulheres. Na analise regional, o cancer do colo do utero
se destaca como o primeiro mais incidente na regidao Norte do Brasil, com 23,97
casos por 100.000 mulheres (INCA, 2015). A compreensdo do HPV é de

fundamental importancia para o controle do cancer do colo uterino.

Ao considerar que o cancer de colo uterino € uma neoplasia com incidéncia e
mortalidade elevadas, passivel de deteccdo precoce e alto poder de cura, se
detectada em estagios iniciais, destaca-se a importancia da realizacdo do exame de
Papanicolau, a fim de que haja a acdo preventiva e o controle da doenca (AMORIM
et al., 2006; ANDRADE et al., 2014).

2.2 Cancer do Colo do Utero, Neoplasias e o HPV

Estudos epidemiolégicos e experimentais tém demonstrado a associacao
entre o HPV e o cancer de colo uterino. O HPV esta implicado em 99,7% dos casos
de carcinoma cervical no mundo todo. Os HPV 16 e 18 sé&o os dois tipos
carcinogénicos mais importantes e responsaveis por cerca de 70% dos carcinomas
cervicais e 50% das neoplasias intraepiteliais de grau lll. A infeccdo do HPV foi
reconhecida como a principal causa de cancer do colo uterino pela Organizagcao
Mundial da Saude (OMS), em 1992.

O cancer de colo do utero afeta predominantemente as células escamosas,
gue sofrem alteracdes como proliferagéo descontrolada, crescimento desordenado e
progressivo do epitélio. O avanco da doenca pode atingir outros tecidos, além do
colo, em um periodo aproximado de 10 a 20 anos, dando a paciente um mau
prognéstico (FERREIRA, 2009; INCA, 2012).
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Este tipo de cancer ainda é um problema de saude publica em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, pois alcanca altas taxas de prevaléncia e
mortalidade em mulheres de extratos sociais e econdmicos mais baixos, sendo o
terceiro tumor mais frequente na populacdo feminina, atras apenas do cancer de
mama e do colorretal, e a quarta causa de morte de mulheres por cancer no Brasil
(CESAR et al., 2003).

Em relacdo aos fatores de risco que envolvem a doenca, desde 1992, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) avalia, que a persisténcia da infeccao pelo
HPV em altas cargas virais representa o fator de risco predominante para o
desenvolvimento da doenca. Sabe-se também que a infec¢do pelo HPV é essencial,
mas nao suficiente para a evolugédo do céancer (COSER et al., 2012; MELO et al.,
2009).

Além disso, outros fatores somados a infeccdo pelo virus, sdo de suma
importancia para o processo de carcinogénese, 0s quais podem ser relacionados a
idade, estado civil, vida sexual, promiscuidade sexual, paridade, nivel
socioeconbmico, co-infecgbes por outros agentes, tabagismo, periodicidade da
realizacdo do exame de Papanicolau, ativacdo do sistema imune, ou composi¢ao
genética do hospedeiro (AMORIM et al., 2006; MELO et al., 2009; ALBUQUERQUE
et al., 2008).

2.2.1 HPV e sua estrutura genémica

Os HPV séo virus ndo envelopados, arredondados, com cerca de 55 nm de
didmetro e apresentam uma capa proteica, denominada capsideo (Figura 1). O HPV
pertence a familia dos Papillomaviridae e € responsavel por uma infeccéo
transmitida sexualmente, conhecida como condiloma acuminado, verruga genital ou
também crista de galo (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
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DNA

Capsid
protein

Figura 1. Esquema da morfologia interna dos Papilomavirus humanos. Observa-
se a dupla fita de DNA circular em verde, como material genético, bem como o
capsideo aqui representado na cor marrom. (Fonte: http://pt.dreamstime.com).

O genoma do HPV é formado por duas fitas circulares de DNA, ligadas
covalentemente e associadas a histonas codificadas por genes da célula
hospedeira. O genoma consiste de oito a nove sequéncias de leitura aberta (Open
Reading Frames - ORF) e, compreende trés regides conhecidas como regiao
precoce (early region - E), regido tardia (late region - L) e a regido de controle (Long
Control Region — LCR) (KENNETH, 1996; ZIELINSKI et al., 2003; MUNGER et al.,
2004).

O genoma viral é constituido por seis genes de expressao precoce (Early —
El, E2, E4, E5, E6, E7) e dois que se expressam tardiamente (Late — L1, L2),
conforme observado na Figura 2. Os genes de expressdo precoce codificam varias
proteinas com capacidade de regular a transcricao e a replicacédo viral e de controlar
o ciclo da célula hospedeira. Essa ultima propriedade seria responsavel pela
capacidade oncogénica desses virus. Os genes L1 e L2 sdo altamente conservados

e codificam as proteinas que formam o capsideo (CAMARA et al., 2003).



18

L2

L1

Figura 2. Representacé@o esquemética do genoma do HPV. Observa-se as fases
de leitura organizadas em trés regifes: a regido precoce (composta pelos genes
El, E2, E4, E5, E6, E7), a regido tardia (composta pelos genes L1 e L2) e a
regido controladora LCR. (Fonte: Adaptado de Mufioz, 2006).

Seu capsideo contém 360 coOpias da proteina L1 e 12 cOpias da proteina L2
organizadas em 72 capsdmeros, unidades morfologicas, dispostas com uma simetria
icosaédrica (DOORBAR, 2005; SANTOS, 2006; CAVALCANTI e CARESTIATO,
2006).

