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RESUMO

O Cancer de colo uterino ¢ um dos tumores mais freqiientes em mulheres brasileiras,
assim como o cancer de mama. O desenvolvimento do cancer cervical e sua associacdo aos
tipos oncogénicos de Papilomavirus Humanos (HPV) estd bem documentada, sendo esta

infec¢do um fator necessario para o desenvolvimento do cancer cervical.

Os tipos de HPV 16 e 18 sdo os mais freqiientemente relacionados a tumores
invasivos, denominados, portanto de alto risco. Entretanto, outros fatores como atividade
sexual precoce, nimero de parceiros sexuais, numeros elevados de gestagdes e partos, uso
prolongado de contraceptivos orais, deficiéncia nutricional, tabagismo, baixo nivel sdcio
econdmico, baixa imunidade e outras doencas sexualmente transmissiveis (DST) sdo fatores

contribuintes para o desenvolvimento dessa patologia.

Este estudo tem como objetivo conhecer a freqiiéncia dos HPVs oncogénicos 16 ¢ 18
na populagao de mulheres de uma area geografica localizada na zona norte de Porto Alegre,
bem como verificar as caracteristicas associadas a presenca deste virus e sua relacdo com

lesdes do colo uterino.

Trata-se de um estudo transversal cujo desfecho ¢ a positividade ao HPV, em especial
HPV 16 e 18, em mulheres de uma area geografica localizada na zona norte de Porto Alegre.
Um total de 1004 amostras de material do colo do tutero foi coletado para realizagdo do exame
citopatologico convencional e para a identificacio do HPV-DNA através da técnica da
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Colposcopia e biodpsia foram realizadas sempre que
a citologia estivesse alterada e/ou a PCR para o HPV-DNA fosse positiva. A freqiiéncia de
HPV e sua distribuicdo por faixa etaria sdo descritas, bem como a sua associagdo com as
varidveis estudadas através das Razdes de Chances (RC) estimadas por regressdo logistica

multipla.

Observou-se uma freqiiéncia de HPV-DNA de 30,8% na populagdo estudada. Destas
17,8% sao mulheres positivas para o HPV 16 e 5,5% para o HPV 18. O fato de mulheres nao
terem um companheiro fixo (Razdo de Chance (RC) =1,42; Intervalo de Confianga (IC) de

95%: 1,10-2,00) mostrou-se associado com a positividade para outros HPVs. O HPV 16
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mostrou uma associagdo positiva com mulheres mais jovens (< 34 anos)
(RC=2,48;1C95%:1,22-5,05). Quanto ao HPV 18, as mulheres fumantes mostraram uma
associacao postiva com o desfecho (RC=3,57; 1C95%:1,26 —10,10).

Os resultados mostramram uma elevada freqiiéncia do HPV na populacdo analisada,
onde o mais freqiiente foi o tipo oncogénico HPV 16, o que pode ser muito 1util no
planejamento da utilizacdo de vacinas para o HPV. Os achados também sugerem uma
associagdo positiva de infeccdo pelo HPV em mulheres sem companheiro fixo e mulheres

jovens com a infec¢do pelo HPV 16 e mulheres fumantes com a infecgao pelo HPV 18.
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INTRODUCAO

O Cancer de colo de utero ¢ um dos tumores mais freqlientes em mulheres brasileiras,
sendo ultrapassado apenas pelo cancer de pele ndo melanoma e pelo cancer de mama. Dados
absolutos sobre a incidéncia e mortalidade por cancer do Instituto Nacional de Cancer
(INCA), apontam que o cancer de colo de utero foi responsavel pela morte de 3953 mulheres
no Brasil em 2000. Para 2003, as estimativas sobre incidéncia e mortalidade por cancer

prevéem 16.480 novos casos e 4.110 obitos (1).

O desenvolvimento do cancer cervical e sua associa¢do aos tipos oncogénicos de HPV
estd bem documentada, sendo esta infeccdo um fator necessario para o desenvolvimento do
cancer cervical.As infec¢des genitais causadas pelo papilomavirus humano (HPV) sao
disseminadas e ocorrem em todo o mundo (2). Seu perfil epidemiologico ¢ de uma doenca
relacionada a atividade sexual sendo a doenga sexualmente transmissivel (DST) viral mais

freqiiente na populagdo sexualmente ativa (3).

O tipo mais comum de HPV associado com cancer cervical em todo mundo ¢ o HPV
16, seguido pelo HPV 18 (4). O aumento da infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV),
simula aspectos de um curso epidémico, e parece ndo estar sendo adequadamente controlado
por medidas profilaticas. Alguns fatores como histdria anterior de verugas genitais, atividade
sexual precoce, multiparidade, uso de anticonsepcionais orais ¢ o tabagismo podem

influenciar o risco de adquirir infecgdes por HPV (5).

Os papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae e sdo classificados de acordo
com seu potencial oncogénico, como de baixo risco (subtipos 6, 11, 42, 43 ¢ 44) e de alto

risco (subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, € 68) (6).

Em geral, HPVs de baixo risco estdo relacionados com tumores benignos e lesdes
cutaneas leves, enquanto que, HPVs de alto risco estdo diretamente associados com
neoplasias intraepiteliais que podem progredir para cancer de colo de utero e carcinomas
anogenitais (7). O cancer de colo uterino ¢ a segunda neoplasia maligna que mais acomete as

mulheres sendo superado somente pelo cancer de mama. Atualmente nenhuma evidéncia
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indica que os tratamentos disponiveis no momento erradicam ou afetam a historia natural das
infecgdes pelos papilomavirus e nenhum dos tratamentos € superior aos outros, ou seja, cada

caso devera ser avaliado tomando a conduta mais adequada (8).

A prevengao primaria de cancer cervical pode ser atingida através da prevencao e do
controle da infec¢do com o HPV genital. Estratégias de promog¢ao da saude orientam para
uma mudang¢a no comportamento sexual que pode ser efetivo na prevencdo de infec¢io pelo
HPV genital. De acordo com estudo de Franco et al 2001 ficou estabelecido que a infecgdo

por HPV ¢ o fator causal central para neoplasia cervical (5).

O Consenso da International Agency for Research on Cancer (IARC) ¢ da
Organizacdo Mundial de Satde concluiram que existem justificativas suficientes para que
testes para HPV fossem um adjunto do teste Papanicolau para o rastreamento do cancer

cervical (5).

Cada vez ¢ maior o interesse na detecgao e tipificagdo na infeccao pelo HPV associada
ao diagnostico precoce de lesdes intraepiteliais do colo uterino, na perspectiva de uma atuagao
mais ampla ao nivel da preven¢do primaria até ao desenvolvimento de vacinas especificas

para evitar a infeccdo pelo HPV (9).

Na tentativa de conhecer a freqiiéncia de HPVs oncogénicos na populacao de
mulheres de uma area geografica localizada na zona norte de Porto Alegre e de verificar a
associacdo destes virus com fatores de risco ¢ com lesdes observadas no colo uterino
planejou-se este estudo, esperando que os achados possam contribuir para um melhor
entendimento da elevada morbidade e mortalidade do cancer de colo uterino em nosso meio,
ja que esta ¢ uma neoplasia com elevado potencial de prevencao e de cura se detectado

precocemente (5).
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1. Formas de Transmissdo e Epidemiologia do HPV

A principal via de transmissdo do Papilomavirus Humano (HPV) ¢ a sexual tanto em
homens como em mulheres, dependendo do tipo de HPV e das lesdes clinicas associadas a
ele, embora os HPVs possam ser transmitidos também por contato da pele, ou perinatal (2).
No contato por um longo periodo com um parceiro ndo necessariamente ocorrera transmissao,
existindo uma alta prevaléncia de HPV cervical entre individuos que tenham tido dois ou trés

parceiros sexuais em um curto periodo de tempo (2).

As infecgdes clinicas mais comuns ocorrem na regido genital e sdo facilmente
transmitidas. Estas s3o representadas pelas verrugas genitais ou condilomas acuminados,
popularmente conhecidos como “crista de galo”. Ja as lesdes subclinicas ndo apresentam
qualquer sintomatologia, podendo progredir para o cancer do colo do utero caso ndo sejam

identificadas e tratadas precocemente (10).

Segundo Franco et al., o poder aquisitivo ¢ 0 acesso aos servigos de satde podem ser o
determinante pelo qual as taxas de sobreviventes a esta doenca diferem substancialmente

entre mulheres brancas e negras nos Estados Unidos (5).

O status s6cio-econdmico e o nivel educacional da populacao tendem a ter um efeito
positivo no risco do cancer cervical através de alteragdes de alguns conhecidos fatores de
risco tais como: idade ao se casar, partos e comportamento de busca dos cuidados com a
saude (5). Além da presenga do HPV, outros fatores de risco epidemioldgicos vém sendo
apontados na génese desta neoplasia, tais como: historia prévia de multiplos parceiros sexuais,

idade precoce de primeira relagdo sexual e raca (11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,18).

Estudos tém comprovado que HPVs oncogénicos sdo um fator causal no
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais invasivas (19, 20). Infecgdes com HPV de alto
risco estdo associadas no desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas (SIL) e

progridem para lesdes de alto grau (HGSIL) (21). Em um estudo envolvendo uma populagado
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de 7932 mulheres observamos que, 1214 isto ¢, 15% apresentaram infec¢do por HPV de alto

risco ao primeiro exame (22).

Estudos realizados por Kjaer et al., 2001 em mulheres com vida sexual ativa mostram
que a infec¢do pelo HPV genital ¢ geralmente decorrente da transmissao sexual (23). Outros
estudos (24, 25) sdo consistentes com estes achados, sugerindo que o niimero de parceiros
sexuais seria um dos fatores de risco mais importantes associados com a presenga do HPV-
DNA. Entretanto, a transmissao nao sexual ndo pode ser totalmente descartada, pois estudos
(26, 27), tém relatado transmissao perinatal de HPV da mae para a crianga, tem observado a
presenca de HPV-DNA no pénis de recém nascidos bem como na mucosa oral de criangas
saudaveis em idade pré-escolar. Estudo recente com mulheres virgens (28), mostrou uma
baixa ou nenhuma taxa de HPV DNA positivo nestas, sugerindo que a possibilidade de
transmissdo nao sexual ¢ baixa. Um estudo (23), mostrou que todas as mulheres que
permaneceram virgens através do estudo continuaram sendo HPV DNA negativos,

sustentando fortemente a idéia que o HPV ¢ transmitido sexualmente.

O desenvolvimento do cancer cervical e sua associagdo aos tipos oncogénicos do HPV
estd bem documentada, sendo a infecg¢do pelos tipos oncogénicos de HPV um dos maiores
fatores (29, 30 31, 32, 33). Alguns estudos sugerem que o HPV 16 e o HPV 18 estdo
associados com os tipos de carcinoma mais agressivos e sao preferencialmente encontrados
em adenocarcinomas (20, 22, 34, 35). Mais de 100 tipos diferentes de HPV ja foram
reconhecidos, sendo em torno de 35 tipos encontrados no trato genital, sabendo-se que mais
ou menos 30 desses sdo transmitidos através de contato sexual e podem infectar os 6rgdos
genitais, a pele do pénis, vulva, labios, anus ou tecidos que recobrem a vagina e o cérvix (20,
35, 37). Os HPVs 16 e 18 sdao mais freqiientemente relacionados a tumores invasivos,
denominados, portanto de alto risco. Além disso, estudos (21, 38) também sugerem que a
infeccdo aguda pelos subtipos 16 ¢ 18 de HPV possa levar a um risco adicional de

desenvolvimento rapido para neoplasia intraepitelial cervical de alto grau.

Segundo Touzé et al. (4), pelo menos 50% de adultos com atividade sexual tiveram

infec¢cdo genital por HPV. Estudos (39, 40, 41) indicam que infec¢des com tipos oncogénicos
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de HPV s3o na maioria transitorias € somente uma pequena proporc¢ao daqueles infectados se

tornam portadores e entdo desenvolvem Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC).

Sao aproximadamente 20 os tipos de HPV associados ao céancer cervical em todo
mundo, porém o HPV 16 ¢ o mais freqiientemente encontrado em carcinomas cervicais e

NICs (2) (Figura 1.1).

B HPvis F] HPvis [ HPV 31 [
HPV 45 [ outros [ negative

Figura 1-1 Distribuicdo mundial dos tipos de HPV em canceres cervicais invasivos (GROSS &
BARRASSO, 1999).
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2. Cancer Cervical

O cancer ¢ o resultado de um acumulo de eventos que interferem nas fung¢des essenciais
da célula, processo este que pode durar longos periodos de tempo (19). Os HPVs sao
conhecidos como causadores de tumores, tanto benignos (verrugas cutaneas € mucosas,
papilomas), quanto malignos, como os carcinomas cutaneos e¢ os que afetam mucosas,

principalmente na regido anogenital e no trato aéreo-digestivo superior (42).

Observa-se, porém, que os tipos mais comumente associados aos tumores benignos
sdo diversos daqueles encontrados nas lesdes malignas (carcinomas). Dentre os carcinomas, o
mais importante, sem duvida, ¢ o cancer cervical, pois é o que mais atinge mulheres em todo
o mundo. H4 uma estimativa de que 500.000 novos casos de cancer cervical invasivo siao
diagnosticados em todo mundo a cada ano, representando aproximadamente 10% de todos os
canceres em mulheres e que 50% das mulheres com diagnostico da doenga eventualmente

morrem devido a mesma (2).

O cancer cervical atinge o sétimo lugar em morbidade entre a populacdo total e o
segundo entre mulheres, precedido apenas pelo cancer de mama. Em paises desenvolvidos o
cancer cervical foi a mais freqiiente doenga neoplésica entre mulheres até o comecgo dos anos

90, quando o cancer de mama se tornou predominante (5).

Algumas evidéncias mostram que a prevaléncia de HPV ¢ mais alta em grupos de
mulheres com idades mais jovens quando comparada com grupos de mulheres com idade

mais avangada (43).

Estudo recente, publicado pela equipe da Secretaria de Vigilancia em Satde do
Ministério da satide descreve a distribui¢do da incidéncia do cancer de colo de utero por
100.000 mulheres, estimada pelo INCA para 2003 nos diferentes estados brasileiros. Observa-
se que o Rio Grande do Sul estd entre os estados com maior incidéncia (19,89/100.000). Os
dados sdo ainda mais preocupantes quando se observa a tendéncia da mortalidade por este
cancer nas diversas regides do Brasil. Este estudo apresenta também esta tendéncia de acordo

com a faixa etaria. Observou-se que existe um nitido aumento do risco de mortalidade na
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regido Sul do pais em todas as faixas etarias, sendo maior o incremento anual na faixa de 50 a
64 anos. A tendéncia do risco no Sudeste mostrou estabilizacao, diferindo da tendéncia na

regido Sul do pais (44).

Viérios sdo os fatores de risco identificados para o cancer do colo de utero. Entre eles
observamos aspectos sociais, ambientais e habitos de vida tais como, baixas condi¢des sdcio
econOmicas, atividade sexual antes dos 18 anos de idade, pluralidade de parceiros sexuais,
habito de fumar (diretamente relacionado a quantidade de cigarros fumados), parcos habitos

de higiene e o uso prolongado de contraceptivos orais sao os principais (9, 1).

A progressdo tumoral desde a infeccdo de células normais por HPV também parece
estar sujeita a fatores ambientais, como carcindgenos quimicos presentes no cigarro € em
outros produtos do tabaco; ou restritos ao hospedeiro, tais como hormonios, resposta imune,
heranca genética, hdbitos sexuais do parceiro entre outros. Portanto, papilomavirus humano
de determinados tipos, deficiéncia imunolédgica e outros co-fatores, provavelmente participam
de forma combinada no processo de multiplas etapas que € a oncogénese do cancer do colo do

utero (10).
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3. O Papilomavirus Humano (HPV)

3.1. Biologia Molecular do Papilomavirus Humano

Considerando-se que os HPVs de alto risco podem causar instabilidade genética na
célula hospedeira devido a integracdo no genoma celular, os acumulos de mutacdes e
aneuploidias, freqiientemente observadas em lesdes neoplésicas de alto grau, também podem
contribuir para que a proteina E6 atue sobre a ativacdo de telomerases celulares, impedindo
que as mesmas exercam sua fung¢do no controle do envelhecimento e morte celulares,

tornando imortais as células infectadas por estes HPVs (45).

A caracteristica mais especifica do HPV ¢ que na maioria dos tumores benignos, o

genoma viral € preservado como DNA epissomal (ndo integrado ao genoma hospedeiro).

O virus tem aproximadamente 5,5nm de didmetro, e possui um capsideo de 72
capsomeros. O DNA viral dupla fita e circular, tem 8000 pares de bases (pb), e compreende
trés regides, conhecidas como regido precoce (early region), regido tardia (late region) e

regido controladora Long Control Region (LCR) (46).

O genoma possui oito regides conhecidas como ORFs (Open Reading Frames), uma
série de proteinas precoces funcionais codificadas pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 ¢ E7, na
regido precoce, e que estdo envolvidas no controle da replicacdo e transcri¢do virais durante o
estado epissomal, ¢ duas proteinas tardias que compdem o capsideo viral (L1 e L2) (45). A
LCR, que possui a origem de replicagdo, situa-se entre L1 e E6, em uma regido de 500 a 1000

pb, representando cerca de 10% do genoma viral total (47) (Figura 1.2).
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Figura 1-2 Representagdo esquematica do genoma do HPV. A posicao dos genes precoces (E), tardios (L)
e da regido ndo traduzida (UTR) esta indicada (HOWLEY, P.M, 1996).

As proteinas virais E6 e E7 exercem fun¢des importantes na oncogenicidade, ou seja,
na formagdo de tumores. Temos como exemplo, a oncoproteina E7 interagindo com pRB
(proteina retinoblastoma), uma proteina celular, produto do gene do retinoblastoma, que
realiza uma importante fun¢do na regulacdo negativa do ciclo celular. Quando o E7 interage
com pRB, a célula progride para a proxima etapa do ciclo celular, pois ocorre a liberagcdo do
fator de transcri¢do E2F (da fase G1 do ciclo celular) que estava complexado a pRB, passando
a estimular a expressdo de uma série de genes envolvidos na proliferagdo celular (48). Este
processo ¢ adicionalmente perturbado pela proteina E6 dos HPVs de alto risco, por sua

ligacdo a p53, que termina com sua degradacao (49).