O risco oncogénico do virus esta diretamente relacionado ao comportamento
de seu genoma no nudcleo da célula hospedeira. HPV de baixo risco oncogénico
tendem a manter o seu DNA integro, circular e epissomal, diferente dos HPV de alto
risco oncogénico, cujas fitas de DNA circular se abrem, sofrem delegbes e se

integram ao genoma da célula hospedeira (FERRAZ et al., 2012).

2.2.2 Classificagdo dos HPV

Os tipos de HPV sao classificados entre virus de alto ou baixo risco
oncogénico, de acordo com a propensao das células infectadas a transformacao
neoplasica (FERRAZ et al., 2012).

Atualmente, sdo conhecidos mais de 100 tipos diferentes de HPV, sendo que
20 destes possuem tropismo para epitélio escamoso do trato genital inferior (colo,

vulva, corpo do perineo, regido perianal e anal), dos quais sdo considerados como
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de baixo risco para o desenvolvimento de cancer os nimeros 6, 11, 26, 40, 42, 53-
55, 57, 59, 66 e 68 (relacionados principalmente a lesbes benignas, tais como
condiloma e também a Lesao Intraepitelial de Baixo Grau - LSIL. No entanto, os de
meédio e alto risco sdo os de numeros 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56 e 59, que
estdo fortemente relacionados a Lesdes Intraepiteliais de Alto Grau — HSIL e cancer
(DERCHAIN et al., 2005).

No hospedeiro humano, os HPV provocam diversas consequéncias,
dependendo do tipo viral. Os HPV denominados de baixo risco (6, 11, e outros)
estdo associados a crescimentos epiteliais benignos na pele e mucosas, enquanto
os HPV de alto risco (principalmente 16, 18, e 45) associam-se a lesdes
neoplasicas, principalmente no colo uterino, onde DNA-HPV (insers6es de genes do
HPV no DNA do hospedeiro) pode ser detectado em até 95% das lesdes, por
métodos moleculares (FRANCO et al.,, 2001). Albring et al., (2006) observaram
variacfes geograficas quanto aos tipos de HPV detectados nas amostras de tecidos

de cancer cervical.

2.2.3 Ciclo replicativo dos HPV

Apesar do ciclo replicativo do HPV comecar com a infeccdo de uma célula
basal, ele s6 se conclui quando as células infectadas chegam as camadas
superiores do epitélio (HOFFMAN et al., 2006). Essas seriam as células alvo das
particulas virais. Algumas pesquisas sugerem gque a entrada do virus na célula
depende, primeiramente, da interacdo entre a proteina L1 do capsideo viral com um
receptor, credita-se que o receptor para a entrada do virus seja a integrina-a6,
situada na camada basal. (LONGWORTH & LAMINIS, 2004).

Depois da ligacdo com os receptores de superficie celular, o HPV é
lentamente internalizado por via endocitica. Embora os dados ainda ndo sejam
conclusivos, alguns tipos de virus parecem seguir um mecanismo de endocitose
dependente de clatrina, enquanto que outros, o dependente de cavéola (HORVATH
et al., 2010).

Ao que tudo indica, o capsideo comecaria a se desorganizar dentro do
endossomo tardio, 0 que resultaria na liberacdo do complexo formado pela proteina

L2 e o DNA. Esse complexo atravessaria o citoplasma, possivelmente usando a rede
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de microtubulos e entraria no nucleo. Ha evidéncias de que a divisdo celular seria
um fator indispensavel para o estabelecimento da infec¢do. Especula-se que a
entrada do DNA viral no nucleo ocorreria durante a mitose, apos a fragmentacao do
envoltorio nuclear (SCHILLER et al., 2010).

Nos estagios iniciais, a replicacdo do DNA viral, que permanece sob sua
forma circular epissomal (DNA circular, ndo incorporado ao genoma da célula), seria
concomitante & do DNA da célula hospedeira. As proteinas sintetizadas a partir do
DNA viral passariam a interferir na atividade de proteinas celulares que controlam o

ciclo, a diferenciacéo celular e os mecanismos de apoptose (CAMARA et al., 2003).

Durante a mitose, o material genético viral seria também dividido entre as
células-filhas, cujos destinos séao diferentes: uma continua se dividindo na camada
basal, servindo como reservat6rio do virus, enquanto a outra migra para as camadas
superiores, seguindo seu programa de diferenciacdo celular. Com a chegada da
célula hospedeira a superficie do epitélio, a sintese das proteinas estruturais L1 e
L2, de expressdo tardia, seria iniciada, constituindo os capsideos das novas
particulas virais, que seriam montadas no interior do nucleo da célula hospedeira
(BUCK et al., 2013).

2.3 Diagnostico

O diagnéstico do cancer do colo de utero em sua fase inicial possui desafios,
uma vez que a doenca se apresenta de forma assintomatica (CASARIN e PICCOLLI,
2011; BIM et al., 2010). Devido ao surgimento dos sintomas em fases mais tardias, o
diagndstico da doenca na fase invasora, apesar de ser facil, em geral é demorada,
acarretando em baixas taxas de cura (CASARIN e PICCOLI, 2011). O cancer do
colo do utero pode ser diagnosticado através de trés exames classicos, a
citopatologia (teste de Papanicolau), colposcopia e exame histopatolégico
(DERCHAIN et al., 2005; STOFLER et al., 2011).