A eliminagdo deste controle de proliferacdo e reparo do DNA celular provoca o
acimulo de mutacdes nas células que expressam tais oncoproteinas, resultando em um
fendtipo alterado. Acredita-se, portanto, que o potencial oncogénico destes virus seja, em
parte, devido a essas interacdes. Isso ¢ comprovado porque as mesmas proteinas E6 e E7 de

HPVs de baixo risco, ndo realizam estas interagoes (49).
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3.2. Ciclo Fisiopatoldgico do HPV

Uma verruga ou tumoragao benigna ¢ a manifestacdo patoldgica da infec¢do por HPV.
Essas manifesta¢des as vezes progridem para uma condi¢cao maligna, portanto, o HPV ¢ um

bom modelo para o estudo da progressao de tumores (50).

A maior parte das evidéncias de que o HPV ¢ um agente etioldgico do cancer humano
envolve a sua detecgdo em tumores. Outras evidéncias que sustentam a idéia da
oncogenicidade do HPV provém de experimentos moleculares e celulares que mostram as
capacidades de transformacdo do virus. Estudo sobre a transformacdo demonstrou que a
inser¢do de um genoma completo de HPV-16 induzia transformacdo maligna em fibroblastos
de roedores. Da mesma forma, a transfeccdo de DNA de HPV 16 ou 18 em células epiteliais
humanas do colo uterino € em queratindcitos de prepucio neonatal, conferia imortalizacao as
células, mas ndo sendo assim com o DNA de HPV do tipo 6 de baixo risco. O evento da
transformagao parece ser especifico da célula hospedeira, assim como dependente do tipo de
HPV (48). Estudo mostra que as ORFs (Open Reading Frames) de E6 ¢ E7 sdo necessarias
para a transformacao de células humanas, mas apenas quando provenientes de HPVs dos tipos

16 e 18; ja E6 e E7 de HPVs dos tipos 6 € 11 foram pouco ou nada transformadores (45).

A proteina E6 dos HPVs tipos 16 e 18, mas ndo a dos HPVs tipos 6 ou 11, ligam-se ao
produto do gene p53 supressor de tumores e promove a sua degeneragdo. Acredita-se que a
degeneracao da proteina p53 resulte no bloqueio das respostas celulares aos danos sofridos
pelo DNA, permitindo assim a acumulagdo de alteragdes genéticas e a criacdo de um genotipo
maligno (50). Essas caracteristicas Unicas de transformacdo do genoma de HPV foram
definidas em maior profundidade em nivel molecular. O genoma viral normalmente esta
integrado aos cromossomos de células hospedeiras nas linhagens celulares do carcinoma no
colo uterino, mas nas lesdes benignas esse genoma encontra-se na forma de epissomas
extracromossomicos. O local da integracao viral comumente esta na ORF de E2 ou proximo
dela, a qual regula a manifestagdo de E6 e E7. Com perda da regulagdo, E6 ¢ E7 podem

fornecer as células um fenotipo maligno (45).
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O HPV ¢ um organismo exclusivamente intracelular que infecta as células
mitoticamente ativas para se estabelecer no epitélio. Isto explica porque tanto carcinomas
escamosos como glandulares se originam na jungdo escamocolunar e dentro da zona de
transformagao, pois nesse local ha acesso imediato as células basais e parabasais do epitélio

metaplasico.

Quando o virus infecta uma célula pode ocorrer infeccdo latente, na qual o DNA
exposto reside no nucleo, a replicagdo viral fica adjunta ao ciclo celular, e as células
infectadas tém aparéncia normal. Essa infec¢do latente pode converter-se em infecgdo ativa
por mecanismos ainda desconhecidos. Sabe-se, no entanto, que a imunodepressao fisiologica
(gravidez) ou patoldgica (SIDA) pode levar a infec¢do, ou volta ao estdgio inicial com a
recuperagdo da imunidade. A infec¢do latente s6 pode ser detectada através de estudos

moleculares (3).

No inicio de um estado replicativo, poucos virus sdo encontrados nas células basais e
parabasais, mas o niumero de particulas virais (VLPs) aumenta progressivamente quando o
processo de maturagdo celular ocorre, até que, na superficie epitelial, o ntcleo ¢ substituido

em grande parte pelas particulas do virion completo (20).

Apobs a exposicdo ao HPV, iniciam-se os eventos do ciclo viral, com a atividade

especifica coordenado por fatores que regulam a resposta imune do hospedeiro.

Existem varios estdgios diferentes de intera¢do célula-virus. O primeiro ¢ a fase de
incubacdo, que dura de duas semanas a oito meses (média de trés meses). Esse ¢ o periodo no
qual se estabelece a infec¢do epissdmica, com a interagdo célula-virus, sendo regulada por
fatores como tabagismo, deficiéncia do sistema imune ou predisposicao genética. O virus,
inicialmente age como um plasmideo extracromossomico auto-replicante — epissoma. Estes, a

cada divisdo mit6tica da célula hospedeira, também serdo replicados (34).

A infeccdo epissOmica pode ocorrer com a inoculagdo em locais de microtraumas,
permitindo que os virions penetrem a camada basal e descartem o seu capsideo protéico

externo. Ja a infeccdo viral pode permanecer sem manifestacdo ativa da doenca nas células
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basais provavelmente na maior parte das pessoas expostas ao HPV. A doenca ativamente
revelada resultard numa expressdo morfoldgica em células escamosas diferenciadas. Quando
isto ocorre, ha uma fase de proliferacdo ativa que dura de trés a seis meses. Durante esta fase,
a estimulagdo das células hospedeiras leva a alteragdo pronunciada no crescimento da camada
basal, replicacdo viral nas camadas médias e efeitos citopaticos virais nas células superficiais

(20) (Figura 1.3).

Célula Epidermal Papiloma Ciclo Biologico
Via de Diferenciacido
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Figura 1-3 Fase de proliferagdo de células infectadas por HPV e formagédo do papiloma (BOSCH FX, et
al., 1995).

Estas alteragdes podem se manifestar como doenga 6bvia ou campos subclinicos de
acetobranqueamento que contém graus variados de neoplasia ou formagao de papilomas
macroscopicamente aparentes. A expressdo ativa ao longo prazo da doenca (como por
exemplo, condilomas ou neoplasia) apds a exposicdo ao HPV ¢ a excecdo, e ndo ¢ tido como

regra (51).

Ap6s a resposta imune a infec¢do por HPV, inicia-se a fase tardia, com duracao de trés
a seis meses; nesta fase, pelo menos 80% das mulheres infectadas permanecerdo em estado de
remissdo clinica, mas poderdo apresentar infeccao persistente ou latente por HPV. A maioria

das lesdes tende a regredir espontaneamente pela resposta do sistema imunoldgico do
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hospedeiro, porém, nao ¢ possivel prever nos casos de infeccdo por virus de alto risco, para

qual estado a infec¢do progredira (48).

]

3.3. Manifestacgoes Clinicas

Em principio, as infec¢des por HPV podem ser classificadas como subclinica, clinica e
latente. Na forma subclinica, a infec¢do no colo uterino e nos genitais masculinos ¢ a mais
freqiiente; esta infeccao pode estar associada a neoplasia intraepitelial e € diagnosticada com o

uso do colposcopio apds aplicacdo de acido acético a 5%.

Ja na forma clinica, percebe-se espontaneamente as lesdes, sendo o condiloma
acuminado a manifestacdo clinica mais comum associada ao HPV. Os condilomas
acuminados (papilomas, verrugas) dos Orgdos genitais externos em geral sdo pequenas
neoformacdes sésseis, papilares, multiplas, cobertas por epitélio queratinoso e raramente
atingem o colo uterino, estas lesdes podem ser unicas ou multiplas, localizadas ou difusas e de
tamanho variavel. No homem, em geral ocorrem lesdes na glande, no sulco balano-prepucial e
na regido perianal. Na mulher as regides onde estas lesdes podem ser observadas envolvendo

a vulva, o perineo, a regido perianal, a vagina e o colo uterino.

Na forma latente ¢ feito o diagnostico através da hibridizagdo do DNA em individuos
aparentemente sem alteragdes clinicas e/ou colposcopicas; portanto, esta forma refere-se aos
casos onde, na auséncia de evidéncias clinicas, colposcopicas, citologicas e histologicas de
lesdo, sao identificadas seqiiéncias de DNA de HPV com técnicas de hibridizacdo molecular

(52, 53).
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3.4. Diagnostico da Infecgédo pelo HPV

Através da utilizagcdo de técnicas moleculares (PCR e captura hibrida IT) HPVs de alto
risco tém sido encontrados em propor¢des elevadas em mulheres com cancer invasivo e lesdes
pré-invasivas de alto grau (54). Por outro lado, a prevaléncia ¢ baixa em mulheres
citologicamente normais, exceto em mulheres jovens, que parecem ter uma alta incidéncia de
infecgdes transitorias nos anos subseqiientes ao inicio da atividade sexual. Alguns estudos
(55, 56, 57) demonstram o importante papel na presenca e persisténcia de tipos de HPV de
alto risco na progressao de lesdes pré-invasivas de baixo grau versus lesdes de alto grau ao
invés de regressao espontanea. Por essas razdes, a tipagem do HPV tem sido sugerida como

uma possivel ferramenta de triagem primaria (58).

Existem muitos métodos para detectar a infec¢do por HPV. Estes podem ser
classificados em indiretos (citologia e histologia, colposcopia, e sorologia) ¢ diretos

(microscopia eletronica, detecgdo do DNA) (2).

3.4.1. Métodos Indiretos

3.4.1.1. Exame Cito-patoldgico (Papanicolau)

Considerado um exame trabalhoso e complexo, este depende exclusivamente de um
profissional treinado e cuidadoso. O encontro de alteragdes citologicas, mesmo que pequenas,
deve ser atentamente valorizado pelo clinico. Porém, em alguns casos, ndo ha descri¢do de um
quadro citoldégico definido; estes casos, geralmente, sao enquadrados como atipia escamosa de
significado indeterminado (ASCUS) ou atipia glandular de significado indeterminado
(AGUS). Estatisticas mundiais mostram que em média 10% das pacientes com alteragdes
citoloégicas indeterminadas irdo desenvolver lesdes intra-epiteliais de alto grau. Assim, ¢
importante que estas pacientes sejam encaminhadas ao acompanhamento médico (clinico e

colposcopico), com bidpsia e possivel curetagem do canal endocervical (56).
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As células infectadas pelo HPV exibem alteragdes variadas, vistas em esfregacos e
biopsias e sdo denominadas de coilocitos (células com regido perinuclear limpida e
citoplasma denso que foram descritas primeiramente por Papanicolaou em 1933) (2). Além
dessas alteragdes, as mudancas podem ser observadas na forma, no tamanho celular ¢ na

distribuicao da cromatina nuclear (2).

Os coildcitos estdo presentes nas infecgdes por HPV onde as particulas virais se
encontram em processo de agrupamento, e normalmente sdo encontradas em lesdes
clinicamente aparentes. A imunohistoquimica pode detectar o revestimento protéico das
particulas virais que se encontram nessas lesdes. Ao contrdrio, as displasias de alto grau e os
carcinomas invasivos carecem de coilocitos, o DNA de HPV pode estar presente nessas
lesdes, mas a atividade de transcriptase talvez nao resulte na produgdo de virions, que sao

detectaveis através de microscopia ou de imunohistoquimica (2).

3.4.1.2. Exame Colposcopico

A colposcopia ¢ um método de grande ajuda e de ampla aceitagdo mundial para o
diagnéstico de pacientes com citologia anormal. A sua pratica requer um treinamento
adequado e uma anélise constante de sua qualidade. E uma técnica que utiliza um microscopio
de baixo poder, com o qual a cérvix pode ser visualizada com um melhor aumento. A
aplicacdo deste método se desenvolveu de maneira lenta e durante muitos anos, a colposcopia
e a citologia esfoliativa se consideraram competitivas no diagnéstico da displasia cervical.
Somente em algumas décadas, observou-se a importancia do conjunto destas duas técnicas,

pois a citologia e a colposcopia sdo métodos complementares para o estudo das NICs (60).

Uma das muitas vantagens da colposcopia ¢ diminuir o uso das conizagdes da cérvix.
Porém, ¢ importante ressaltar que entre 15% e 20% das citologias anormais, a colposcopia
ndo ¢ suficientemente capaz de estabelecer um diagnostico preciso e, portanto, necessita ser

associada a citologia (60).
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3.4.1.3. Sorologia

As dificuldades enfrentadas com a sorologia para HPV no passado associavam-se a
reacdes cruzadas entre HPV e a diversidade de lesdes, pois a expressao do HPV na camada
superficial do epitélio apresentava poucas células imuno competentes para antigenos virais
ocasionando uma fraca resposta soroldgica. Distintos esforcos feitos em décadas anteriores
tentaram desenvolver ensaios soroldgicos mais especificos e sensiveis, usando proteinas
fusionadas e peptideos sintéticos, porém nao apresentaram resultados eficazes devido a sua
escassez de sensibilidade e especificidade. Somente nos ultimos anos e, principalmente
devido ao advento do virus-like particles (VLPs), que ensaios sensitivos e especificos

tornaram-se disponiveis (61).

Pode-se dizer que o diagnodstico da infecgao pelo HPV através de testes sorologicos
tem tido avancos significativos nestes ultimos anos, mas ainda encontra-se dificuldade na
compreensdo da resposta humoral ao HPV (62). Mesmo assim a sororeatividade ao HPV tém
demonstrado ser um indicador de exposi¢ao prévia ao HPV sendo de auxilio na identifica¢ao

de populagdes de maior risco para o desenvolvimento do cancer de colo uterino (13, 63, 64).

Estudo (65) mostra que a baixa sensitividade de VLP-ELISA para HPV-16 pode
limitar a utilidade do ELISA como um teste diagnostico para infec¢do do HPV-16. Entretanto
parece ter especificidade adequada e deveria ser util como um marcador epidemiologico da
infeccdo por HPV-16 e comportamento sexual. Por isso avaliagdes da soroprevaléncia para
HPV em populagdes com diferentes riscos de infec¢cdes por HPV e doencas associadas ao
HPV, serdo importantes para fortalecer a utilidade de ensaios VLPs/ELISA em maiores

estudos clinicos e epidemioldgicos (65).

A avaliagdo da resposta imune humoral ao HPV pode ser muito 1util na monitorizagao
de soro conversdo em programas experimentais envolvendo o desenvolvimento de vacinas
contra o HPV, na tentativa de prevenir o cancer do colo uterino ¢ outras neoplasias

relacionadas ao HPV (66).
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3.4.2. Métodos Diretos

Os avangos na biologia molecular, nos Ultimos 20 anos, t€ém ampliado muito o
conhecimento sobre a infec¢do por HIV e a carcinogénese viral. O dominio das técnicas
biologicas moleculares usadas na deteccdo do HPV ¢ necessario para qualquer discussao
sobre as malignidades associadas ao HPV, ja que cada técnica apresenta caracteristicas unicas
com impacto significativo na sensibilidade e especificidade da mesma. As diferencas de
sensibilidade/especificidade, assim como as contaminagdes entre as varias metodologias de
deteccao, tém por vezes, dificultado a determinacao da associacao entre o HPV e os tipos de

cancer humano.

O método ideal de deteccao do HPV deve estar baseado na presenca de DNA-HVP ja
que o virus ndo precisa estar intacto para induzir doenca. A utilidade clinica desses métodos

ainda precisa ser determinada, mas seu uso em pesquisas basicas ¢ crucial (67).

3.4.2.1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi desenvolvida em 1985 e desde entdo
vem causando um profundo impacto na biologia molecular, permitido aos pesquisadores
maior facilidade na busca de DNA de HPV. A PCR ¢ uma reagdo enzimatica que resulta na

amplificagdo de material genético “in vitro” (68).

A reacdo consiste de uma etapa de aquecimento em temperaturas elevadas, que
provoca a desnaturacdo do DNA, seguida de resfriamento que leva ao pareamento especifico
de dois segmentos pequenos de DNA (primers) ao gene de interesse permitindo que uma
enzima (a DNA polimerase) sintetize novos fragmentos de DNA. Quantidades muito
pequenas de DNA podem ser amplificadas de forma altamente sensivel e especifica através de
incubacdo na presenga de uma séric de reagentes que serdo submetidos a diferentes

temperaturas, de forma repetitiva, até se obter o produto final amplificado.
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Ao final de 25 a 40 ciclos repetidos, sdo gerados bilhdes de copias do material
genético em estudo. Este ¢ um processo extremamente rapido, eficiente, e atualmente
automatizado, podendo fornecer resultados em algumas horas. A visualizagdo do material
amplificado ¢é feita por eletroforese em gel de agarose e a comparagdo com controles

adequados e marcadores de tamanho permite sua identificacao precisa (69).

Para uma identificagdo especifica do HPV foram necesséarios diferentes estudos
descrevendo uma variedade de primers e procedimentos de PCR, cada um desses variando em
sensibilidade e especificidade (51). Essa estratégia ¢ também utilizada para a confirmacao de
resultados de amplificagdes com primers consensus ou genéricos em uma segunda
amplificagdo por PCR. A amplificacdo com primers consensus permite detectar um amplo
espectro de genotipos de HPV, bem como identificar novos tipos virais (2). Diferentes
conjuntos de primers consensus foram desenhados e construidos para este propoésito; entre
eles: MY09/MY 11, OBI/II, CPI/CPII ¢ GP5+/6+ (69). Os primers MY09/MY11 e GP5+/6+
amplificam fragmentos de DNA correspondentes a seqiiéncia da ORF de L1 do genoma do
HPV, conservada entre os diferentes genotipos (51), sendo que os produtos de amplificacao
obtidos com os primers MY09/MY11, sdo correspondentes a fragmentos de 450 pb (59, 69,
70,71, 72).