O Ministério da Saude preconiza a realizagdo do exame de Papanicolau em
mulheres com idade entre 25 e 64 anos, ou ao inicio da vida sexual, com
periodicidade a cada trés anos, ap0s dois controles anuais consecutivos negativos,
dando ao exame a caracteristica de rastreamento (AMORIM et al., 2006; ANDRADE

et al.,, 2014). Porém, ele permite identificar lesGes precursoras em mulheres que
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possuem a doenca, com um baixo custo, 0 que propicia sua utilizacdo em politicas
publicas (SOUSA et al., 2011; STOFLER et al., 2011).

Assim, o diagndstico a partir da morfologia das infec¢des por HPV € o0 mais
utilizado, tanto em esfregacos celulares, quanto em cortes histolégicos. Todavia,
com o surgimento e introducdo de deteccdo dos genomas virais, tem se tornado
mais evidente a baixa sensibilidade do método citologico. A identificagdo do DNA do
HPV, sO é possivel através de técnicas de biologia molecular, podendo auxiliar no
diagnostico da infeccao na auséncia de alteracdes morfologicas (WOLSCHICK et al.,
2007).

A deteccdo direta dos genomas do HPV e seus transcritos pode ser obtida
com procedimentos que incluem imunoistoquimica, imunofluorescéncia,
hibridizagcdes Southern blot, dot blot e in sito, Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), captura hibrida (CH), sequenciamento de DNA, dentre outros (FAKHY et al.,
2006). A sensibilidade e especificidade dos varios métodos de deteccdo do HPV
variam amplamente. Desse grupo destacam-se as técnicas de PCR e CH por serem
de alta sensibilidade, ou seja, podem detectar o virus quando menos de uma copia
do DNA estiver presente (MILLER e JOHNSTONE, 2001).

2.4 Biologia molecular e o HPV

Gracgas as novas técnicas de diagndstico da biologia molecular desenvolvidas
nos ultimos anos, tem-se contribuido significativamente para o estudo dos tipos de
virus (OLIVEIRA et al., 2003; CASTRO et al., 2004). De acordo com Rosenblantt e
colaboradores (2005), estudos que avaliaram cerca de 1.000 mulheres com
carcinoma, 99,7% dos casos apresentam contaminacao pelo HPV.

Entre esses métodos de laboratorio atualmente disponiveis para deteccéao do
HPV, a PCR, é capaz de detectar HPV de alto e baixo risco oncogénico com primers
de consenso ou primers tipo-especifico. Muitos trabalhos cientificos vém sendo
desenvolvidos através dessa metodologia para detec¢cdo do HPV e também para
determinacdo dos subtipos virais encontrados ou os mais predominantes dentro de
determinadas populacdes (CLIFFORD et al., 2006; CARVALHO et al., 2010).
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Na pesquisa realizada em Campinas por Pitta et al., (2010), avaliaram a
prevaléncia dos HPV 16, 18, 31 e 45 em amostras de raspado cervical de mulheres
com alteracdes celulares por PCR com os primers consenso, o DNA-HPV foi
detectado em 67,5% das 120 mulheres. O HPV 16 (40%) foi o tipo mais prevalente
na maioria das les@es, infecgcbes multiplas ocorreram em 15%, concluiram entéo,
que as infeccdes pelos HPV 16 e 18 nem sempre ocorrem de maneira solitaria

(infeccao unica), estando associadas a outros tipos de HPV em diversas ocasifes.

No estudo feito por Carvalho et al., (2010), compararam a eficacia de PCR
tipo especifico e sequenciamento, com foco na sua aplicacdo clinica, em Belo
Horizonte. Foram testadas 260 amostras cervicais de pacientes HPV-positivos para
os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35. Identificaram o gendtipo em 36% dos casos com
PCR tipo especifico e 75% por sequenciamento. Apesar de ser mais eficaz para a
genotipagem do virus, o sequenciamento foi incapaz de identificar os tipos virais em

multiplas infeccoes.

As analises de Silva et al., (2006), para identificacdo dos tipos de
papilomavirus humano em Pernambuco, utilizando o método de reacdo em cadeia
de polimerase (PCR), demonstraram que o fator de risco principal para NIC
(Neoplasia Intraepitelial Cervical) foi a infeccdo por HPV oncogénico, com 0s tipos
16, 18, 33, 35, 51, 52, 58 e 83. Dentre as portadoras de lesdes de alto grau, houve
predominio de HPV-16 ou variante 16. Nas pacientes com colo morfologicamente
normal, também foram identificados os tipos oncogénicos 51, 58 e variante 51.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Contribuir para identificagdo dos subtipos virais 16 e 18 de HPV circulantes na

populacdo de Manaus — AM.

3.2 Especificos

Identificar a presenca do HPV na populacao de estudo;
Avaliar os subtipos dos virus circulantes (16 e 18);
Avaliar a taxa de co-infeccgéo viral;

Comparar os dados de exames citolégicos (preventivo e colposcopia), com

resultados das andlises de biologia molecular.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo e locais de execucao

O presente estudo € de carater transversal e foi conduzido nos seguintes
locais: Policlinica Codajas (PAM) e Policlinica Jodo dos Santos Braga (PJSB) —
Manaus/AM). As analises foram feitas nos laboratérios de Biologia Molecular da
Universidade do Estado do Amazonas (UEA) e Universidade Federal de Ciéncias da
Saude de Porto Alegre (UFCSPA).

4.2 Critérios de Elegibilidade
4.2.1 Critérios de Incluséo

Mulheres com diagndstico citolégico com alteracdes.
Mulheres que aceitaram participar da pesquisa.

4.2.2 Critérios de Exclusao

Mulheres que j& fizeram conizag&o ou histerectomia total.

Mulheres que ndo aceitaram participar da pesquisa.

4.2 Coleta e obtencédo do material

Foi feita a coleta (com consentimento e obedecendo aos parametros éticos)
dos resultados citologicos (exames de preventivo e colposcopia) de todas as
pacientes que aceitaram participar do projeto e que tinham alteracdes no exame
preventivo de cancer do colo do Utero, com indicacdo para o exame de colposcopia,
além da coleta do material biolégico dessas mulheres, usando uma escova
endocervical ou swab, a mesma utilizada durante o exame. Esta, apds a coleta néo
possui nenhum valor diagnéstico para a paciente, sendo sempre rejeitada como
residuo biolégico. Foi mantida a estrita confidencialidade e sigilo das pacientes em

todas as etapas do trabalho.

O material clinico coletado foi acondicionado em microtubo de 1,5 mL com as
devidas identificacdes, contendo solucédo tampao TE (Tris-HClI 10 mM pH 8,0 e

EDTA 1 mM). As amostras foram mantidas em banho de gelo até serem
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encaminhadas, no mesmo dia da coleta, ao Laboratorio de Biologia Molecular da
Universidade do Estado do Amazonas (UEA), sendo armazenadas a -20°C até o
momento da extracdo do DNA e execucdo dos procedimentos da Reacdo em
Cadeia de Polimerase (PCR).

4.3 Extracdo do DNA

A extracdo de DNA procedeu a partir de aproximadamente 500 pL de
secrecdo vaginal. Foi utilizado o método de digestdo enziméatica com proteinase K,
conforme o descrito por Doyle & Doyle (1987), adaptado.

Para avaliar a integridade do DNA extraido e a auséncia de inibidores, foram
realizadas PCR utilizando-se o conjunto de primers especificos para B-globina
humana (GH20 > -GAAGAGCCAAGGACAGGTAC- * e PC04 -
CAACTTCATCCACGTTCACC- *), de 268 pares de bases segundo protocolo
descrito por Bell et al.13. O seguinte protocolo de amplificagdo foi utilizado: 94° C por
quatro minutos, seguido de 35 ciclos de deshaturacdo a 94° C, por um minuto;
anelamento a 55° C, por um minuto; e extensado a 72° C, por um minuto; seguidos de

uma extensédo adicional a 72° C, por cinco minutos.

Apbés a extracdo e avaliacgdo do DNA genbmico a partir das amostras
cervicais, foram realizados dois procedimentos de PCR: um para deteccdo do DNA
viral e 0 outro para tipagem. As amostras positivas para HPV foram tipadas para os

virus tipos 16 e 18.

4.4 PCR para deteccdo do DNA viral

Na deteccao do DNA de HPV pela PCR, foram utilizados os primers genéricos
GP05 (5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-?) e GP06 (5™
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-?), descritos por Roda Husman et al., (1995),
gue amplificam uma regido conservada de 170 pares de bases (pb) do gene L1 de
HPV.

A reacao de amplificacao, foi com um volume total de 20 pL, contendo 1 x de
tampédo da PCR, 200 pM de cada desoxinucleotideo (dATP, dGTP, dCTP, dTTP),
1,6 mM de MgCI2, 5 pmol/uL de cada primer (GPO0O5 e GPO06), 0,5 U de Tagq DNA
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polimerase e ~50 ng de DNA. O seguinte protocolo de amplificacéo foi utilizado: 95°
C por um minutos; seguido de 40 ciclos de 95° C, por um minuto; 57° C, por um
minuto; e 72° C, por um minuto, seguidos de um ciclo adicional de 72° C por cinco
minutos. Em cada corrida, controles positivos e negativos foram incluidos para evitar

resultados falsos negativos ou falsos positivos, respectivamente.

4.5 PCR para detecc¢ao do subtipo viral

A presenca dos HPV 16 e 18 nas amostras positivas para 0s primers
consenso GPO05/06 foram determinadas em reacdes de amplificacdo (PCR) em
separado, utilizando-se os primers especificos (SWAN, 1999), HPV 16 (>

TTGCAGATCATCAAGAACACGTAGA-? / " GTAGAGATCAGTTGTCTCTGGTTGC-3) e HPV
18 (°"CAACCGAGCACGACAGGAACG-® / * TAGAAGGTCAACCGGAATTTTCAT-3), que

amplificam uma regido conservada de 119 e 172 pares de bases, respectivamente.

Com isso, foram elaboradas misturas de reagentes de 20 uL contendo: 0,5 U
de Tag DNA polimerase, 200 uM de cada desoxinucleotideo (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP), 1 x de tampéo da PCR, 1,6 mM MgCI2, e 5 pmol/uL de cada primer e ~50 ng
de DNA. As demais condi¢cbes da reacdo foram iguais a da PCR para identificar a
presenca do HPV. Em cada reacao, controles positivos e negativos foram incluidos

para evitar resultados falsos negativos ou falsos positivos, respectivamente.

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose a 1,5% (p/v) em
solugéo, corado com 2 uL de gel red [1 pg/uL], em tampéo TEB 1X (Tris borato e
EDTA), sob tensédo elétrica de 80 a 700 Volts por, aproximadamente, 40 minutos.
Foram aplicadas aliquotas com volume final de 6 yL composto de: 3 uL do produto
da PCR e 3 pL de tampéao de amostra (Azul de bromofenol 0,5% e Glicerol 20%). Foi
utilizado como marcador o ladder multiplo de 100 pb da Invitrogen Life Technologies.
A presenca e distincdo dos tipos de HPV foram analisadas por comparacao das

bandas geradas no gel com os controles positivos de cada reacao.