Atualmente, a detec¢do molecular do HPV ¢ principalmente utilizada em pesquisa de
laboratério e ndo faz parte do processo de decisdo clinico. Entretanto, & medida que os
resultados se tornem mais aceitos, as técnicas moleculares serdo de grande importancia no

diagnostico e tratamento de doencas relacionadas com o HPV.

3.4.2.2. Hibridizacgéo por Southern Blotting

A hibridizagdo por Southern Blotting ¢ uma técnica baseada na detec¢do de pequenos

segmentos de DNA ou RNA a partir de "sondas" especificas. (Sondas sdo seqiiéncias de

nucleotideos complementares desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do DNA ou
RNA a seqiiéncia que se deseja identificar). Com esta técnica ¢ possivel identificar DNA de

HPV nas células. Para permitir a visualizacdo da reagdo entre moléculas de DNA ou RNA em
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estudo e as sondas, estas podem ser associadas a moléculas radioativas, fluorescentes ou

biotiniladas (73).

Virias técnicas baseadas nas propriedades de hibridacdo dos acidos nucléicos foram
desenvolvidas visando a triagem e isolamento de seqiiéncias especificas do DNA e RNA. A
maioria destas técnicas trabalha com uma seqiiéncia de nucleotideos complementares ao DNA
de interesse imobilizado num suporte so6lido tal como uma membrana de nailon ou de
nitrocelulose. Um destes métodos, desenvolvido na década de 70 por EM.Southern tornou-se

conhecida como Southern blotting (73, 74).

Nesta técnica, 0 DNA de HPV apos ter sido digerido com uma ou mais enzimas de
restricdo ¢ os fragmentos resultantes separados por eletroforese em um gel de agarose. Os
fragmentos de DNA dupla fita sdo visualizados por coloracdo com brometo de etidio,
desnaturados in situ com hidroxido de sodio e transferidos para uma membrana de
nitrocelulose ou de nailon, com o auxilio de uma solugdo de alta concentracao salina (51).
Tais condigdes permitem que o DNA seja retido no suporte s6lido, no ponto de contato entre
o gel e a membrana, criando, portanto, uma réplica do gel. O DNA ¢ covalentemente ligado a
membrana usando-se calor ou luz ultravioleta. Sondas de acidos nucléicos (DNA ou RNA
marcados radioativamente) sdo para hibridar com o DNA fixado na membrana e a posi¢do na
qual a ligacdo especifica ocorre pode ser detectada por auto-radiografia da membrana. O
padrdo de hibridagdo pode ser comparado diretamente com a regido no gel original que

contém a seqiiéncia de DNA de interesse (51).

A deteccdo molecular inicial de DNA de HPV foi efetuada através do uso de técnicas
de hibridizacdo de acido nucléico. Esse foi o método original de primeira escolha para a
deteccdo do DNA do HPV, sendo considerado o padréo ouro, devido o seu elevado grau de
especificidade e sensibilidade. Esse método permite uma diferenciacao precisa dos diferentes

tipos de HPV (2).
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3.4.2.3. Hibridizacéo in situ (HIS)

A hibridizagao in situ ¢ uma técnica mais sensivel que a imuno-histoquimica, porém
inferior a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A HIS ¢ utilizada principalmente para a
detec¢do de virus (ex. diversos tipos de HPV, virus de Epstein-Barr, virus da hepatite B e de
outros agentes infecciosos em tecidos suspeitos de infec¢do, além de cromossomos e produtos
da sintese celular). Pode ser realizada em material fixado em formol e incluido em parafina,

bem como congelado ou preparados citoldgicos (75).

3.4.2.4. Captura Hibrida

A Captura Hibrida é um teste sensivel capaz de detectar diversos agentes infecciosos,
como o papilomavirus humano - HPV, o virus da hepatite B, Citomegalovirus (CMV), Herpes
simplex virus, Chlamydia trachomatis, HIV e Neisseria gonorrhea (gonorréia). O teste de
captura hibrida II detecta os 18 tipos mais comuns de virus do HPV que infectam o trato
anogenital, determinando com exatiddo a presenca ou ndo de DNA de virus dos grupos de
baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44) e de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, ¢
68). A Captura Hibrida ¢ um sofisticado teste de hibridizacdo molecular, com amplificacao do
sinal dos hibridos formados, que sdo detectados através de reacdo enzima-substrato e leitura

por quimioluminescéncia (76).

Estudos demonstram (77, 78) que a sensibilidade do exame de captura hibrida II (1,0
pg/ml DNA-HPV ou 0,1 cépias/célula) ¢ muito superior a apresentada pela hibridizacao
molecular in situ (300 copias/célula) e é similar aquela de outros testes mais demorados, que
utilizam radioisétopos ou que manipulam o DNA, como a PCR além de ser superior ao seu

antecessor, a captura hibrida I.
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Em estudo (79) que avaliou o custo efetividade da utilizagdo da captura hibrida II em
mulheres com 30 anos ou mais e observou que este teste combinado com a citologia em
screening primario ou a utilizagdo do mesmo em resultados citoloégicos duvidosos parece
diminuir de forma importante o cancer cervical e ¢ mais barato que a utilizagdo de citologia
convencional anual como método isolado. Em 2002, o teste de captura Hibrida II passou a ser
considerado pelo FDA (Food and Drug Administration), nos Estados Unidos, um teste de
triagem para o cancer cervical juntamente com a citologia. Em paises como Brasil, este ainda
¢ considerado um teste muito caro para ser adicionado aos programas de rastreamento
populacional, porém vem sendo cada vez mais utilizado em servigos privados e em

populagdes consideradas de alto risco para este cancer (79).

O exame ¢ realizado a partir de material coletado da area suspeita de infeccao
utilizando-se Kit apropriado, fornecido pelo laboratério. O Kit é composto de um escova € um
tubo plastico contendo uma solugcdo acida que digere qualquer outra estrutura (células,
proteinas, gorduras etc.) que ndo seja DNA ou RNA e fragmenta a molécula de DNA em

curtas seqiiéncias de bases nitrogenadas para facilitar a hibridizagao.

Este teste compreende diversas etapas: a) desnaturacdo do material para anélise,
liberando ambas as fitas do DNA; b) reacdo com sonda de RNA especifica para o agente
infeccioso pesquisado, formando hibridos RNA/DNA; c) captura desses hibridos por
anticorpos monoclonais, com formagdo de complexos imobilizados na parede do tubo
(microplaca) utilizado para o exame; d) adicdo de anticorpo anticomplexo anticorpo-RNA-
DNA conjugado a enzima fosfatase alcalina; e) deteccdo por quimioluminescéncia ultra-

sensivel (76).

Esse avanco tecnoldgico possibilitou desenvolver um teste de facil realizagao,

podendo o resultado ser conhecido em curto tempo e baixo custo (77).
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3.5. Os Papilomavirus Humanos tipos 16 e 18

Aproximadamente 80% de individuos sexualmente ativos adquirem o HPV em algum
tempo de sua vida. A deteccdao clinica e laboratorial deste virus consiste de microscopia,
sorologia e técnicas moleculares. Entretanto ¢ dificil determinar onde e quando o virus foi
adquirido. Um recente estudo (80) indica que 90% de mulheres jovens sdo infectadas com
subtipos de HPV nao oncogénicos ¢ 70% das que sdo infectadas com subtipos oncogénicos
eliminardo o virus. Os HPVs 16 e 18 estdo associados com neoplasias intraepiteliais cervicais,
neoplasias intraepiteliais penianas e tém elevada associacdo com cancer cervical. O HPV 16

também estd associado com neoplasia intraepitelial anal (81).

Os fatores de risco mais associados aos HPVs oncogénicos parecem ndo diferir
daqueles descritos como associados ao HPV em geral. Sdo eles, atividade sexual em idade
jovem, multiplos parceiros sexuais, parceiros sexuais com verrugas genitais, e longo tempo de
uso de contraceptivos orais. Outros fatores como predisposi¢do genética, funcdo imune do
hospedeiro, e perda de heterozigosidade dos genes do tumor supressor, também tem sido

considerado (81).

Com o objetivo de determinar geograficamente a variacdo intratipica relacionada aos
papilomavirus humanos HPV tipo 16 e 18, os quais poderiam estar associados ao
desenvolvimento de lesdes cervicais, foram analisados dados de em um estudo de coorte,
onde o curso da historia natural da infeccdo pelo HPV e neoplasia cervical foi estudado (82).
A incidéncia de cancer cervical ¢ mais alta na Africa e em paises da América Latina do que
em paises da Europa e da América do Norte. E possivel que a presenga de uma nio efetiva ou
de uma ndo existéncia de rastreamento, a falta de acesso dos cuidados da saude, a alta
fertilidade e desnutrigdo possam explicar muitas das diferengas entre as taxas de areas
desenvolvidas e ndo desenvolvidas. Esta informacdo se torna relevante na medida em que
variantes ndo Européias do HPV 16 e 18 possam ter um potencial oncogénico aumentado e
assim representar um fator adicional contribuindo para a elevada desproporcionalidade das

estimativas deste cancer em populacdes de baixa renda (83).

Outros estudos realizados em populagdes de mulheres brasileiras (20, 84, 85, 86, 87,

88), mostrou que a prevaléncia de HPV-DNA em cancer cervical invasivo pode alcancar 55%
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quando se utiliza uma técnica de hibridizagdo ndo-isotopica in-situ e aumenta para 91%
quando sdo usadas técnicas baseadas em PCR. Sendo que, os tipos de HPV encontrados em
cancer cervical mostram uma variacdo geografica no mundo inteiro. No Brasil, estudo (89)
sobre a prevaléncia do HPV em céancer cervical feito em quatro regides, Norte, Nordeste
Sudeste e Sul mostra que o HPV 16 ¢ o tipo predominante apesar da variagdo regional
considerar outros tipos, sendo o HPV 18 o segundo mais prevalente. J4 na Regido Central do
Brasil, o cancer cervical ¢ o segundo cancer mais freqliente e também que ¢ a segunda causa
mais comum de morte entre as mulheres, ndo havendo consideraveis informagdes na
distribuicao de prevaléncia de tipos especificos de HPV-DNA nesta regido. Entretanto a
identificagdo de tipos especificos de HPV que sdo mais associados com cancer cervical em
diferentes regides, tem implicagdes para prevencdes estratégicas de cancer incluindo o efetivo

desenvolvimento de vacinas (89).
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Resumo

Objetivo: O presente estudo teve como objetivo conhecer a freqiiéncia de HPVs oncogénicos
tipos 16 e 18 em uma populagdo de mulheres de uma area geografica localizada na zona norte
de Porto Alegre bem como verificar as caracteristicas associadas a presenga deste virus e sua
relacao com lesdes do colo uterino.

Método: Trata-se de um estudo transversal cujo desfecho ¢ a positividade do HPV, em
especial HPV 16 e 18 em uma populacdo de mulheres de uma area geografica localizada na
zona norte de Porto Alegre. Um total de 1004 amostras de material do colo do utero foi
coletado para realizacdo do exame citopatologico convencional e para a identificagdo do
HPV-DNA através da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Colposcopia e biopsia foram
realizadas sempre que a citologia estivesse alterada e/ou a PCR para o HPV-DNA fosse
positiva. A freqiiéncia de HPV e sua distribuicao por faixa etaria sdo descritas, bem como a
sua associacdo com as varidveis estudadas através da Razdo de Chance (RC) estimada por
regressao logistica multipla.

Resultados: Observou-se uma freqiiéncia de HPV-DNA de 30,8% na populagdo estudada.
Destas 17,8% sdao mulheres positivas para o HPV 16 e 5,5% para o HPV 18. O fato de
mulheres ndo terem um companheiro fixo (Razdo de Chance (RC) =1,42; Intervalo de
Confianca (IC) de 95%: 1,10-2,00) mostrou-se associado com a positividade para outros
HPVs. O HPV 16 mostrou uma associagdo positiva com mulheres mais jovens (< 34 anos)
(RC=2,48; 1C95%:1,22-5,05). Quanto ao HPV 18, as mulheres fumantes mostraram uma
associagdo postiva com o desfecho (RC=3,57; 1C95%:1,26 —10,10).

Conclusdo: Os resultados mostramram uma elevada freqiiéncia de HPV na populagao
analisada, onde o mais freqiiente foi o tipo oncogénico HPV 16, o que pode ser muito util no
planejamento da utilizagdo de vacinas para o HPV. Os achados também sugerem uma
associagdo positiva de infeccdo pelo HPV em mulheres sem companheiro fixo ¢ mulheres

jovens com a infec¢do pelo HPV 16 e mulheres fumantes com a infec¢ao pelo HPV 18.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano, Rea¢do em Cadeia da Polimerase, estudo

transversal, cancer de colo de utero.
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Abstract

Objective: The present study has the aim of describing the frequency of oncogenic HPVs
Types 16 and 18 among women in our setting and of verifying the factors associated to this
virus and its relatioship with cervical lesions.

Methods: A cross-sectional study was developed with HPV-DNA positivity as the outcome,
specially subtypes 16 and 18. Cervical smears for cytology were collected from all women.
Polymerase Chain Reaction (PCR) was the method used to identify the presence of HPV-
DNA. Colposcopy and biopsy were performed whenever cytology was abnormal and/or
PCR was positive to HPV-DNA. HPV-DNA frequencies are described and the Odds Ratios
for all study variables and HPV-DNA were estimated through multiple logistic regression.
Results: The observed HPV-DNA frequency was 30.8%. From those, 17.8% of the women
were positives to HPV 16 and 5.5% to HPV 18. Being single (Odds Ratio (OR)=1.42;
Confidence Interval (CI) of 95%: 1.10-2.00) was associated to other types of HPV. The HPV
16 was associated with younger age (< 34 years) (OR=2.48; CI95%: 1.22- 5.05). Smoking
was positively associated to HPV 18 (OR=3.57; C195%: 1.26-10.10).

Conclusion: An elevated HPV frequency was observed in Porto Alegre, southern Brazil were
the oncogenic type HPV 16 is the most common. This information could be usefull in
planning the HPV vaccine. The results also suggest a positive association women that are
single with HPV infection (not types 16 or 18), younger age (< 34 years) with HPV 18 and
smoking with HPV 18.

Key Words: Human Papillomavirus, Polymerase Cahin Reaction, cross-sectional study,

cervical cancer.
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Introducéo

As infecgdes genitais causadas pelo Papilomavirus Humano (HPV) sdo disseminadas e
ocorrem em todo o mundo (1,2,3). Seu perfil epidemioldgico € o de uma doenga relacionada a
atividade sexual sendo a doenga sexualmente transmissivel (DST) viral mais freqliente na

populagdo sexualmente ativa (1,2,3).

Os HPVs infectam a pele e a membrana das mucosas € podem induzir a formacao de
tumores malignos e benignos; estudos (1,2,3) epidemioldgicos revelam que as infecgdes por
certos tipos de HPVs sdo importantes fatores de risco para o cancer cervical que ¢ o segundo

tumor maligno mais freqiiente em mulheres.

O tipo mais comum de HPV associado ao cancer cervical em todo mundo ¢ o HPV 16,
seguido pelo HPV 18 (4,5,6). Durante a década de 80, estudos (7, 8) sugeriram que infecgdes
subclinicas cervicais estariam associadas com pacientes jovens, multiplos parceiros, gravidez
e historia anterior de verrugas genitais. Além da atividade sexual, no entanto, outras variaveis
podem influenciar o risco de adquirir infeccdo por HPV, como multiparidade, uso de
anticoncepcionais orais e tabagismo (7). Os papilomavirus pertencem a familia
Papillomaviridae e sdo classificados de acordo com seu potencial oncogénico, como de baixo
risco subtipos (6, 11, 42, 43, e 44) e de alto risco subtipos (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, e 68) (5,9). Em geral, os HPVs de baixo risco estdo relacionados com tumores
benignos e lesdes cutaneas leves, enquanto que, os HPVs de alto risco estdo diretamente
associados com neoplasias intraepiteliais que podem progredir para cancer de colo de ttero e

carcinomas anogenitais (10,11).

O cancer de colo uterino ¢ a segunda neoplasia maligna que mais acomete as mulheres
sendo superado somente pelo cancer de mama (12). Atualmente nenhuma evidéncia indica
que os tratamentos disponiveis no momento erradicam ou afetam a historia natural das
infeccdes pelos papilomavirus e nenhum dos tratamentos ¢ superior aos outros, ou seja, cada
caso devera ser avaliado tomando a conduta mais adequada (13,14,15). Estudos tém sido
universalmente consistentes ¢ 0 HPV tém sido proposto como a primeira causa necessaria

para o desenvolvimento de cancer cervical identificavel (2, 4, 6, 16). Infecgdes com HPVs de
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alto risco estdo associados ao desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas e

progridem para lesdes intraepiteliais de alto grau (17).

A prevencao primaria de cancer cervical pode ser realizada através da prevencao e do
controle da infec¢do genital pelo HPV. Estratégias de promog¢ao da saude orientam para uma
mudang¢a no comportamento sexual que pode ser efetivo na prevencao de infeccido pelo HPV
genital (8). Na tentativa de conhecer a freqiiéncia de HPVs oncogénicos, em especial dos
tipos 16 e 18, em uma populacdo de mulheres de uma area geografica localizada na zona norte
de Porto Alegre e de verificar a associacdo desta infeccdo com fatores de risco e com lesdes
observadas no colo uterino planejou-se este estudo, esperando que os achados possam
contribuir para um melhor entendimento da elevada morbidade e mortalidade do céancer de
colo uterino em nosso meio, ja que esta ¢ uma neoplasia com elevado potencial de prevengao
e de cura se detectada precocemente (8). Além disso, a identificagdo de tipos especificos de
HPV mais associados com cancer cervical em diferentes regides podera ter implicacdes para

prevencdes estratégicas deste cancer incluindo o efetivo desenvolvimento de vacinas (18, 19,

20).

Material e Métodos

Desenho do Estudo:

Este ¢ um estudo transversal envolvendo mulheres de uma area populacional atendida
por uma unidade de aten¢do primdria do Servigo de Saude Comunitaria do Grupo Hospitalar
Conceig¢do (GHC), localizada na Zona Norte de Porto Alegre, as quais foram alocadas para

participar de um estudo de coorte com seguimento minimo de cinco anos.

Populacdo e Amostra:

A populagdo do estudo ¢ originaria da populacdo de mulheres pertencentes a area de
abrangéncia da Unidade de Aten¢do Primdria Jardim Leopoldina, na zona norte de Porto

Alegre, onde existem aproximadamente 7000 mulheres adultas residindo nesta area (21).
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Para participar do estudo, as mulheres necessitavam buscar atendimento na Unidade
Jardim Leopoldina, preencher os critérios de elegibilidade e concordar em participar do
estudo assinando um Termo de Consentimento Informado. Para ser elegivel a mulher teria
que pertencer a area geografica da unidade acima descrita, possuir prontudrio na Unidade
referida ter iniciado vida sexual, ndo ter historia de cancer cervical, e ndo ter sido

histerectomizada.

A amostra deste estudo compreendeu um total de 1004 mulheres arroladas no periodo

de fevereiro de 2003 até setembro de 2004.

Variaveis do Estudo:

O desfecho foi o diagnostico molecular por PCR de HPV-DNA, em especial os tipos
oncogénicos 16 e 18. Apos terem sido arroladas, as participantes responderam a um
questionario epidemiologico padronizado onde foram coletadas as informagdes sobre
caracteristicas demograficas, morbidades pregressas, histéria de vida reprodutiva e de
comportamento sexual. Todas as mulheres do estudo foram submetidas a um exame
ginecoldgico onde foi coletado material para citologia convencional e teste do HPV-DNA

através do método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

Deteccdo HPV-DNA por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR):

A técnica de PCR foi anteriormente descrita por BAUER H M, 1993 e por COUTLEE
F, 2002 e padronizada com testes pilotos no Laboratorio de Biologia Molecular do Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico — CDCT/LACEN-FEPPS, tendo uma
especificidade maior que 95% e uma sensibilidade superior a 90%. Em nosso estudo,
encontramos uma sensibilidade de 65% (limiar de detec¢do da técnica) e uma especificidade
de 72% (porcentagem de testes normais com testes negativos). Foram encontrados também

valor preditivo positivo de 18,8% e valor preditivo negativo de 95,3%.

As amostras para a pesquisa de DNA de papilomavirus humano foram coletadas na
Unidade de Satide de Atenc¢ao Primaria do Posto Jardim Leopoldina, utilizando-se escova do

tipo “cytobrush” e estocadas a temperatura de -20°C em 2 ml de tampéo TE (10mM Tris-HCI
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pH 8,5; ImM EDTA) ou PBS (phosphate-buffered saline pH 7,4) até a extragdo do DNA. O

transporte das amostras foi realizado em condicdes de baixas temperaturas.

Apo6s descongelamento, as amostras foram centrifugadas a 5.200 rpm, sob refrigeragao,
e o sedimento ressuspendido em tampao TE num volume final de 500uL. O DNA das
amostras foi extraido por Solugdo Proteinase K/TE-50 (200 pg/ml de proteinase K
‘DNase/RNa free' Gibco, 2% Tween 20, ImM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8,5). Apds
inativagdo a 94°C durante 10 min, as amostras desproteinizadas foram submetidas a uma
amplificagdo por PCR, utilizando-se como primers consensus MY09/MY 11 com os seguintes
oligonucleotideos degenerados, complementares a regido L1 do genoma viral do

papilomavirus humano (3, 5, 16, 22, 23).

e My095 ..CGT CC*c AA™G GGA */tAC TGA TC .. 3’
e My 115 ..GC"c CAG GG"/r CAT AA/r AAT GG .. 3
As reacoes foram realizadas em volume final de 50 uL, contendo 2,5U da enzima Taq
DNA polimerase, primers na concentragdo de 150 pMol/uL cada; Sul. de tampédo de reagdo
10X contendo 100 mM de Tris-HCI pH 8,3, 500 mM de KCl, 0,2% de gelatina e 30 mM de
MgCl,, 4 uL de dNTPs com 0,2 mM de cada nucleotideo, DNA e H,O q.s.p 50 pL.

A amplificagio foi feita em aparelho termociclador MJ Research PTC 96: 95°C por 13
min, para desnaturagdo; 40 ciclos subseqiientes de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por
1 min, para amplifica¢do; 72°C por 5 min, para extensdo final; 4°C para estoque dos produtos
amplificados.Os produtos de PCR foram analisados em géis de agarose 2,0%, em tampao
TBE (Tris Acido Bérico mais Acido Etileno Diamino Tetraacético), contendo 0,5ug/ml de
brometo de etidio, sob luz ultravioleta e comparados a um controle positivo de reacdo da
PCR. As amostras que apresentaram um fragmento a mesma altura do controle positivo,
foram consideradas amostras positivas e as amostras que comparadas ao mesmo controle
positivo da reacao de PCR, e nao apresentaram nenhum fragmento, foram consideradas como
amostras negativas para o DNA de HPV. Nesta técnica foi utilizado um controle de reagao
negativo, que ao ser visualizado em gel de agarose, observou-se que as reagcdes nio estavam
contaminadas, apresentando confiabilidade nos resultados. Um controle interno de reacao,

primers f-globina, foi utilizado para verificarmos a integridade do DNA extraido. Para a
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tipagem de HPV tipos 16 e 18 foram utilizados primers especificos para estes subtipos (3, 5,
16 22, 23).

As laminas com esfregaco para citologia e as biopsias foram processadas e analisadas
junto ao laboratorio de patologia do Hospital Nossa Senhora da Conceigdo. As participantes
do estudo que apresentaram alteragdes no exame citologico e/ou foram HPV-DNA positivas
realizaram colposcopia e biopsia de colo uterino se indicado. As mulheres diagnosticadas com
alteragdes que necessitaram tratamento imediato (NIC II, III, cancer in situ, cancer invasor)

foram encaminhadas ao Servigo de Referéncia para tratamento.

As informagdes coletadas foram armazenadas sistematicamente em um banco de
dados desenvolvido no programa EPINFO 2002. O controle de qualidade de entrada dos
dados foi feito através de conferéncia sistemdtica dos dados até entdo digitados com o

questionario original de uma amostra aleatéria de 20% dos registros ja armazenados.

Anélise dos dados:

Neste estudo, para fins de andlise estatistica, todas as mulheres HPV-DNA positivas
foram estratificadas em trés grupos: uma amostra de mulheres positivas para HPV-DNA 16,
uma de mulheres positivas para o HPV-DNA 18 e uma com as demais mulheres HPV-DNA
positivas (exceto tipos 16 e 18). Além disso, todas as mulheres HPV negativas foram

comparadas aos grupos de mulheres HPV-DNA positivas acima descritas.

Todas as analises foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS (versdo 10.0).
Foi descrita a freqliéncia global de HPV-DNA, bem como de HPV-DNA 16, 18 e outros tipos
de HPVs. As freqiiéncias foram descritas para toda a populagdo estudada e por faixa etaria. O
teste do qui-quadrado (ou exato de Fisher se indicado) foi utilizado para comparar as variaveis
categoricas com a presenca ou auséncia do desfecho e o teste t de student (ou ndo paramétrico
correspondente) para comparar as variaveis continuas com a presenc¢a ou nao do desfecho. A
Razao de Chances (RC) foi calculada para as analises uni/bivariadas e multivariadas, através
do método de Regressao Logistica, com seu correspondente Intervalo de Confianga de 95%.

Os critérios de selecao das varidveis para o modelo de regressdo logistica ndo condicional
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envolveram a significancia estatistica na andlise uni/bivariada e/ou a relevancia clinico-
epidemiologica da varidvel mediante o conhecimento vigente. Todas as variaveis com p< 0,25
foram incluidas no modelo, utilizando-se o0 método ENTER, o qual mantém todas as variaveis

selecionadas no modelo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar

Concei¢do em 15 de janeiro de 2003, protocolo nimero 112/2002.
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Resultados

Foram analisadas 1004 mulheres para este estudo. Na tabela 1 estdo descritas as
caracteristicas desta populagdo, independente do status do HPV. Em relagao a idade observa-
se que 32,0% das mulheres tinham 34 anos ou menos, sendo a maioria 79,5% de cor branca e
em torno de 60,0% estudaram até o primeiro grau. A maioria 65,8% eram mulheres com
companheiro fixo e 78,2% referiam uso de anticoncepcional oral. Cerca de 67 % das mulheres
iniciaram a vida sexual antes dos 20 anos e aproximadamente 30% tiveram mais de 3
parceiros sexuais ao longo da vida. A paridade foi superior a 2 filhos em 36,5% das mulheres.
Um total de 26% de mulheres relatou ser fumante e (11%) referiram histéria prévia de

condiloma genital.

A positividade de HPV-DNA, pela técnica de PCR, em toda a populacao estudada, foi
de 30,8% (n=309), sendo que destas, 17,8% (n=55) foram positivas para o HPV 16 e 5,5%
(n=17) para o HPV 18. Tendo um total 695 mulheres negativas para HPV-DNA.

Na tabela 2 observa-se a distribuicdo das varidveis estudadas de acordo com os tipos
de HPVs identificados (16,18 e outros HPVs). A distribuicdo por grupo etdrio entre as
mulheres positivas para o HPV 16 ¢ semelhante. Ja para o HPV 18 h4 uma predominancia de
mulheres mais velhas 64,7%, ocorrendo o mesmo nas mulheres com outros tipos HPVs e
mulheres HPV negativas. A cor branca predomina em todos os grupos, observando-se
percentuais mais elevados para ndo brancas em mulheres positivas para o HPV 16 e 18.
Quanto a escolaridade, houve predominio de mulheres que estudaram até o 1° grau nos grupos
de participantes com HPV 16, outros HPVs e HPV negativas. O oposto foi observado entre as
mulheres positivas ao HPV 18. A maioria das participantes informaram ter companheiro fixo
e o numero de mulheres sem companheiro em torno de 40% nos grupos de mulheres HPV
positivas e 30% para as HPV negativas. Observa-se que em torno de metade da populagao de
mulheres positivas ao HPV 18 relatam ser fumante, o que ndo ocorre nos outros grupos (HPV
16, outros HPVs ¢ HPV negativas) onde as nao fumantes sdo minoria. Em todos os grupo
houve uma maior propor¢ao de mulheres que iniciou a vida sexual antes dos 20 anos de idade.
Chama aten¢do que entre as mulheres positivas para HPV 16, em torno de 40% referiram

mais de 3 parceiros ao longo da vida, sendo este percentual menor nos outros grupos. A
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maioria referiu ser usuaria de anticoncepcional oral, sendo o maior percentual observado
88,2% nas positivas para HPV 18. Também foi maior em todos os grupos o percentual de
mulheres que informaram paridade de até 2 filhos. Um numero relativamente pequeno de
mulheres referiu historia prévia de condiloma genital, sendo a maior propor¢do observada

entre as positivas ao HPV 16.

Na figura 1 estdo descritos os achados do exame citopatologico de acordo com o tipo
de HPV identificado. A citologia normal ¢ predominante em todos os grupos, sendo o maior
percentual observado entre as mulheres HPV negativas. No entanto, as lesdes de baixo grau
foram detectadas, em sua maioria, nas mulheres HPV positivas, em especial nas positivas ao
HPV 16 e 18, embora um pequeno percentual também tenha sido observado entre as HPV

negativas. Lesdes de alto grau s6 foram identificadas nas positivas para o HPV 16 3,8%.

Do total de mulheres estudadas, 33,5% (n=336) foram encaminhadas a colposcopia e,
destas 24,3% (n=82), apresentaram anormalidades a este exame e realizaram biopsia. Da
totalidade de bidpsias realizadas, 56,0% (n=46) apresentaram alteragdes. Destas, 20,0% (n=9)
mulheres apresentaram lesdo de alto grau e 74,0 % (n=34) de baixo grau. Entre as mulheres

com lesdes de alto grau, 56,0% (n=5) foram positivas para o HPV 16.

Na tabela 3 s3o descritas as Razdes de Chance ajustadas estimadas, com
correspondentes intervalos de confianca de 95%, para a associagcdo entre as varidveis
estudadas e os desfechos. Observa-se uma associagdo positiva e significativa entre mulheres
sem companheiro fixo e a positividade para outros HPVs. Ja em relagdo ao HPV 16 houve
uma associagdo positiva e significativa com mulheres mais jovens (< 34 anos) (RC=2,48;
1C95%:1,22-5,05). Quanto ao HPV 18, observou-se uma associa¢do estatisticamente

significativa com mulheres fumantes (RC=3,57; 1C95%:1,26-10,10).
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Discussao

Os resultados deste estudo mostram uma elevada freqiiéncia de positividade para HPV
30,8%, sendo o tipo oncogénico HPV 16 o mais freqiiente entre as positivas 17,9%. As
freqiiéncias observadas neste estudo estdo dentro do amplo intervalo relatado na literatura,
onde a prevaléncia e a incidéncia da infec¢do cervical pelo HPV mostram grande variagao, de
acordo com o método diagndstico utilizado, mas também por refletir as variagdes quanto ao
comportamento sexual entre as populacgdes (1, 3). Dentro do Brasil, também ¢ observada esta
variacdo, onde em outro estudo realizado em cidade do interior do Rio grande do Sul, em
populacdo considerada de baixo risco foi encontrada uma freqiiéncia de HPV-DNA de 13,0%
(24). Outro estudo brasileiro (25) realizado em Sao Paulo, entre mulheres de baixa renda,
também referiu uma freqii€ncia de mulheres HPV positivas de 26,2%, sendo 39,5% positivas
para os HPVs 16 oul8. A freqiiéncia de HPV observada em nosso estudo foi elevada, também
com predominincia dos HPVs 16 e 18 23,4%. Especula-se que esta freqiliéncia esteja
relacionada com o tipo de populacdo estudada, que inclui baixa renda e baixa cobertura para o
rastreamento de cancer de colo uterino. Quanto a freqiiéncia mais elevada de HPV 16, os
estudos tém sido unanimes em indicar este tipo de HPV oncogénico como o mais
freqlientemente observado (2, 3, 25, 26, 27, 28). Este achado também ¢ corroborado em nosso
estudo. Cabe salientar, no entanto que freqiiéncias elevadas também tem sido observadas em
mulheres com citologia normal e subseqiiente desenvolvimento de lesdes intraepiteliais
escamosas da cérvice, sendo estes achados consistentes com a hipotese de a infeccdo pelo

HPV ser causa necessaria para o desenvolvimento de neoplasia cervical (27).

Apesar do presente estudo ter arrolado mulheres de uma éarea geogréafica de Porto
Alegre, acredita-se que os achados possam ser extrapolados para as mulheres desta cidade,
onde a distribui¢do das caracteristicas demograficas ¢ semelhante a relatada na amostra
estudada. No entanto, as mulheres estudadas relataram, em sua maioria, mais de 3 parceiros
sexuais ao longo da vida, sexarca, anterior aos 20 anos e em torno de 30,0% referiram
nenhuma escolaridade ou primeiro grau incompleto. Este padrdo de comportamento de

“risco” na populagdo estudada deve ser considerado ao discutir-se os achados deste estudo.
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Embora estudos realizados na Costa Rica (29), Colombia e México (30), mostrem uma
distribuicdo bimodal da infeccdo pelo HPV quanto a faixa etaria, sendo o primeiro pico
abaixo dos 25 anos e o segundo pico acima dos 59 anos, outros estudos (3, 5) ndo observaram
a mesma tendéncia. Em nosso estudo, a faixa etaria foi analisada considerando mulheres com
até 34 anos e com mais de 34 anos, pela distribug¢do relativamente pequena observada de
mulheres com mais de 54 anos 17,4% (n=174). Nosso estudo relata uma freqiiencia maior de
mulheres jovens entre as positivas ao HPV 16, fato também descrito em outros estudos (25,
28) entanto, abaixo de 25 anos, no entanto o segundo pico ocorre em um periodo etario um

pouco mais.

Em relagdo a citologia, as lesdes de baixo grau observadas foram, em sua maioria, nas
mulheres HPV positivas, em especial nas positivas ao HPV 16 e 18, embora um pequeno
percentual também tenha sido observado entre as HPV negativas. Este pequeno percentual de
lesdes de baixo grau encontradas em amostras negativas para HPV na PCR, estd
provavelmente realcionado a algum fator inibitdrio na reacdo, como por exemplo, residuos da
extracdo, uma vez que foi utilizado controle interno o qual nao estava presente na reagdo com
relacdo as outras amostras, ou mesmo lesdes do tipo ASCUS e AGUS que em nossa
classificagdo, juntamente com NIC I, foram considerados de baixo grau. As lesdes de alto
grau s6 foram identificadas nas positivas para o HPV 16. Estes achados refletem a expectativa
de que lesdes de alto grau, consideradas pré-malignas estejam associadas a presenca de HPV

oncogénico.

Sabe-se que a presenga da infeccao pelo HPV ¢ um fator necessario, porém nao
suficiente para o desenvolvimento do cancer de colo uterino (3, 6). Assim, outros fatores
parecem contribuir para o desenvolvimento desta neoplasia. Entre eles, fatores hormonais
como elevada paridade associada a um longo periodo de exposi¢do a anticoncepcionais orais,
outras infecg¢des genitais como a Chlamidia trachomatis podem ser considerados co-fatores

do HPV (7, 8).

Além disso, outros fatores também tém sido sugeridos como possiveis cofatores, como

déficit nutricional, fatores inerentes ao hospedeiro que aumentariam a suscetibilidade a
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infeccao pelo HPV, como marcadores genéticos e moduladores da resposta imune ¢ mesmo

variantes genéticos de varios tipos de HPV (3, 8, 31).

Em nossos achados, varidveis como idade inferior a 35 anos, ¢ de comportamento
sexual, como, ndo ter companheiro fixo além de ser fumante, se mostraram associadas a
infeccdo pelo HPV. Estes achados sdo corroborados por resultados relatados em outros
estudos (2,7,8,14, 25, 31). Cabe salientar o achado referente a exposi¢do ao fumo, para o HPV
oncogénico 18, mostrando uma associagdo positiva e significativa, embora este achado deva

ser interpretado com cautela, pois o numero de mulheres neste grupo ¢ relativamente pequeno.