Os géis foram visualizados por fluorescéncia sob luz Ultra Violeta em

transiluminador UVP™ e fotografados em sistema digital.
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4.6 Anédlises Estatisticas

Os dados foram apresentados por meio de gréficos e tabelas, onde se
calculou as frequéncias absolutas simples e relativas para os dados categoricos.
Sendo que nos resultados dos testes laboratoriais e clinicos ainda foi calculado o
respectivo Intervalo de Confianca ao nivel de 95% (IC95%). Na analise da idade,
como foi aceita a hipétese de normalidade por meio do teste de Shapiro-Wilk, foi
calculada a média e o desvio-padrdo (Dp) e aplicado o teste paramétrico t-student.
Na comparacdo dos resultados do HPV 16 em relacdo ao HPV 18 ainda foi

calculada a concordancia observada com o respectivo IC95% (VIEIRA, 2004).

O software utilizado na andlise dos dados foi o programa Epi Info versao 7.2
para windows que € desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo Centro de
Prevencéo e Controle de Doencas Norte-Americano — CDC (www.cdc.gov/epiinfo) e

o nivel de significancia fixado nos testes estatisticos foi de 5%.


http://www.cdc.gov/epiinfo
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5. ASPECTOS ETICOS

Para a realizacdo do estudo foram respeitados os aspectos éticos e legais
estabelecidos na Resolucdo do Conselho Nacional de Saude 466/12, mantendo o
compromisso ético e legal, bem como o anonimato e sigilo das informacdes. O
projeto foi submetido aos comités de ética em pesquisa das instituicbes envolvidas e

obteve parecer favoravel (anexo).

Todo o material utilizado no estudo ndo prevé a identificacdo e foram
utilizados materiais que seriam descartados (sem valor diagnostico), bem como, feita
aplicacdo do TCLE (anexo), uma vez que trabalhamos com as amostras cervicais

das mulheres para identificacdo de subtipo viral de HPV.
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6. RESULTADOS

6.1 Coleta

Foram coletadas 49 amostras de mulheres com alteragcbes no exame
Preventivo e/ou Colposcopia sugestiva de leséo de alto grau ou leséo de baixo grau,
no periodo de marco a novembro de 2016. Na unidade de saude Policlinica Codajas,
foram coletadas 31 (63,3%) amostras e Policlinica Jodo dos Santos Braga, foram
coletadas 18 (36,7%) amostras (Gréfico 1). A idade das 49 pacientes variou de 18 a

60 anos, com uma média de 34,1 (Gréfico 2).

m PAM mPJSB n =49

Grafico 1. Distribuicdo segundo as unidades de salude que fizeram parte da pesquisa,

Manaus - AM.
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Grafico 2. Distribuicdo segundo a idade das mulheres amostradas, Manaus - AM.



30

6.2 Deteccao e Tipagem Viral

Todas as 49 amostras utilizadas no estudo obtiveram resultado positivo quando
utilizados os primers da B-globina humana, podendo assim serem utilizadas com
confianca para o diagnéstico molecular dos virus. Utilizando-se o conjunto de
primers genéricos GP05/06, identificou-se a presenca de DNA viral em 100% das

amostras analisadas (Figura 3).

(c I3 I 55 M 0o I 20 W47 I 5« I 1o 20 J <o I oo I o M oo [ 2o I 22 I c- I
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Figura 3. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% com produtos amplificados por PCR
para os primers genéricos de HPV. C+: Controle positivo; 33-22: Amostras; C-: Controle
negativo; M: Marcador molecular de 100pb, da Invitrogen Life Technologies).

Dessas 49 amostras positivas para HPV, os HPV 16 e 18 foram identificados em
29 casos (59,2%) (Figuras 4 e 5). Portanto, 20 (40,8%) das mulheres nas quais 0
DNA-HPV foi detectado pelo GP05/06 apresentam infecgéo por outros tipos de HPV
nao incluidos no estudo. O HPV 16 esteve presente em 29 casos (59,2%) das 49
amostras. O HPV 18 foi identificado em 4 casos (8,2%). Dos 29 casos de mulheres
infectadas pelo HPV 16, houve co-infeccdo com o HPV 18 nos 4 (8,2%) casos,
porém, ndo houve casos, no presente estudo, em que houvesse apenas infeccdes
pelo HPV 18 (Tabela 1 e 2).
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Figura 4. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% com produtos amplificados por PCR
para os primers especificos de HPV 16. C+: Controle positivo; 01-14: Amostras; C-: Controle
negativo; M: Marcador molecular de 100pb, da Invitrogen Life Technologies.
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Figura 5. Perfil eletroforético em gel de agarose a 1,5% com produtos amplificados por PCR
para os primers especificos de HPV 18. C+: Controle positivo; 01-13: Amostras; C-: Controle
negativo; M: Marcador molecular de 100pb, da Invitrogen Life Technologies.

Tabela 1. Distribuicdo segundo os resultados de diagndstico molecular das mulheres

amostradas em duas unidades de referéncia, Manaus — AM.

Variaveis (n = 49) fi % iC95%
HPV 16 29 59,2 44,2-73,0
HPV 18 4 8,2 2,3-19,6

fi = frequéncia absoluta simples; IC95% = Intervalo ao nivel de 95% de Confianga.

Tabela 2. Relagcdo entre os resultados do HPV 16 e HPV 18 em mulheres

amostradas em duas unidades de referéncia, Manaus - AM.

HPV 18
HPV 16 Positivo Negativo
fi % fi % Total

Positivo 4 8,2 25 51,0 29
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Negativo - - 20 40,8 20
Total 4 8,2 45 91,8 49

f, = frequéncia absoluta simples; Concordancia observada = 77,6%, com IC95%(63,4% - 88,2%).
OBS.: percentuais em relagdo ao total da amostra

6.3 Comparacao dos resultados dos exames citolégicos com as analises

de biologia molecular

Na tabela 3, apresenta-se a prevaléncia do HPV 16 em relagcdo aos exames
citologicos. Em relagdo aos resultados dos exames preventivos, cinco (17,2%) das
seis mulheres com diagnostico de ASC-H (células escamosas atipicas nao podendo
excluir lesdo intraepitelial de alto grau) e apenas uma (3,5%) das trés mulheres com
ASC-US (células escamosas atipicas de significado indeterminado) apresentaram
infeccdo pelo HPV 16. Seis (20,7%) das 22 pacientes com resultado de NIC | e
expressivamente 17 (58,6%) das 18 mulheres com NIC Il e lll, apresentaram
infeccdo pelo HPV 16.

Em relacdo ao exame de colposcopia, houve apenas uma paciente com
diagnoéstico de ASC-H e a mesma (3,4%) também apresentou infeccéo pelo HPV 16,
ja das sete mulheres com ASC-US, somente uma (3,4%) apresentou HPV 16. Nas
17 pacientes com NIC I, trés (10,4%) apresentaram resultado positivo para o HPV 16
e todas as 24 (82,8%) mulheres com NIC Il e Il também apresentaram infec¢&o pelo
subtipo viral 16.

Tabela 3. Resultados das citologias em relacdo ao HPV 16 em mulheres amostradas

em duas unidades de referéncia, Manaus - AM.

HPV 16
. Positivo Negativo
Variaveis (n = 29) (n = 20)
fi % fi %  Total
Preventivo
ASC-H 5 17,2 1 5,0
ASC-US 1 3,5 2 10,0
NIC | 6 20,7 16 80,0 22
NIC Il e 1l 17 58,6 1 5,0 18
Colposcopia
ASC-H 1 3,4 - -
ASC-US 1 3,4 6 30,0 7

NIC | 3 104 14 70,0 17
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NIC Il e I 24 82,8 - - 24

fi = frequéncia absoluta simples.

Na tabela 4, apresentamos a prevaléncia do HPV 18 em relacdo aos exames
citolégicos. Em relacdo aos resultados dos exames preventivos, nenhuma das seis
mulheres com diagnostico de ASC-H (células escamosas atipicas ndo podendo
excluir leséo intraepitelial de alto grau), igualmente, nenhuma das trés mulheres com
ASC-US (células escamosas atipicas de significado indeterminado) e das 22
pacientes com resultado de NIC | apresentaram infeccdo pelo HPV 18. Apenas 4
(31,1%) das 18 mulheres com NIC Il e Ill, apresentaram infecg¢ao pelo HPV 18.

Em relacdo ao exame de colposcopia, houve apenas uma (5,6%) paciente
com diagnéstico de ASC-H e a mesma nado apresentou infeccao pelo HPV 18, assim
como das sete mulheres com ASC-US, nenhuma apresentou HPV 18. Da mesma
forma as 17 pacientes com NIC | ndo apresentaram resultado positivo para o HPV
18. J& das 24 mulheres com NIC Il e Ill, 4 (44,4%) apresentaram infeccdo pelo
subtipo viral 18.

Tabela 4. Resultados das citologias em relacdo ao HPV 18 em mulheres

amostradas em duas unidades de referéncia, Manaus - AM.

HPV 18
Variaveis P?nsil\:g N(igf%c;
f % f %  Total

Preventivo

ASC-H ) i 6 133

ASC-US ) i 3 6.7

NIC | - - 22 48,9 22

NIC Il e 1l 4 100,0 14 311 18
Colposcopia

ASC-H ) i 1 2

ASC-US ) i 7 156 .

NIC | - - 17 378 17

NIC Il e I 4 100,0 20 444 24

f, = frequéncia absoluta simples.
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7. DISCUSSAO

Técnicas moleculares como a hibridizacao in situ, a captura hibrida e a reacéo
em cadeia da polimerase (PCR), sdo comumente usadas para verificar a presenga
do material genético do Papilomavirus humano (DNA-HPV) em amostras de raspado
cervical (QUINTERO et al., 2013; VIDAL et al.,, 2012; CARVALHO et al., 2010;
HUBBARD et al., 2003).

No presente estudo, foram analisadas amostras de mulheres portadoras de
algum tipo de alteracdo nos exames citoldégicos, encaminhadas ao servico de
atendimento nas unidades de saude Policlinicas Codajas e Jodo dos Santos Braga
que, por sua vez, sdo consideradas modelos de sistema ambulatorial, por oferecer
atendimento em diversas especialidades.

Em relacdo a idade, foi observado que a maioria das infecbes por HPV
ocorreu em mulheres entre 26-60 anos. Esses resultados mostram-se de acordo
com os encontrados nos mais diversos estudos de deteccdo desses patdégenos
(TAMIM et al., 2002; NONNENMACHER et al., 2002; MOLANO et al., 2003; FINAN
et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2008; FEDRIZZI et al., 2008; FERNANDES et al.,
2010).