Também tem sido observado que no Estado do Rio Grande do Sul hd um aumento da
mortalidade ao longo dos ultimos 20 anos, em relacdo a outros estados da Regido Sul do
Brasil, em todas as faixas etarias, sendo maior o incremento anual na faixa de 50 a 64 anos
(12, 32). Sendo o Rio Grande do Sul, o estado brasileiro onde ¢ observada a prevaléncia de
fumo mais elevada, seria possivel especular que o fumo possa estar atuando como cofator
junto ao HPV e contribuindo assim para o aumento da morbidade ¢ mortalidade por esta
neoplasia em nosso meio. Se esta especulagdo estiver correta, ¢ essencial que se combine
junto as medidas de prevenc¢do para a infeccdo genital pelo HPV, medidas para redugdo da

exposicao das mulheres ao fumo.

E possivel que a existéncia de programas de educacio e rastreamento sistematico de
todas as mulheres apds a primeira relagdo sexual possam modificar o quadro atual. Além
disso, falhas na educacdo bésica da populagdo, a falta de conhecimento e os temores pelo
proprio tabu ainda relacionado ao cancer fazem com que estes programas ndo sejam exigidos
pela comunidade, apontando, desta forma, para uma conscientizagdo ainda maior por parte

dos governos quanto ao processo de educagdo e informacao para a satde dos cidadaos.

Concluindo, este estudo aponta uma elevada freqiiéncia da HPV em mulheres de Porto
Alegre, onde o mais freqliente é o tipo oncogénico HPV 16. Esta informagdo pode ser muito
util no planejamento da utilizagdo de vacinas para o HPV. Além disso, os achados sugerem
uma associacdo positiva desta infeccdo com mulheres jovens, sem companheiros fixo e

fumantes, sugerindo assim uma popula¢do de “risco” em nosso meio onde podem ser
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aplicadas medidas de prevencdo em nivel de atencdo primdria, as quais ndo exigem
sofisticacdo tecnoldgica, podendo contribuir para uma redugdo deste importante “fardo” em

saude publica.
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Tabela 1: Caracteristicas da Populagdo Estudada (N=1004)

Variavel

n (%)

Grupos Etarios (em anos)
<34
>35
Cor da Pele
Branca
Nao Branca
Escolaridade
Até 1° Grau Completo
> 2° Grau
Estado Marital
Com companheiro fixo
Sem companheiro fixo
Fumantes
Sim
Nao
Sexarca (em anos)
<20
>20
Parceiros Sexuais na Vida
<3
>3
Paridade
<2
>2
Uso de Anticoncepcional Oral
Sim
Nao
Historia de Condiloma Genital
Sim
Nao

323 (32,0%)
681 (68,0%)

798 (79,5%)
206 (20,5%)

604 (60,2%)
400 (39,8%)

661 (65,8%)
343 (34,2%)

256 (25,5%)
748 (74,5%)

674 (67,1%)
330 (32,9%)

707 (70,4%)
297 (29,6%)

637 (63,5%)
367 (36,5%)

785 (78,2%)
219 (21,8%)

109 (10,9%)
895 (89,1%)
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Tabela 2: Distribui¢do das Variaveis Estudadas de Acordo com o Tipo de Papilomavirus

Humano (HPV).

Variaveis

HPV (+) (N=309)

HPV () (N=695)

HPV 16 HPV 18  Outros HPVs
(N=55) (N=17) (N=237)
Grupos Etéarios (em anos)
<34 26 (47,3%) 6 (35,3%) 77 (32,4%) 212 (30,5%)
>35 29 (52,7%) 11 (64,7%) 160 (67,6%) 483 (69,5%)
Cor
Branca 40 (72,7%) 12 (70,5%) 188 (79,4%) 556 (80,0%)
Néo Branca 15 (27,3%) 5 (29,5%) 49 (20,6%) 139 (20,0%)
Escolaridade
Até 1° Grau Completo 33 (60,0%) 7 (41,2%) 136 (57,4%) 427 (61,4%)

> 2° Grau
Estado Marital
Com Companheiro Fixo
Sem Companheiro Fixo
Fumo
Sim
Niao
Sexarca
<20
>20
Parceiros Sexuais na Vida
<3
>3
Uso de Anticoncepcional Oral
Sim
Niao
Paridade
<2
>2
Historia de Condiloma Genital
Sim
Nao

22 (40,0%)

33 (60,0%)
22 (40,0%)

19 (34,5%)
36 (65,5%)

38 (69,0%)
17 (31,0%)

33 (60,0%)
22 (40,0%)

44 (80,0%)
11 (20,0%)

37 (67,3%)
18 (32,7%)

8 (14,5%)
47 (85,5%)

10 (58,8%)

10 (58,8%)
7 (41,2%)

8 (47,1%)
9 (52,9%)

10 (58,8%)
7 (41,2%)

12 (70,5%)
5(29,5%)

15 (88,3%)
2 (11,7%)

10 (58,8%)
7 (41,2%)

2 (11,8%)
15 (88,2%)

101 (42,6%)

138 (58,2%)
99 (41,8%)

57 (24,1%)
180 (75,9%)

154 (64,9%)
83 (35,1%)

152 (64,2%)
85 (35,8%)

184 (77,6%)
53 (22,4%)

155 (65,4%)
82 (34,6%)

30 (12,6%)
207 (87,4%)

268 (38,6%)

481 (69,3%)
214 (30,7%)

176 (25,4%)
519 (74,6%)

469 (67,5%)
226 (32,5%)

509 (73,2%)
186 (26,8%)

544 (78,3%)
151 (21,7%)

433 (62,3%)
262 (37,7%)

68 (9,8%)
627 (90,2%)
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Tabela 3: Razdes de Chance Ajustadas* e IC 95% da Associagdo Entre as Variaveis
Estudadas e a Presenca de HPV 16, 18 e Outros HPVs.

HPV 16
RC(IC95%)*

HPV 18
RC (IC95%)*

Outros HPVs
RC (1C95%)*

Variaveis

Grupo Etéario (em anos)

<34 2,48 (1,22-5,05) 1,68 (0,49-5,81) 1,17 (0,80-1,70)
> 35 (Ref) 1,0 1,0 1,0
Cor
Branca (Ref) 1,0 1,0 1,0
Nio Branca 1,55 (0,79-2,99) 2,04 (0,68-6,13) 1,17 (0,80-1,70)

Escolaridade

Até 1° Grau Completo

1,17 (0,63-2,15)

2,26 (0,76-6,60)

1,10 (0,77-1,50)

> 2° Grau (Ref)) 1,0 1,0 1,0
Estado Marital
Com Companheiro Fixo (Ref.) 1,0 1,0 1,0

Sem Companheiro Fixo

1,32 (0,71-2,46)

1,82 (0,59-5,46)

1,42 (1,10-2,00)

Fumo

Sim 1,46 (0,79-2,72) 3,57 (1,26-10,10) 1,14 (0,61-1,25)

Nio (Ref) 1,0 1,0 1,0
Sexarca

<20 1,71 (0,83-3,50) 1,93 (0,60-6,60) 1,25 (0,87-1,78)

>20 (Ref)) 1,0 1,0 1,0
Parceiros Sexuais na Vida

<3 (Ref) 1,0 1,0 1,0

>3 1,5(0,79-2,83)  1,15(0,35-3,82) 1,37 (0,97-1,95)

Uso de Anticoncepcional Oral

Sim 1,34 (0,63-2,85) 1,89 (0,41-8,70) 1,05 (0,72-1,52)

Nio (Ref)) 1,0 1,0 1,0
Paridade

<2 (Ref) 1,0 1,0 1,0

>2 1,10 (0,53-2,13) 1,65 (0,51-2,90) 1,04 (0,68-1,36)

Razao de Chance (RC); Intervalo de Confianca para a RC de 95% (1C95%);

* RC ajustadas para todas as variaveis da tabela.
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ANEXO |

OBJETIVOS DO ESTUDO MAE “DISTRIBUICAO DE PAPILOMAVIRUS HUMANO
ONCOGENICOS E SUA ASSOCIACAO COM LESOES DO COLO UTERINO”

1. Verificar a distribuicdo da infeccdo por HPV oncogénicos (em especial 16 e 18)
em mulheres no nosso meio de acordo com a faixa etéria.

2. Descrever a soroprevaléncia dos HPVs 16 e 18 nesta populagdo de acordo com a
faixa etaria.

3. Verificar a associagdo desta infec¢do com alteragdes citologicas diagnosticadas por
colposcopia e bidpsia nestas mulheres.

4. Verificar a presenca de variagcdes dos HPVs de sub-tipo 16 e 18 na populagdo

estudada e sua relagdo com o desenvolvimento de lesdo cervical.

Os objetivos acima descritos pretendem auxiliar na resposta as seguintes questdes:

1) Qual a freqiiéncia de infec¢do genital por HPVs oncogénicos em mulheres do nosso
meio e como esta freqii€ncia se distribui por faixa etaria?

2) Quais os fatores associados a esta distribui¢do (culturais, imunologicos, ou outros)?

3) Que fatores estdo associados ao estado de portador de HPV? Quais fatores de risco
para desenvolver a doenca sdo mais observados em nosso meio e qual a importancia

destes fatores na infecgdo pelo virus e na transformacao maligna destas lesdes?

Nossa expectativa € contribuir para a compreensdo do valor desta associagdo para se
distinguir as mulheres que evoluirdo para lesdes de alto grau ou neoplasia francamente

invasiva.
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ANEXO II

HOSPITAL N. 3. DA CONCEIGAD S.A. - CNPJ 62787 118/0001-20 - Av Franckco Trein, 506 - F.341-1300 - Porto Alegre - RS - CEP: 81350-200
HOSPITAL DA CRIANGA CONCHGAQ - (Unidade Pedialrica do Hospal Nossa Senhora da Conceigho S A )

HOSPITAL CRISTO REDENTOR S.A. - CNPJ 92 787 126/0001-76 - Rua Domingos Rubbo, 20 - F.361-3366 - Portc Alegre - RS - CEP: 91040-000
HOSPITAL FEMINA SA. - CNPJ 92 6331341000153 - Rua Mostardeios, 17 - £.311-9898 - Porto Alegre - RS - CEP- §1430-001

Vinculados a0 Ministério da Saiide - Decteto n* 89.24490

COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO GRUPO HOSPITALAR CONCEIGAO
CEP - GHC
RESOLUGAO

cue GRUPO HOSPITALAR CONCEICAO
GrlC

Porto Alegre, 15 de janeiro de 2003.

O Comité de Etica em Pesquisa-CEP-GHC, em reunido ordinaria em 15/01/2003
analisou o projeto de pesquisa:

N° 112/2002

Titulo: A distribuicéo de papilomavirus humanos oncogénicos € sua associago com lesdes
do colo cervical.

Pesquisador (es): Mary Clarisse Bozzetti

Este trabalho, bem como o Termo de Consentimento livre e Esclarecido, no aspecto
ético e metodoldgico, por estarem de acordo com as Diretrizes € Normas Regulamentadoras
de Pesquisas envolvendo Seres Humanos (Resolugdo 196/96) obtiveram o parecer
APROVADO. O autor devera encaminhar relatorios semestrais sobre o andamento do
projeto. Projetos de dreas teméticas especiais ndo podem ser iniciados sem a aprovacao da
CONEP. Apés conclusdo do trabalho, o pesquisador devera encaminhar relatorio final ao
Centro de resultados onde foi desenvolvida a pesquisa e ao Comité de Etica em Pesquisa.

Dr. Mario R;)berto Silveira
Coordc?nador
Comité de Etica do GHC
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ANEXO 111

FICHA DE COLETA DE DADOS - QUESTIONARIO DE ENTRADA NO ESTUDO
PREVENCAO E DETECCAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

I. QUESTIONARIO DE ENTRADA NO ESTUDO

NOTA: Toda informagao serd mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario sera

armazenado em arquivos fechados. Seu nimero de identificagdo sera a inica conexao a
informagao coletada.

QUEST __
1. Nome:
2. Endereco:
3. Telefone de contato:
4. Data de nascimento? / / (dd/mm/aaaa) DNASC:  / /
5. Data da entrevista? / / (dd/mm/aaaa) DENT: / /
6. Idade:  (.em anos) IDADE:
7. Estado marital: ESTMARIT: _
(1) Casada ou com companheiro fixo ha pelo menos 1 ano
(2) Com companheiro hd menos de 1 ano (3)Solteira
(4) Divorciada/desquitada  (5) Separada
(6) Vitva
8. Ocupagio: OCUP:
9. Cor da pele:
(1) branca (2) negra (3) mulata (4) amarela COR:
10. Escolaridade: ESCOLAR: _
( 1) analfabeta (2 ) primeiro grau incompleto
( 3 ) primeiro grau completo (4 ) segundo grau incompleto
( 5) segundo grau completo ( 6 ) terceiro grau incompleto
( 7)) terceiro grau completo (9 ) ignorado
11. Nuimero de pessoas que residem na casa: PCASA:
12. Renda da familia (anotar a renda em reais) RENDA:

13. Vocé fuma? (1) Sim (2) Nao FUMO:
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SE A RESPOSTA A QUESTAO 13 FOR “NAO” PULE PARA A

QUESTAO 16

14. Se sim, ha quanto tempo? __ (em anos)
15. Se sim, quantos cigarros fuma por dia?
16. Idade da primeira menstruagdao:

17. Seus ciclos menstruais sao regulares?

18. Vocé ainda menstrua? (1) Sim (2) Nao

(intervalo)

TFUMO:
CIGDIA:
MENARCA:
CMENST:
MENOPI:

SE A RESPOSTA A QUESTAO 18 FOR “NAO” PULE PARA A

QUESTAO 22

19. Se ndo, ha quanto tempo? __ (em anos)

20. Voce faz ou ja fez terapia de reposi¢@o hormonal?

(1) Sim (2) Nao

21. Se sim, por quanto tempo? __ (em anos)

22. Qual a idade da primeira relagao sexual:

23. Qual o ntimero de parceiros sexuais no ultimo més:
24. Qual o niimero de parceiros sexuais ao longo da vida:
25. Voce utiliza ou utilizou algum método anticoncepcional?
(1) Sim (2) Nao

26. Qual o método anticoncepcional que utiliza ou utilizou?
(1) Anticoncepcional oral; (2) Anticoncepcional injetavel;
(2) Condon (camisinha); (4) Diagrama;

(5) “Camisinha” feminina; (6) DIU/Mirena;

(7) Cirtrgico (LT); (8) Tabela; (9) Nao sabe;

(10) Nao se aplica; (11) Outro:
27. Ja esteve gravida alguma vez? (1) Sim (2) Nao

MENOP2:
MENOP3: _

MENOP4:
SEXARCA:
PARSEX1:
PARSEX2:
ACOl:

ACO2:

GESTAL: _

SE A RESPOSTA A QUESTAO 27 FOR “NAO” PULE PARA A

QUESTAO 33

28. Se sim, quantas vezes?

29. Que idade tinha na primeira gestag¢ao?

30. Quantos filhos nasceram vivos?

31. Ja teve algum aborto? (1) Sim (2) Nao

32. Se sim, quantos?

33. Vocé ja teve/tem alguma das seguintes doengas?
(1) Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais):
AIDS/ HIV positiva: _

Sifilis:

Gonorréia:

Candidiase genital:

GESTA2:
GESTA3:
FVIVOS:
ABOI1:
ABO2:

COND: _
HIV:
SIFILIS:
GONO: _
CANDIDA:



Clamidia genital:
Herpes genital:

Outra, qual?:
34. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento?
35. Se sim, qual?

36. Seu marido ou companheiro ja teve alguma das seguintes
doencas? Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe

Condiloma acuminado/Papilomavirus (verrugas genitais):
AIDS/ HIV positivo:

Sifilis:

Gonorréia: _

Candidiase genital:

Clamidia genital: _

Herpes genital:

Outra, qual?:
37. Se sim, vocé fez algum tipo de tratamento?
38. Se sim, qual?

39. Vocé alguma vez ja realizou o exame preventivo de
colo uterino? (1) Sim; (2) Nao; (9) Nao sabe
40. Se sim, qual a data do ultimo exame?  /  (mm/aaaa)

41. Voce costuma realizar auto-exame de mamas?
(1) Sim (2) Nao

42. Se sim, com que freqliéncia?

(1) didria; (2) semanal; (3) mensal; (4) Outra:

43. Vocé ja teve ou tem alguns dos seguintes problemas de
saude? (1) Sim (2) Nao (9) Nao sabe

Doenga cardiovascular (HAS, DIC):

Lesdes pré-invasivas de colo de utero:

Doenga end6crino-metabolica (diabetes):

Doenga Respiratoria (asma, dpoc):

Doenga psiquiatrica (depressao):

Cancer ginecologico:

Outro tipo de cancer:

44. Se sim, vocé faz algum tipo de tratamento para o

seu problema de satde? (1) Sim (2) Nao

45. Se sim, qual o tratamento?

46. Alguém na sua familia (lado materno ou paterno) tem ou
teve algum dos seguintes problemas de satde?

(1) Sim (2) Nao (9) Nao sabe

Doenga cardiovascular (HAS, DIC):

Lesdes pré-invasivas de colo de utero:

Doenga endocrino-metabolica (diabetes):

Doenga Respiratoria (asma, dpoc):

Doenga psiquiatrica (depressao):

Cancer ginecologico:

CLAMIDIA:
HERPES:
OUTDST: _
TRATIL:
TRAT2: _

CONDM: _
HIVM:
SIFILISM: _
GONOM: _

CANDIDAM: _
CLAMIDIAM: _

HERPESM: _
OUTDSTM: _
TRATMI:
TRATM2: _
CPl:

DATCP: /|

MAMAL:

MAMA?2:

HDCV: _
HLPCU:
HDEM:
HDR: _
HDP: _
HCAG: _
HC:
TRATPS1:

TRATPS2:

HFDCV: _
HFLPCU: _
HFDEM: _
HFDR: _
HFDP:
HFCAG: _

76
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Outro tipo de cancer: HFC:
AIDS(HIV positivo): HFAIDS:

47. Se sim, faz algum tipo de tratamento para o TRATPSF1:
este problema de saude? (1) Sim (2) Nao

48. Se sim, qual o tratamento? TRATPSF2:
49. Historia de 6bito na familia nos ultimos cinco anos?

(1) Sim (2) Nao (3) Néo sabe OBITOF:

50. Se sim, qual a idade da pessoa que foi ao 6bito:  (anos) OBFIDAD:
51. Se sim, qual a causa da morte? CAUSAOBF:

OBSERVACOES DO ENTREVISTADOR: A
PREVENCAO E DETECCAO PRECOCE DE CANCER DE COLO UTERINO

II. QUESTIONARIO DE DADOS DO EXAME E COLETA DE MATERIAL

NOTA: Toda informacao sera mantida sob estrita confidencialidade. Este questionario sera
armazenado em arquivos fechados. Seu niamero de identificagdo sera a inica conexao a
informacao coletada.