Neste estudo foi detectado DNA HPV positivo em todos (100%) os 49 casos
analisados, dado esperado, j4 que todas as pacientes estavam com diagnéstico de
alteracdes nos exames de Preventivo e/ou Colposcopia, além do fato de que as
coletas ocorreram em locais de atendimento especializados em lesbes, onde se

concentraria um maior nimero desses casos.

Numerosos trabalhos realizados na ultima década, conduzidos por diferentes
autores, analisaram amostras provenientes da cérvice uterina e com o auxilio de
técnicas moleculares encontraram a prevaléncia do DNA-HPV positivo situado na
faixa de 90% a 100% (BOSCH et al.,, 2007; MUNOZ et al., 2003; CHANG et al.,
2005). Moraes (2008), em seu trabalho com amostras cervicais de 106 mulheres
confirmou a presenca de DNA-HPV em 99% das amostras. Oliveira et al., (2003)
realizaram seus estudos em 43 mulheres e verificaram a presenca de DNA-HPV em
95% (41/43) dos casos.
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No presente trabalho, 59,2% (29/49) das mulheres apresentaram infeccao
pelo subtipo viral 16 do Papilomavirus humano e 8,2% (4/49) dos casos foi positivo
para subtipo 18 de HPV. Dados também observados em diversos estudos revelam
que o HPV-16 e HPV-18 sdo os mais prevalentes e de forma geral podem ser
encontrados associados ou néo a outros tipos (CARVALHO 2004; ANDERSSON et
al., 2005; TROTTIER et al.,, 2006; MORAES, 2008). Carvalho (2004), em 1055
amostras de esfregaco cervical, observou a presenca de infeccbes multiplas em
35,5% (181) das pacientes. Em um estudo, realizado por Andersson et al., (2005),
foram avaliadas 215 amostras, destas 45 casos eram de carcinoma escamoso
invasor e os tipos detectados mais frequentes foram dos HPV-16 e HPV-18 com
76%.

Em sua revisdo bibliografica realizada por Rosa et al., (2009) utilizando a
metodologia qualitativa que teve por esclarecer a associacdo entre HPV e o
desenvolvimento do cancer do colo uterino, observou os tipos de HPV prevalentes
na etiopatogenia em diversos paises, sendo que no Brasil, 0 HPV-16 predomina nos
canceres cervicais em todas as regides do Brasil com as seguintes frequéncias:
regido Sul (52%), Centro oeste (57%), Nordeste (59%), Norte (43,5%) e Sudeste
(52%). J4 o HPV-18 aparece em segundo lugar, exceto na regido Centro Oeste, e
nordeste, quando prevalecem o HPV-33 e o HPV-31, respectivamente. Neste
trabalho, como foram analisados os dois subtipos, ha semelhanca com os
anteriores, com uma alta frequéncia, o HPV-16 apresentou 59,2% casos positivos e

o HPV-18 foi observado em 36,7% dos casos.

Moraes (2008), com amostras de células cervicais de 106 mulheres observou
que 68 (64,7%) destas amostras apresentavam infeccbes por multiplos HPV. Ja
Trottier et al., (2006) quando analisou a associacdo de infeccdo por multiplos HPV
em amostras de 2.462 mulheres brasileiras, averiguou que apenas 3,2% delas
apresentavam infeccdo multipla. No presente estudo, houve co-infeccdo entre os
dois subtipos (16 e 18) em 18 (36,7%) amostras das mulheres estudadas, dado
expressivo, que corrobora com alguns estudos que dizem que ha uma relacéo entre
os grupos dos HPV de alto e baixo potencial oncogénico com as alteracdes celulares
diagnosticadas nos resultados citopatolégicos (ZUR e DE VILLIERS, 1994; VAN
REGENMORTEL et al., 2000; ALBRING et al., 2006).
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Roberts et al., (2006) através da PCR, encontraram a prevaléncia de 32,3%
de HPV-16, e 6 % de HPV-18 em 1848 bidpsias cervicais. No diagnéstico de NIC Il e
NIC Il o HPV-16 foi detectado em 47,5% e os HPV 18 e 26 em 5,9% dos casos. No
presente estudo, tanto o HPV 16, como o HPV 18 foram mais detectados nas
amostras que apresentaram alteracdes citologicas por NIC Il e Ill, 42,85% (21/49).
Em seu trabalho em 2009, Rosa e colaboradores, afirmaram que a persisténcia da
infeccdo pelo HPV € que leva ao aparecimento das neoplasias intra-epiteliais
cervicais e que a presenca dos tipos oncongénicos como o HPV-16 e HPV-18
contribuem para esta persisténcia, visto que 70% dos canceres sdo causados por
estes dois tipos. Ainda enfatizou que isoladamente o HPV n&do pode levar ao
surgimento do cancer uterino e que a presenca de alguns co-fatores também tem

influéncia na oncogénese cervical.

Houve no atual trabalho, apenas trés casos em que o diagnostico da citologia
nao indicava infeccdo por HPV de alto grau e eles foram positivos por PCR para o
HPV 16. Desta forma, constatou-se que mesmo em mulheres com citologia positiva
para outras alteracdes celulares, houve a presenca do DNA-HPV pertencentes ao
grupo de alto risco, confirmando a importancia de se conhecer melhor os
mecanismos envolvidos na oncogénese cervical, visando o diagnéstico precoce e a
prevencdo do cancer uterino tendo em vista a presenca do HPV de alto potencial

0oNncogénico nesses casos.
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8. CONCLUSAO

Foi possivel realizar o levantamento por PCR da presenca do material
genético do Papilomavirus Humano (DNA-HPV positivo) em 100% (49/49) das
amostras provenientes de raspado da cérvice uterina, utilizando os primers
genéricos GP05/06.