1. Nome:

2. Foram realizados os seguintes exames na participante do estudo:
Coleta para exame cito-patoldgico da cérvice uterina (CP):

(1) Sim (2) Nao, porque?
Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado do CP? CP:
(1) Normal; (2) AGUS; (3) ASCUS

(4) NIC 1; (5) NIC 2; (6) NIC 3;

(7) Ca in situ; (8) Ca invasivo; (9) Outro:

Coleta de material para PCR (PCR):
(1) Sim (2) Nao, porque?
Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado da PCR (HPV-DNA)? HPVDNA:
(1) Positiva  (2) Negativa
Se positiva, qual o tipo de HPV identificado? THPV: _

Coleta de sangue para a sorologia p/HPV(SORO):
(1) Sim (2) Nao, porque?
Foi encontrado algum problema nesta coleta? Qual?

Resultado da sorologia para o HPV? SOROHPV:




(1) Positiva  (2) Negativa
Foi indicado colposcopia?

(1) Sim (data: ) (2)Nao
Foi realizada colposcopia?
(1) Sim (data: ) (2) Nao, porque?

Resultados da colposcopia?

(1) Anormal com realizagdo de bidpsia;

(2) Anormal sem realizagdo de biopsia (porque?
(3) Normal

COLPO: _
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ANEXO IV

TERMO DE CONSETIMENTO INFORMADO

Titulo do Projeto: A Distribui¢ao de Papilomavirus Oncogénicos e Sua Associagdo Com
Lesdes do Colo Uterino

Protocolo n°:

Financiamento: CAPES-PROF (UFRGS); FIPE/HCPA; FAPERGS; LACEN/RS
Apoio: GSC/GHC

Investigador Principal: Dra. Mary Clarisse Bozzetti

A infeccdo genital pelo  Papilomavirus Humano ¢ uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais comuns. E causada pelo virus conhecido como Papilomavirus Humano ou
HPV. Este virus ¢ o principal agente causador do cancer de colo de tutero. Pelo fato deste ser
um cancer bastante comum entre as mulheres em nosso meio e, embora possa ser
diagnosticado precocemente e as mulheres curadas, ele ainda ¢ responsavel por um grande
numero de mortes entre as mulheres em nosso meio. Por isso, a busca de métodos para um
diagnéstico mais precoce e mais acessivel a toda populacdo tém sido tema de muitas
pesquisas.

No6s planegjamos um estudo que tem como principal enfoque a identificagdo e o
acompanhamento de mulheres portadoras do HPV bem como de outras lesdes associadas
presentes no colo uterino. Por isso estamos convidando-a a fazer parte deste estudo, cujos
objetivos, procedimentos, riscos € beneficios estdo descritos a seguir.

Objetivos do estudo:

O presente estudo tem como objetivos verificar a presenga e distribui¢do de acordo com a
idade dos tipos de HPV que estdo mais associados ao cancer de colo de Utero. A presenca
deste virus sera estudada em material coletado no colo uterino e no sangue. A identificagdo da
presenca deste virus, a detec¢do de uma proteina chamada P16, presente em células com HPV
ativo e o acompanhamento das mulheres que participardo do estudo permitira entender melhor
porque algumas mulheres evoluem para lesdes de colo de utero de alto grau ou mesmo cancer.

Procedimentos:

As mulheres que concordarem em participar do estudo serdo inicialmente entrevistadas para
responder algumas questdoes relacionadas a sua satde, apos serd realizado um exame
ginecoldgico no qual serd coletado, através do uso de uma escova especial para este exame,
material da parte externa e do canal do colo uterino. Deste material serd realizado exame
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citologico, (preventivo do cancer de colo de utero) e material para investigar a presenca do
HPV.

As mulheres que tiverem o exame citologico alterado e/ou que tiverem a presenga do HPV ao
exame serdo encaminhadas para a realizagdo de uma colposcopia, que um exame semelhante
ao exame ginecologico, onde se observa o colo do utero com lente de aumento. Se neste
exame for constatada a presenca de alguma lesdo no colo do utero, sera realizada uma bidpsia
desta lesdao, que significa retirar um pequeno fragmento da lesdo e encaminhar para um exame
mais minucioso, chamado exame histopatoldgico e também, neste mesmo fragmento sera
estudado se existe alguma alteracdo na proteina P16.

Também serd coletado nas mulheres que concordarem em participar do estudo, 20 ml de
sangue. Deste sangue sera isolado o soro, que serd congelado e posteriormente sera feita a
verifica¢do da presenca do HPV.

As mulheres participantes do estudo serdo acompanhadas de acordo com os resultados dos
exames mencionados acima. A freqiiéncia de visitas médicas podera ser no minimo semestral
e no maximo anual. Sendo que os procedimentos em cada consulta serdo os mesmos descritos
acima.

Riscos e Desconfortos:

Os riscos e desconfortos as participantes deste estudo sdo aqueles associados aos
procedimentos descritos acima, ou seja, a coleta de material para o exame citoldgico e para o
HPV podera, de modo pouco freqiiente, causar um pequeno sangramento local, que cessara
espontaneamente. Para as mulheres que necessitarem a realizagao de biopsia, poderd também
ocorrer um pequeno sangramento com melhora espontanea e eventualmente podera haver um
pouco de dor local, também passageira. A coleta de sangue ¢ de uma quantidade pequena (20
ml) e por isso dificilmente causara algum mal-estar geral (I em cada 1000 pessoas), no
entanto poderd haver dor no local da coleta e eventualmente um pequeno hematoma. Os
demais procedimentos serdo feitos em material ja coletado e congelado para posterior exame e
por isso ndo causardo desconfortos as participantes do estudo.

Beneficios:

Os beneficios diretos do estudo as participantes serdo: estas terdo a oportunidade de serem
identificadas com lesdes pré-cancerosas do colo de utero e tratadas antes da evolucdo destas
lesdes; aquelas que forem positivas a algum tipo de HPV de alto risco para o cancer de colo
uterino e que ndo tiverem lesdes aparentes serdo acompanhadas com uma freqiiéncia maior
visando acompanhar e tratar as possiveis lesdes que se desenvolverem.

Como beneficio indireto estas mulheres estardo contribuindo com informagdes fundamentais
para ampliar o conhecimento desta doenga e de sua evolugdo (progndstico) para o
conhecimento cientifico, j& que estd ¢ uma doenca altamente previnivel e curdvel se detectada
precocemente € que, no entanto ainda estd entre as causas de morte por cancer mais comum
entre as mulheres, especialmente em nosso meio.

Compensacao financeira:

Nao haverd nenhum pagamento as mulheres que concordarem em participar do estudo, bem
como as participantes do estudo ndo terdo nenhum custo adicional relacionado aos
procedimentos e as visitas médicas.
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Confidencialidade:

Toda a informagao que sera fornecida pelas participantes do estudo e os resultados advindos
dos procedimentos realizados sera considerada confidencial e serd somente conhecida da
equipe envolvida no estudo. Todos os questionarios e materiais coletados serdao identificados
através de um codigo criado na entrada do estudo, este codigo serd a unica identificacao
utilizada no banco de dados do estudo que serd utilizado para andlise dos dados e divulgacao
dos mesmos no meio cientifico.

Perguntas e davidas relacionadas ao estudo:

Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que estamos propondo e
convidando as mulheres a participar, no entanto se houver alguma duvida estas serdo
esclarecidas pela equipe do estudo, através da Dra. Mary Clarisse Bozzetti em qualquer
momento do estudo pelo telefone 3333 8779.

Em caso de danos:

Se a participante do estudo acha que teve algum problema de saude relacionado com a sua
participagdo no estudo ou se tem alguma pergunta sobre os cuidados médicos que necessita
esta devera contatar a coordenadora do estudo Dra. Mary Clarisse Bozzetti pelo seguinte
telefone: 33338779.

Se houver algum dano a sua saide resultante de sua participagdo, receberd os cuidados
médicos necessarios sem custos adicionais. Nao havera, no entanto, compensacao financeira,

apenas atendimento médico e hospitalar quando indicado.

Participacdo voluntaria:

A participacdo de cada mulher no estudo ¢ voluntéria, ou seja, que ndo quiser participar do
estudo estara livre para fazé-lo sem que haja qualquer perda no atendimento de seus
problemas de satde a que tem direito.

Se concordar em participar do estudo e mudar de idéia durante o decorrer do mesmo, estara
livre para fazé-lo, e da mesma forma ndo sofrera perdas relacionadas ao atendimento a que
tem direito para seus problemas de satde.

O Significado de Sua Assinatura:

A sua assinatura abaixo significa que vocé entendeu a informacao que lhe foi fornecida sobre
o estudo e sobre este termo de consentimento. Se vocé assinar este documento significa que
vocé concorda em participar do estudo.



VOCE RECEBERA UMA COPIA DESTE TERMO DE CONSENTIMENTO

carimbo do estudo

Assinatura da paciente e/ou responsavel (se menores de 18 anos) Data:

Assinatura da pessoa que obteve o consentimento Data:
Assinatura do coordenador do estudo Data:
Coordenadora

Dr* Mary Clarisse Bozzetti

Rua Ramiro Barcelos 2600, 4° andar Sala 417 D
Bairro Santana, Porto Alegre CEP 90035-003
Fone: 51-33301380

Responsavel pelo Projeto

Marilda Tereza Mar da Rosa

Rua Victor Matheus Teixeira 3685

Nova Restinga Porto Alegre CEP 91790-540
Fone: 51-32502389
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ANEXO V

Fluxograma de seguimento das participantes do estudo

coleta de sangue para sorologia p/HPV
coleta de material endo e ectocérvice para CP e Tipagem de HPV

Entrada no estudo:
guestionario epidemiolégico

83

Resultados do CP
(Positivo para ASCUS +)

Resultados da Tipagem para HPV
(Positivo ou negativo)

Sorologia:
positiva ou negativa

‘ positivo ‘ ‘negativo‘

‘ positiva ‘ ‘negativa‘

v

Retornoem 1 ano

v

“ -
Colposcopia

| Repetir CP/HPV em 6 meses |

‘ positiva ‘ ‘negativa‘

bidpsia
i

positiva

s
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ANEXO VI

TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS E ARTIGO SUBMETIDO
PARA PUBLICACAO, DECORRENTES DO PRESENTE ESTUDO.

1 - 6° Congresso Brasileiro de Medicina de Familia & Comunidade e 6° Congresso de
Medicina Familiar, Regido Conesul CIMF/WONCA, Rio de Janeiro de 3 a 6 de abril 2004,
Co-infeccdo Cérvico Vaginais de Clamidia trachomatis e Papilomavirus Humano:
Resultado de um estudo de coorte.

2 - VI Congresso Brasileiro de Epidemiologia Recife PE de 19 a 23 de junho de 2004, Co-
infeccdo Cérvico Vaginais de Clamidia trachomatis e Papilomavirus Humano: Resultado
de um estudo de coorte.

3 - 38° Congresso Brasileiro de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Exposi¢do Técnico-
Cientifica, Floriandpolis — SC, 22 a 25 de setembro de 2004, Co-infeccdo Cérvico Vaginais
de Clamidia trachomatis e Papilomavirus Humano: Resultado de um estudo de coorte.

4 - V Saldo de Iniciagdo Cientifica, Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do sul
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagdo, Porto Alegre — RS de 27 a 29 de outubro de 2004,
Comparacdo da Deteccdo de DNA do Papilomavirus Humano (HPV) por PCR, através de
Primes Consenso e Especificos para HPV-16 em amostras cervicais.

5 — 2° Congresso de Infectologia do Conesul. De 02 a 04 de dezembro de 2004. Centro de
Convengdes Rebougas Sdo Paulo — Brasil. Incidéncia da infeccdo pelo Papilomavirus
Humano (HPV) em mulheres do Servico de Atencdo Primaria do Grupo Hospitalar
Conceigdo (GHC), Porto Alegre — Brasil: Resultados preliminares de um estudo de
coorte.(Revista Panamericana de Infectologia)



ANEXO VII

PROJETO DE PESQUISA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM EPIDEMIOLOGIA

Curso de Mestrado

FREQUENCIA DE HPVS ONCOGENICOS TIPOS 16 E 18 E
SUA ASSOCIACAO COM FATORES DE RISCO E LESOES
DO COLO UTERINO EM UMA POPULACAO DE MULHERES
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INTRODUCAO

As infecgdes genitais causadas pelo Papilomavirus Humano (HPV) sdo disseminadas e
ocorrem em todo o mundo (1). Seu perfil epidemiologico ¢ de uma doenga relacionada a
atividade sexual sendo a doenca sexualmente transmissivel (DST) viral mais freqiiente na

populacdo sexualmente ativa (2).

Ultimamente tem se observado uma grande elevagdo na incidéncia de lesdes
condilomatosas virais anogenitais em homens e mulheres. Os HPVs infectam a pele e a
membrana das mucosas e podem induzir a formagdo de tumores malignos e benignos; grandes
estudos epidemiologicos revelam que as infec¢des por certos tipos de HPVs sdo importantes
fatores de risco para o cancer cervical (1). O aumento da infec¢ao pelo papilomavirus humano
(HPV), simula aspectos de um curso epidémico, e parece ndo estar sendo adequadamente

controlado por medidas profilaticas.

Durante a década de 80, estudos (1, 2) sugeriram que infec¢des subclinicas cervicais
estariam associadas com pacientes jovens, multiplos parceiros, gravidez e historia anterior de
verrugas genitais. Além da atividade sexual, no entanto, outras variaveis podem influenciar o
risco de adquirir infecgdo por HPV, como multiparidade, uso de anticoncepcionais orais e
tabagismo (1, 2). Os papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae e sdo classificados
de acordo com seu potencial oncogénico, como de baixo risco (subtipos 6, 11, 42,43 ¢ 44), e

de alto risco (subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ¢ 68) (3).

Em geral, HPVs de baixo risco estdo relacionados com tumores benignos e lesdes
cutaneas leves, enquanto que, HPVs de alto risco estdo diretamente associados com
neoplasias intraepiteliais que podem progredir para cancer de colo de Utero e carcinomas
anogenitais (4). O cancer de colo uterino ¢ a segunda neoplasia maligna que mais acomete as
mulheres sendo superado somente pelo cancer de mama. Atualmente nenhuma evidéncia
indica que os tratamentos disponiveis no momento erradicam ou afetam a historia natural das
infecgdes pelos papilomavirus e nenhum dos tratamentos € superior aos outros, ou seja, cada

caso devera ser avaliado tomando a conduta mais adequada (5).
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Na tentativa de conhecer a freqiiéncia de HPVs oncogénicos na populagdo de
mulheres de uma 4rea geografica da zona norte de Porto Alegre e de verificar a associacao
destes virus com fatores de risco e com lesdes observadas no colo uterino planejou-se este
estudo, esperando que os achados possam contribuir para um melhor entendimento da elevada
morbidade e mortalidade do cancer de colo uterino em nosso meio, ja que esta ¢ uma

neoplasia com elevado potencial de prevengdo e de cura se detectado precocemente(6).
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1. Formas de Transmissdo e Epidemiologia do HPV

A principal via de transmissdo do Papiloma Virus Humano (HPV) ¢ a sexual tanto em
homens como mulheres, dependendo do tipo de HPV e das lesdes clinicas associadas a ele, os
HPVs sao transmitidos também por contato da pele, ou perinatal (1). O contato por um longo
periodo com um parceiro ndo necessariamente ocorrera transmissdo, existindo uma alta
prevaléncia de HPV cervical entre individuos que tenham tido dois ou trés parceiros sexuais

em um curto periodo de tempo (1).

As infecgdes clinicas mais comuns ocorrem nas regides genitais e sdo facilmente
transmitidas. Sdo as verrugas genitais ou condilomas acuminados, popularmente conhecidas
como “crista de galo”. Ja as lesdes subclinicas ndo apresentam qualquer sintomatologia,

podendo progredir para o cancer do colo do utero caso nao sejam tratadas precocemente (7).

Segundo Franco et al., o poder aquisitivo ¢ 0 acesso aos servigos de saude podem ser o
determinante pelo qual as taxas de sobreviventes esta doenga diferem substancialmente entre

mulheres brancas e negras nos Estados Unidos (6).

O status socio-econdmico e o nivel educacional da populacdo tendem a ter um efeito
positivo no risco do cancer cervical através de alteracdes de alguns conhecidos fatores de
risco tais como: idade ao se casar, partos e comportamento de busca dos cuidados com a
saude (6). Além da presenca do HPV, outros fatores de risco epidemioldgicos vém sendo
apontados na génese desta neoplasia, tais como: historia prévia de multiplos parceiros sexuais,

idade precoce de primeira relagdo sexual e raga (8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15).

Estudos tém comprovado que HPVs oncogénicos sio um fator causal no
desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais invasivas (16, 17). Infec¢des com HPV de alto
risco estdo associadas no desenvolvimento de lesdes intraepiteliais escamosas (SIL) e
progridem para lesdes intraepiteliais de alto grau (HGSIL) (18). Neste estudo em uma
populacdo de 7932 mulheres observamos que 1214 mulheres, isto ¢ 15% apresentaram

infec¢do por HPV de alto risco no primeiro exame (19).
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Estudo realizado por Kjaer et al. (17) em mulheres com atividade sexual ativa
mostram que a infec¢do pelo HPV genital ¢ geralmente decorrente da transmissao sexual (20).
Estudos (21, 22) agora sdo consistentes com estes achados, assim o nimero de parceiros
sexuais seria um dos mais importantes fatores de riscos associados com a presenca do HPV-

DNA.

Entretanto a transmissdo ndo sexual ndo pode ser totalmente descartada, pois estudos
(23, 24) tém relatado transmissdo perinatal de HPV de mae para a crianga, a presenca de HPV
DNA no pénis de recém nascidos como também na mucosa oral de criangas saudaveis em
idade pré-escolar. Em recente estudo (25) com virgens mostrou uma baixa ou nenhuma taxa
de DNA HPV positivo nestas, assim a possibilidade de transmissdo ndo sexual permanece
baixa. Este estudo (20) mostrou que todas as mulheres que permaneceram virgens através do
estudo continuaram sendo DNA HPV negativo, isto sustenta fortemente a idéia que o HPV ¢

transmitido sexualmente.

O desenvolvimento do cancer cervical e sua associagao aos tipos oncogénicos do HPV
esta bem documentada, sendo a infeccao pelos tipos oncogénicos de HPV um dos maiores

fatores de risco para o cancer cervical (26, 27, 28, 29, 30).

Estudosugere que o HPV 16 e o HPV 18 estdo associados com os tipos de carcinoma
mais agressivos e sdo preferencialmente encontrados em adenocarcinomas (31). Mais de 100
tipos diferentes de HPV ja foram reconhecidos, sendo mais ou menos 35 tipos encontrados no
trato genital, sabendo-se que mais ou menos 30 desses sdo transmitidos através de contato
sexual e podem infectar os drgdos genitais, a pele do pénis, vulva, ldbios, anus ou tecidos que
recobrem a vagina ¢ o cérvix (17, 32, 33). Os HPVs 16 e 18 s3o mais freqlientemente
relacionados a tumores invasivos, denominados, portanto de alto risco. Estudos sugerem que a
infeccdo aguda pelos subtipos 16 ¢ 18 de HPV possa levar a um risco adicional de

desenvolvimento rapido para neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (18, 34).

Segundo Touzé et al. (2001), pelo menos 50% de adultos com atividade sexual
tiveram infec¢do genital por HPV. Estudos (35, 36, 37) indicam que infec¢des com tipos

oncogénicos de HPV sdo na maioria transitorias e somente uma pequena propor¢ao daqueles
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infectados se tornam portadores e entdo desenvolvem Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC).
Os tipos de HPV mais comuns associados com céancer cervical em todo mundo siao HPV 16,

seguido pelo HPV 18 (36).

Aproximadamente 20 tipos de HPV estdo associados ao cancer cervical, porém o HPV
16 ¢ o mais freqiientemente encontrado em carcinomas cervicais e neoplasias intraepiteliais

cervicais (NIC) no mundo todo (1) (Figura 1).

B HPvis F] HPvis [ HPV 31 [
HPV45 [ outros [ negativo

Figura 1. Distribui¢do mundial dos tipos de HPV em céanceres cervicais invasivos (GROSS &
BARRASSO, 1999).

2. Cancer Cervical

O cancer ¢ o resultado de um acumulo de eventos que interferem nas fungdes
essenciais da célula, processo este que pode durar longos periodos de tempo (16). Os HPVs
sdo conhecidos como causadores de tumores, tanto benignos (verrugas cutdneas e mucosas,
papilomas), quanto malignos, como os carcinomas cutdneos ¢ os que afetam mucosas,

principalmente nas regides anogenitais e no trato aéreo-digestivo superior (39).

Observa-se, porém, que os tipos mais comumente associados aos tumores benignos sao
diferentes daqueles encontrados nas lesdes malignas (carcinomas). Dentre os carcinomas
malignos, o mais importante, sem duvida, € o cancer cervical, pois ¢ o que mais atinge

mulheres em todo o mundo. Ha uma estimativa de que 500.000 novos casos de cancer
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cervical invasivo s3o diagnosticados em todo mundo a cada ano, representando
aproximadamente 10% de todos os canceres em mulheres e que 50% das mulheres com

diagnostico da doenca eventualmente morrem devido a mesma (1).

O cancer cervical atinge o sétimo lugar em morbidade entre a populagdo total e o
segundo entre mulheres, precedido apenas pelo cancer de mama. Em paises desenvolvidos o
cancer cervical foi a mais freqiiente doenga neoplésica entre mulheres até o comecgo dos anos

90, quando o cancer de mama se tornou predominante (6).

Algumas evidéncias mostram que a prevaléncia de HPV ¢ alta em grupos de mulheres

com idades mais jovens comparada com grupos de mulheres com mais idade (40).

A progressao tumoral desde a infeccdo de células normais por HPV também parece
estar sujeita a fatores ambientais, como carcindgenos quimicos presentes no cigarro € em
outros produtos do tabaco; ou restritos ao hospedeiro, tais como hormoénios, resposta imune,
heranca genética, habitos sexuais do parceiro entre outros. Portanto papilomavirus de
determinados tipos, deficiéncia imunologica e outros co-fatores, provavelmente, participam
de forma combinada no processo de multiplas etapas que ¢ a oncogénese do cancer do colo do

utero (7).

De acordo com dados absolutos sobre a incidéncia e mortalidade por cancer do
Instituto sobre a incidéncia e mortalidade por cancer do Instituto Nacional de Cancer (INCA),
o cancer de colo de utero foi responséavel pela morte de 3,953 mulheres no Brasil em 2000.
Para 2003, as Estimativas sobre Incidéncia e mortalidade por Cancer prevéem 16.480 novos

casos € 4.110 obitos (41).
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3. O HPV

3.1. Biologia Molecular do Virus HPV

A caracteristica mais especifica do HPV ¢ que na maioria dos tumores benignos, o
genoma viral € preservado como DNA epissomal (no integrado ao genoma hospedeiro).

O virus tem aproximadamente 5.5 nm de didmetros, e possui um capsideo de 72
capsomeros. O DNA viral dupla fita e circular, tem 8.000 pares de bases (pb), e compreende
trés regides, conhecidas como regiao precoce (early region), regido tardia (late region) e

regido controladora Long Control Region (LCR) (42).

O genoma possui oito regides conhecidas como ORFs (Open Reading Frames), uma
série de proteinas precoces funcionais codificadas pelos genes E1, E2, E4, E5, E6 ¢ E7, na
regido precoce, € que estdo envolvidas no controle da replicacdo e transcri¢do virais durante o
estado epissomal, ¢ duas proteinas tardias que compdem o capsideo viral (L1 e L2) (42). A
LCR, que possui a origem de replicagdo, situa-se entre L1 e E6, em uma regido de 500 a 1000

pb, representando cerca de 10% do genoma viral total (43). (Figura 2).

LCR E6 o

~ Transformacio

E7

L2
o
/ E1
capsideo o
Proteinas Proteina rephcacao
Citoplasmatica epissomal
\\ (tardia)
. E4

ES E2

transcriptional
transformation regulator

Figura 2. Representacéo esquematica do genoma do HPV. A posigdo dos genes precoces (E), tardios (L)
e da regido nao traduzida (UTR) estd indicada (HOWLEY, P.M, 1996).

Estudos recentes mostraram que as proteinas virais E6 e E7 exercem fungdes

importantes na oncogenicidade, ou seja, na formagdo de tumores. Temos como exemplo, a
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oncoproteina E7 interagindo com pRB (proteina retinoblastoma), uma proteina celular,
produto do gene do retinoblastoma, que realiza uma importante funcdo na regulacido negativa
do ciclo celular. Quando o E7 interage com pRB, a célula progride para a proxima etapa do
ciclo celular, pois ocorre a liberacdo do fator de transcricdo E2F (da fase G1 do ciclo celular)
que estava complexado a pRB, passando a estimular a expressdo de uma série de genes
envolvidos na proliferacdo celular (44). Este processo ¢ adicionalmente perturbado pela
proteina E6 dos HPVs de alto risco, por sua ligagdo a p53, que termina com sua degradagdo
(45).

A eliminacdo deste controle de proliferacdo e reparo do DNA celular provoca o
acimulo de mutacdes nas células que expressam tais oncoproteinas, resultando em um
fenotipo alterado. Acredita-se, portanto, que o potencial oncogénico destes virus seja, em
parte, devido a essas interagdes. Isso € comprovado porque as mesmas proteinas E6 e E7 de

HPVs de baixo risco, ndo realizam estas interacdes (45).

Considerando-se que os HPVs de alto risco podem causar instabilidade genética na
célula hospedeira devido a integragdo no genoma celular, os acumulos de mutagdes e
aneuploidias, freqlientemente observadas em lesdes neoplésicas de alto grau, também podem
contribuir para que a proteina E6 atue sobre a ativagdo de telomerases celulares, impedindo
que as mesmas exercam sua fung¢do no controle do envelhecimento e morte celulares,

tornando imortais as células infectadas por estes HPVs (46).

3.2. Ciclo Fisiopatolégico do HPV

Uma verruga ou tumoragdo benigna ¢ a manifestacao patoldgica da infec¢do por HPV.
Essas manifestagdes as vezes progridem para uma condi¢ao maligna, portanto, o HPV ¢ um

bom modelo para o estudo da progressao de tumores (47).

A maior parte das evidéncias de que o HPV ¢é um agente etioldgico do cancer humano
envolve a sua detecgdo em tumores. Outras evidéncias que sustentam a idéia da
oncogenicidade do HPV provém de experimentos moleculares e celulares que mostram as

capacidades de transformagdo do virus. Os estudos iniciais sobre transformagao
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demonstraram que a inser¢do de um genoma completo de HPV-16 induzia transformagdo
maligna em fibroblastos de roedores. Da mesma forma, a transfeccdo de DNA de HPV 16 ou
18 em células epiteliais humanas do colo uterino e em queratindcitos de prepucio neonatal,
conferia imortalizagdo as células, mas ndo sendo assim com o DNA de HPV do tipo 6 de
baixo risco. O evento da transformagao parece ser especifico da célula hospedeira, assim
como dependente do tipo de HPV (44). Diversos estudos tém mostrado que as ORFs (“Open
Reading Frames™) de E6 e E7 sdo necessarias para a transformagdo de células humanas, mas
apenas quando provenientes de HPVs dos tipos 16 ¢ 18; ja E6 ¢ E7 de HPVs dos tipos 6 ¢ 11

foram pouco ou nada transformadores (46).

A proteina E6 dos HPVs tipos 16 e 18, mas ndo a dos HPVs tipos 6 ou 11, ligam-se ao
produto do gene p53 supressor de tumores e promove a sua degeneragdo. Acredita-se que a
degeneracao da proteina p53 resulte no bloqueio das respostas celulares aos danos sofridos
pelo DNA, permitindo assim a acumulagdo de alteragdes genéticas e a criacdo de um genotipo
maligno (47). Essas caracteristicas Unicas de transformacdo do genoma de HPV foram
definidas em maior profundidade em nivel molecular. O genoma viral normalmente esta
integrado aos cromossomos de células hospedeiras nas linhagens celulares do carcinoma no
colo uterino, mas nas lesdes benignas esse genoma encontra-se na forma de epissomas
extracromossomicos. O local da integragdo viral comumente esta na ORF de E2 ou proximo
dela, a qual regula a manifestagdo de E6 e E7. Com perda da regulagdo, E6 ¢ E7 podem

fornecer as células um fendtipo maligno (46).

O HPV ¢ um organismo exclusivamente intracelular que infecta as células
mitoticamente ativas para se estabelecer no epitélio. Isto explica porque tanto carcinomas
escamosos como glandulares se originam na jun¢do escamocolunares e dentro da zona de
transformagao, pois nesse local hd acesso imediato as células basais e parabasais do epitélio

metaplésico.

Quando o virus infecta uma célula pode ocorrer infeccdo latente, na qual o DNA
exposto reside no nucleo, a replicagdo viral fica adjunta ao ciclo celular, e as células
infectadas tém aparéncia normal. Essa infec¢do latente pode converter-se em infeccdo ativa

por mecanismos ainda desconhecidos. Sabe-se, no entanto, que a imunodepressao fisiologica
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(gravidez) ou patologica (AIDS) pode levar a infec¢do, ou volta ao estagio inicial com a
recuperagdo da imunidade. A infec¢do latente s6 pode ser detectada através de estudos

moleculares (2).

Quando se inicia um estado replicativo, poucos virus sdo encontrados nas células
basais e parabasais, mas o numero de particulas virais (VLPs) aumenta progressivamente
quando o processo de matura¢do celular ocorre, até que, na superficie epitelial, o nucleo ¢

substituido em grande parte pelas particulas do virion completo (17).

Apbs a exposicdo ao HPV, iniciam-se os eventos do ciclo viral, com a atividade

especifica coordenado por fatores que regulam a resposta imune do hospedeiro.

Existem varios estagios diferentes de interacdo célula-virus. O primeiro ¢ a fase de
incubacdo, que dura de duas semanas a oito meses (média de trés meses). Esse ¢ o periodo no
qual se estabelece a infec¢do epissdmica, com a interagdo célula-virus, sendo regulada por
fatores como tabagismo, deficiéncia do sistema imune ou predisposicdo genética. O virus,
inicialmente age como um plasmideo extracromossomico auto-replicante — epissoma. Estes, a

cada divisdo mit6tica da célula hospedeira, também serdo replicados (48).

A infec¢do epissomica pode ocorrer com a inoculagdo em locais de microtraumas,
permitindo que os virions penetrem a camada basal e descartem o seu capsideo protéico
externo. Ja a infecg¢do viral pode permanecer sem manifestagdo ativa da doenca nas células
basais provavelmente na maior parte das pessoas expostas ao HPV. A doenca ativamente
revelada resultard numa expressdao morfologica em células escamosas diferenciadas. Quando
isto ocorre, ha uma fase de proliferacao ativa que dura de trés a seis meses. Durante esta fase,
a estimulagdo das células hospedeiras leva a alteracao pronunciada no crescimento da camada

basal, replicagdo viral nas camadas médias e efeitos citopaticos virais nas células superficiais

(17) (Figura 3).
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Figura 3. Fase de proliferagdo de células infectadas por HPV e formagéo do papiloma (BOSCH, FX et
al., 1995).

Estas alteragdes podem se manifestar como doenca Obvia ou campos subclinicos de
acetobranqueamento que contém graus variados de neoplasia ou formacgdo de papilomas
macroscopicamente aparentes. A expressdo ativa ao longo prazo da doenca (como por
exemplo, condilomas ou neoplasia) apds a exposicao ao HPV ¢ a exce¢do, e ndo ¢ tido como

regra (49).

Ap0s a resposta imune a infeccao por HPV, inicia-se a fase tardia, com duragdo de trés
a seis meses; nesta fase, pelo menos 80% das mulheres infectadas permanecerdao em estado de
remissao clinica, mas poderdo apresentar infeccao persistente ou latente por HPV. A maioria
das lesdes tende a regredir espontaneamente pela resposta do sistema imunoldgico do
hospedeiro, porém, ndo ¢ possivel prever nos casos de infec¢do por virus de alto risco, para

qual estado a infec¢do progredira (44).
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3.3. Manifestacgoes Clinicas

A mais comum manifestacdo clinica associada ao HPV ¢ o condiloma acuminado
(excrescéncia papilar inica ou multipla). Em principio, a infeccdo por HPV pode ser
classificada como clinica subclinica e latente. Em uma manifestacdo clinica, percebe-se
espontaneamente as lesdes, sem maiores dificuldades. Os condilomas acuminados (papilomas,
verrugas) dos 0rgdos genitais externos em geral sdo pequenas neoformacdes sésseis, papilares,
multiplas, cobertas por epitélio queratinoso e raramente atingem o colo uterino. nesta forma as
lesdes podem ser tnicas ou multiplas, localizadas ou difusas e de tamanho varidvel. No
homem, em geral ocorrem lesdes na glande, sulco balano-prepucial e regido perianal e, na

mulher, vulva, perineo, regido perianal, vagina e colo.

Na forma subclinica, a infec¢do no colo uterino € nos genitais masculinos ¢ a mais
freqliente; esta infeccdo pode estar associada a neoplasia intra-epitelial e ¢ diagnosticada com

o uso do colposcopio apos aplicagdo de acido acético a 5%.

E na forma latente ¢ feito o diagnostico através da hibridizagio do DNA em
individuos com tecidos clinicos e colposcopicamente normais; portanto, esta forma refere-se
aos casos em que, na auséncia de evidéncias clinicas, colposcdpica, citologica e histologica de
lesdo, sejam identificadas seqiiéncias de DNA de HPV com técnicas de hibridizagao

molecular (50, 51).

3.4. Diagnostico da Infeccédo pelo HPV

A infeccdo por alguns tipos de papilomavirus humano tem sido reconhecida como
carcinogénica para o colo uterino. Através da utilizagdo de técnicas moleculares (PCR e
captura hibrida II) HPVs de alto risco tém sido encontrados em propor¢des bem elevadas em
mulheres com cancer invasivo e lesdes pré-invasivas de alto grau (52). Por outro lado, a
prevaléncia ¢ baixa em mulheres citologicamente normais, exceto em mulheres jovens, que
parecem ter uma alta incidéncia de infec¢des transitorias nos anos subseqiientes ao inicio da

atividade sexual. Alguns estudos demonstram o importante papel na presenca e persisténcia
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de tipos de HPV de alto risco na progressao de lesdes pré-invasivas de baixo grau versus
lesdes de alto grau ao invés de regressdo espontanea. Por essas razdes, a tipagem do HPV tem

sido sugerida como uma possivel ferramenta de triagem primaria (53).

Existem muitos métodos para detectar a infecgdo por HPV. Estes podem ser
classificados em indiretos (citologia e histologia, colposcopia, ¢ sorologia) e diretos

microscopia eletronica, deteccdo do DNA por hibridizacao (1).