Foram encontrados os subtipos de HPV 16 em 29 (59,2%) amostras por PCR
em que se utilizaram os primers especificos desse subtipo e através do perfil

eletroforético pertencente ao genotipo do HPV 16.

Foram encontrados os subtipos de HPV 18 em 4 (8,2%) amostras por PCR
em que se utilizaram os primers especificos desse subtipo, bem como, 4 co-
infeccdes com o subtipo de HPV 16, ja que todos os casos em que foi observado a

presenca do HPV 18, igualmente, havia presenca do HPV 16.

O método molecular denominado PCR mostrou ser eficiente em diagnosticar
a presenca de HPV nos casos do presente estudo. Os dados aqui apresentados tém
implicagbes clinicas quando se considera a efetividade na prevencdo das
Neoplasias Cervicais das atuais vacinas profilaticas para HPV, dado que sua

cobertura, em relacdo aos HPV de alto risco oncogénico, € restrita aos tipos 16 e 18.
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10. ANEXO

10.1 Parecer Favoravel do Comité de Etica

UEA UNIVERSIDADE DO ESTADO £ Plaboforma
UNIVERSIDADE DO AMAZONAS - UEA %Dfnﬂ
AMAZOMNAS

PARECER. CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CANCER DE COLO DE UTERO: CARACTERIZACAD E RASTREAMENTO
Pesquizador: Claudia Giuliano Bica

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 50955515.9.3001.5016

Instituigio Proponente: Imandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre - ISCMPA,
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Hamero do Parecer: 1.787.257

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de protocolo de pesquisa envolvendo seres humanos, na area da sadde, fora das areas tematicas
especiais. O mesmo foi aprovado pelo CEP - UEA, conforme Parecer ndmero 1.745.964 emitido em 26 de
Setembro de 2016.

Esta sendo submetido como Emenda com a justificativa descrita a seguir: Solicitamos através desta emenda
(carta de justificativa ema anexo), referente ao projeto intitulade “Céncer do Colo do Uttera: Caracterizagdo e
rastreamento”, a inclusdo da Universidade Federal de Ciéncias da Salde (UFCSPA) come instituicdo
participante deste projeto, pois por engano o mesmo foi rejeitado pelo CEP da UFCSPA. A inclusio deste
centro se faz necessdria, pois este projeto esta vinculado ao trabalho de mestrado da aluna do Programa de
Phs-

Graduagdo em Patologia da UFCSPA_ Att. Dra.Prof. Claudia Giuliano Bica

Objetive da Pesquisa:

Objetivos conforme protocolo origingl - conforme Parecer nimeno 1.745 964 emitido em 26 de Setembro de
2016.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

riscos e beneficios - conforme Parecer namero 1.745 964 emitido em 26 de Setembro de 2016

Contruagdo to Parecer; 1.757.257

Comentiricos e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Metodologia - conforme Parecer ndmero 1.745.964 emitido em 26 de Setembro de 2016.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Todos os termos de apresentagio obrigatdrio foram apresentados - conforme Parecer ndmero 1.745.964
emitido em 26 de Setembro de 2016.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequages:
Diante do exposto somos pela aprovacio da emenda.

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagio da CONMEP:
Mo
MAMNALLS, 22 de Outubro de 2016

Assinado por:
Manoel Luiz Neto
{Coordenador)
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10.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
ESCOLA SUPERIOR DE CIENCIAS DA SAUDE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a Sra. para participar da Pesquisa sobre a IDENTIFICACAO DOS SUBTIPOS VIRAIS
DE PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) MAIS PREDOMINANTES EM MULHERES DA CIDADE DE
MANAUS, sob a responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Cleiton Fantin Resende e Prof.2 Dr?2
Claudia Giuliano Bica, a qual pretende contribuir para identificacdo dos subtipos virais de HPV
circulantes na populacdo de estudo (Manaus). Sua participacdo é voluntaria e se dara por meio de
coleta de uma amostra endocervical e ectocervical. Ndo ha riscos decorrentes de sua participacdo na
pesquisa. Se vocé aceitar participar, estara contribuindo para o conhecimento da incidéncia e
caracterizacdo dos subtipos de HPV. Se depois de consentir em sua participacdo a Sra. desistir de
continuar participando, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer fase da
pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente do motivo e sem nenhum prejuizo
a sua pessoa. A Sra. ndo terd nenhuma despesa e também nao recebera nenhuma remuneracdo. Os
resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade nao sera divulgada, sendo
guardada em sigilo. Para qualquer outra informagdo, a Sra. poderd entrar em contato com o
pesquisador no enderego Av. Carvalho Leal, 1777, Cachoeirinha - Manaus, pelo telefone (92) (inserir
telefone convencional — fixo), ou poderd entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/UEA, na Rua Teresina, 495, Adriandpolis, Manaus-AM, telefone (92) 3305-5130. Consentimento
Pés—Informacdo

Eu, , fui informada sobre o que o

pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracdo e entendi a explicagdo. Por isso, eu
concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair quando
quiser. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada um de nés.

Data: __/ /

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador
Impressao do dedo polegar
Caso nao saiba assinar