3.4.1. Métodos Indiretos

3.4.2. Exame Cito-patologico (Papanicolaou)

Considerado um exame trabalhoso e complexo, este depende exclusivamente de um
profissional treinado e cuidadoso. O encontro de alteragdes citologicas, mesmo que pequenas,
deve ser atentamente valorizado pelo clinico. Porém, em alguns casos, ndo ha descri¢do de um
quadro citologico definido; estes casos, geralmente, sao enquadrados como ASCUS (atipia
escamosa de significado indeterminado) ou AGUS (atipia glandular de significado
indeterminado). Estatisticas mundiais mostram que em média 10% das pacientes com
alteracdes citoldgicas indeterminadas irdo desenvolver lesdes intra-epiteliais de alto grau.
Portanto, é importante que estas pacientes sejam encaminhadas ao acompanhamento médico

(clinico e colposcdpico), com bidpsia e possivel curetagem do canal endocervical (54).

As células infectadas pelo HPV exibem alteragdes variadas, vistas em esfregacos e
biopsias e sdo denominadas de coilocitos (células com regido perinuclear limpida e
citoplasma denso que foram descritas primeiramente por Papanicolaou em 1933) (1). Além
dessas alteragdes, as mudangas podem ser observadas na forma e no tamanho celular e na

distribuicao da cromatina nuclear (1).

Os coilocitos estdo presentes nas infeccdes por HPV onde as particulas virais se
encontram em processo de agrupamento, ¢ normalmente sdo encontrados em lesdes

clinicamente aparentes. A imunohistoquimica pode detectar o revestimento protéico das
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particulas virais que se encontram nessas lesdes. Ao contrario, as displasias de alto grau e os
carcinomas invasivos carecem de coildcitos, o DNA de HPV pode estar presente nessas
lesdes, mas a atividade de transcriptase talvez nao resulte na produgdo de virions, que sdo

detectaveis através de microscopia de luz ou imunohistoquimica (1).

3.4.3. Exame Colposcopico

A colposcopia ¢ um método de grande ajuda e de ampla aceitagio mundial para o
diagnéstico de pacientes com citologia anormal. A sua pratica requer um treinamento

adequado e uma analise constante de sua qualidade.

A colposcopia surgiu no ano de 1925, quando Hans Hinselmaan, um ginecologista
alemdo desenvolveu uma nova técnica para o diagndstico do cancer do colo de utero. Com um
microscopio de baixo poder, pode visualizar a cérvix com um melhor aumento. A aplicagdo
deste método se desenvolveu de maneira lenta e durante muitos anos, a colposcopia e a
citologia esfoliativa se consideraram competitivas no diagnostico da displasia cervical.
Somente em algumas décadas, observou-se a importancia do conjunto destas duas técnicas,

pois a citologia e a colposcopia sdo métodos complementares para o estudo das NICs (55)

Uma das muitas vantagens da colposcopia ¢ diminuir o uso das conizagdes das cérvix.
Porém, ¢ importante ressaltar que entre 15% e 20% das citologias anormais, a colposcopia
ndo ¢ suficientemente capaz de estabelecer um diagndstico preciso e, portanto, necessita da

citologia (55).

3.4.4. Sorologia

As dificuldades enfrentadas com sorologia para HPV no passado associavam-se a
reagoes cruzadas entre HPV e diversidade de lesdes, pois a expressao do HPV na camada
superficial do epitélio apresentava poucas células imunocompetentes de antigenos virais

ocasionando uma fraca resposta soroldgica. Distintos esforcos feitos em décadas anteriores
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tentaram desenvolver ensaios soroldgicos mais especificos e sensiveis, usando proteinas
fusionadas e peptideos sintéticos, porém ndo apresentaram resultados eficazes devido a sua
escassez de sensibilidade e especificidade. Somente nos ultimos anos e, principalmente
devido ao advento dos virus-like particles (VLP), que ensaios sensitivos e especificos

tornaram-se disponiveis (56).

Pode-se dizer que o diagndstico da infeccdo pelo HPV através de testes sorologicos
tem tido avancos significativos nestes ultimos anos, mas ainda encontra-se dificuldade na

compreensao da resposta humoral do HPV (57).

Mesmo assim a sororeatividade ao HPV tém demonstrado ser um indicador de
exposicao prévia ao HPV sendo de auxilio na identificacdo de populagdes de maior risco para

o desenvolvimento do cancer de colo uterino (10, 58, 59).

Estudo (60) mostra que a baixa sensitividade de VLP-ELISA para HPV-16 pode
limitar a utilidade do ELISA como um teste diagnostico para infec¢do do HPV-16. Entretanto
parece ter especificidade adequada e deveria ser util como um marcador epidemioldgico da
infec¢do por HPV-16 e comportamento sexual. Por isso a avaliagdes de soroprevaléncia para
HPV em populacdes com diferentes riscos de infecgdes por HPV e doengas associadas, serdo
importantes para fortalecer a utilidade de ensaios VLPs/ELISA em maiores estudos clinicos e

epidemioldgicos (60).

A avaliagdo da resposta imune humoral ao HPV pode ser muito 1til na monitorizagao
de soro conversdo em programas experimentais envolvendo o desenvolvimento de vacinas
contra o HPV, na tentativa de prevenir o cancer do colo uterino e outras neoplasias

relacionadas ao HPV (61).

3.4.5. Métodos Diretos

Os avangos na biologia molecular, nos ultimos 20 anos, tém ampliado muito o

conhecimento sobre a infec¢do por HIV e a carcinogénese viral. O dominio das técnicas
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biologicas moleculares usadas na detec¢do do HPV ¢ necessario para qualquer discussao
sobre as malignidades associadas ao HPV, ja que cada técnica apresenta caracteristicas unicas
com impacto significativo na sensibilidade e especificidade da mesma. As diferencas de
sensibilidade/especificidade, assim como as contaminagdes entre as varias metodologias de
deteccao, tém por vezes, dificultado a determinacao da associacao entre o HPV e os tipos de

cancer humano.

O método ideal de deteccdo do HPV deve se basear na presenca de DNA de HVP, ja
que o virus ndo precisa estar intacto para induzir doenca. A utilidade clinica desses métodos

ainda precisa ser determinada, mas seu uso em pesquisas basicas ¢ crucial (62).

3.4.6. Hibridizacéo por Sourthern Blotting

Virias técnicas baseadas nas propriedades de hibridagdo dos 4cidos nucléicos foram
desenvolvidas visando a triagem e isolamento de seqiiéncias especificas do DNA e RNA. A
maioria destas técnicas trabalha com uma réplica do DNA de interesse imobilizado num
suporte solido tal como uma membrana de nailon ou de nitrocelulose. Um destes métodos,
desenvolvido na década de 70 por EM.Southern tornou-se conhecida como Southern blotting

(63)

Nesta técnica, o DNA ¢ digerido com uma ou mais enzimas de restricdo € os
fragmentos resultantes separados por eletroforese em um gel de agarose. Os fragmentos de
DNA dupla fita sdo visualizados por coloragdo com brometo de etidio, desnaturados in Situ
com hidroxido de sodio e transferidos para uma membrana de nitrocelulose ou de nailon, com
o auxilio de uma solu¢ao de alta concentragao salina (49). Tais condigdes permitem que o
DNA seja retido no suporte solido, no ponto de contato entre o gel e a membrana, criando,
portanto, uma réplica do gel. O DNA ¢ covalentemente ligado & membrana usando-se calor ou
luz ultravioleta. Sondas de acidos nucléicos (DNA ou RNA marcados radioativamente)
podem ser utilizadas para hibridar com o DNA fixado na membrana e a posi¢ao na qual a

ligagdo especifica ocorre pode ser detectada por auto-radiografia da membrana. O padrao de
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hibridagdo pode ser comparado diretamente com a regido no gel original que contém a
seqiiéncia de DNA de interesse.

A deteccdo molecular inicial de DNA de HPV foi efetuada através do uso de técnicas
de hibridizacdo de acido nucléico. Esse foi o método original de primeira escolha para a
deteccdo de DNA de HPV, sendo considerado o padré@o ouro, devido o seu elevado grau de
especificidade e sensibilidade. Esse método permite uma diferenciacao precisa dos diferentes

tipos de HPV (1).

Porém, o seu elevado custo e laboriosidade fazem que este método ndo seja utilizado

na rotina.

3.4.7. Hibridizacéo in situ (HIS)

A hibridizag@o in situ ¢ uma técnica baseada na detecgdo de pequenos segmentos de

DNA ou RNA a partir de "sondas" especificas. Sondas sdo seqiiéncias de nucleotideos

complementares desenvolvidas a partir de segmentos conhecidos do DNA ou RNA a
seqiiéncia que se deseja identificar. Com esta técnica, ¢ possivel identificar DNA de HPV nas
c¢lulas. Entretanto, a sensibilidade do exame ¢ menor com essa técnica porque o DNA do

espécime esta presente apenas em pequenas quantidades em cada célula (63, 64).

Para permitir a visualizacdo da reagdo entre as moléculas de DNA ou RNA em estudo

e as sondas, estas podem ser associadas a moléculas radioativas, fluorescentes ou biotiniladas.

A hibridizagao in situ ¢ uma técnica mais sensivel que a imuno-histoquimica, porém
inferior a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A HIS ¢ utilizada principalmente para a
detec¢do de virus (ex. diversos tipos de HPV, virus de Epstein-Barr, virus da hepatite B e de
outros agentes infecciosos em tecidos suspeitos de infec¢do, além de cromossomos e produtos
da sintese celular). Pode ser realizada em material fixado em formol e incluido em parafina,

bem como congelado ou preparados citoldgicos (65).
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3.4.8. Captura Hibrida

A Captura Hibrida ¢ um teste sensivel capaz de detectar diversos agentes infecciosos,
como o papilomavirus humano - HPV, o virus da hepatite B, Citomegalovirus (CMV), Herpes
simplex virus, Chlamydia trachomatis, HIV ¢ Neisseria gonorrhea (gonorréia). O teste de
captura hibrida II (Digene Brasil) detecta os 18 tipos mais comuns de virus do papiloma
humano (HPV) que infectam o trato anogenital, determinando com exatiddo a presenga ou
nao de DNA de virus dos grupos de baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44), e de alto risco (16, 18, 31,
32, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, e 68). A Captura Hibrida ¢ um sofisticado teste de
hibridizacdo molecular, com amplificacdo do sinal dos hibridos formados, que sdo detectados

através de reacdo enzima-substrato e leitura por quimioluminescéncia (66).

Estudos demonstram que a sensibilidade do exame de captura hibrida II (1.0 pg/ml
DNA-HPV ou 0,1 copias/célula) ¢ muito superior a apresentada pela hibridizacdo molecular
in situ (300 copias/célula) e é similar aquela de outros testes mais demorados, que utilizam
radiois6topos ou que manipulam o DNA, como a PCR além de ser superior ao seu antecessor,

a captura hibrida I (67, 68).

A utilizacdo clinica do teste de captura hibrida II ¢ controversa. Alguns autores
defendem seu emprego como teste de triagem em mulheres com diagnostico cito-patologico
de ASCUS células escamosas atipicas de significado indeterminado ou lesdes intra-epiteliais

de baixo grau do colo uterino (69).

Por outro lado, outros cientistas reconhecem a precisdo do método, mas sugerem que
ainda ¢ cedo para uma definicdo de estratégia de triagem e recomendam a detec¢do do HPV

como método de pesquisa.

O exame ¢ realizado a partir de material coletado da area suspeita de infeccdo
utilizando-se kit apropriado, fornecido pelo laboratério. O kit é composto de um escova e um
tubo plastico contendo uma solugdo acida que digere qualquer outra estrutura (células,
proteinas, gorduras,etc.) que ndo seja DNA ou RNA e fragmenta a molécula de DNA em

curtas seqiiéncias de bases nitrogenadas para facilitar a hibridizagao.
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Este teste compreende diversas etapas: a) desnaturacdo do material para anélise,
liberando ambas as fitas do DNA; b) reagdo com sonda de RNA especifica para o agente
infeccioso pesquisado, formando hibridos RNA/DNA; c) captura desses hibridos por
anticorpos monoclonais, com formacao de complexos imobilizados na parede do tubo
(microplaca) utilizado para o exame; d) adi¢do de anticorpo anticomplexo anticorpo-RNA-
DNA conjugado a enzima fosfatase alcalina; e) deteccdo por quimioluminescéncia ultra-
sensivel. Esse avanco tecnologico possibilitou desenvolver um teste de facil realizagao,

podendo o resultado ser conhecido em curto tempo e baixo custo (67).

3.4.9. PCR (Polymerase Chain Reaction)

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foi desenvolvida em 1985 e desde entdo
vem causando um profundo impacto na biologia molecular, permitido aos pesquisadores
maior facilidade na busca de DNA de HPV. A PCR ¢ uma reagdo enzimatica que resulta na

amplificacao de material genético “in vitro”.

A reacdo consiste de uma etapa de aquecimento em temperaturas elevadas, que
provoca a desnaturacdo do DNA, seguida de resfriamento que leva ao pareamento especifico
de dois segmentos pequenos de DNA (primers) ao gene de interesse permitindo que uma
enzima (a DNA polimerase) sintetize novos fragmentos de DNA. Quantidades muito
pequenas de DNA podem ser amplificadas de forma altamente sensivel e especifica através de
incubacdo na presenga de uma série de reagentes que serdo submetidos a diferentes

temperaturas, de forma repetitiva, até se obter o produto final amplificado.

Ao final de 25 a 40 ciclos repetidos, sdao gerados bilhdes de copias do material
genético em estudo. Este ¢ um processo extremamente rapido, eficiente, e atualmente
automatizado, podendo fornecer resultados em algumas horas. A visualizagdo do material
amplificado ¢ feita por eletroforese em gel de agarose e a comparacdo com controles

adequados e marcadores de tamanho permite sua identificacao precisa.
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Para uma identificacdo precisa do HPV foram necessarios diferentes estudos
descrevendo uma variedade de primers e procedimentos de PCR, cada um desses variando em
sensibilidade e especificidade (49). Para a deteccdo de um ou poucos tipos de HPV, os
métodos se tornam mais sensiveis quando a amplificagdo ¢ realizada com primers especificos.
Essa estratégia ¢ também utilizada para a confirmacao de resultados de amplificagdes com
primers consensus ou genéricos em uma segunda amplificagdo por PCR. A amplificacdo com
primers consensus permite detectar um amplo espectro de genotipos de HPV, bem como
identificar novos tipos virais (1). Diferentes conjuntos de primers consensus foram
desenhados e construidos para este propodsito; entre eles: MY09/MY 11, OBI/II, CPI/CPII e
GP5+/6+ (70). Os primers MY09/MY11 e GP5+/6+ amplificam fragmentos de DNA
correspondentes a seqiiéncia da ORF de L1 do genoma do HPV, conservada entre os
diferentes genotipos (49), sendo que os produtos de amplificagdo obtidos com os primers

MY09/MY 11, sdo correspondentes a fragmentos de 450 pb (70).

Atualmente, a detec¢do molecular do HPV ¢ principalmente utilizada em pesquisa de
laboratério e ndo faz parte do processo de decisdo clinico. Entretanto, & medida que os
resultados se tornem mais aceitos, as técnicas moleculares serdo de grande importancia no

diagnostico e tratamento de doencas relacionadas com o HPV.

RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Por ser o HPV um agente infeccioso causador de lesdes passiveis de evolugao maligna
no colo do utero, o conhecimento da presenca dos subtipos oncogénicos mais freqiientes e
suas variagdes, bem como essa freqiiéncia se distribui por faixa etaria e os fatores associados
a essa distribui¢ao (culturais, imunolégicos e outros), serdo de grande importancia para

futuros programas de vacinagdo e prevencao do HPV.

Estudos relatam a importancia de se conhecer a relagdo entre HPVs oncogénicos
principalmente 16 ¢ 18 e o risco de lesdes neoplésicas cervicais na tentativa identificar grupos
que se beneficiariam com um rastreamento mais freqiiente. A identificagdo dos grupos de

HPV dos quais sdao mais comumente associados com cancer cervical em diferentes regides
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tem implicagdes para estratégias de prevengao do cancer, incluindo o efetivo desenvolvimento

de vacinas (71).

A prevencdo primaria do cancer cervical pode ser atingida através de deteccao e
controle da infeccao pelo HPV genital. Estratégias de prevengdo em saude orientam para uma
mudang¢a no comportamento sexual que pode ser efetivo como forma de evitar a infec¢ao pelo

HPV genital (6).

OBJETIVOS

Geral

Conhecer a freqiiéncia de HPVs oncogénicos, verificar as caracteristicas associadas a
presenca deste virus e sua relacdo com lesdes do colo uterino em mulheres residentes na area
geografica de atendimento da Unidade de Atengdo Primaria em Saude Jardim Leopoldina

localizada na Zona Norte de Porto Alegre/RS.

Especificos

Descrever a freqiiéncia de HPV na populagdo estudada, em especial dos tipos
oncogénicos 16 ¢ 18.
Relacionar as caracteristicas demograficas, reprodutivas e de comportamento sexual

com a presenga de HPV na populagdo do estudo, em especial os tipos 16 e 18.

Verificar a associagdo entre diagndstico molecular de HPVs 16 e 18 com outros

achados clinicos (citologia e colposcopia).
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento

Este ¢ um estudo transversal envolvendo mulheres de uma area populacional atendida
por uma unidade de aten¢do primaria do Servigo de Saude Comunitaria do Grupo Hospitalar

Concei¢ao (SSCGHC), localizada na Zona Norte de Porto Alegre.

A populagdo do estudo serd originaria da Unidade de Atencdo Primaria Jardim
Leopoldina. Esta unidade foi instalada nessa comunidade durante os anos 90 e se localiza no
bairro Jardim Leopoldina. Existem aproximadamente 7000 mulheres adultas residindo nesta

area (informagdes do banco de dados do IBGE censo de 2000).

Amostra e Amostragem

Serdo convidadas a participarem do estudo, mulheres que buscarem atendimento na
Unidade Jardim Leopoldina, que preencherem os critérios de elegibilidade e concordarem em
participar do estudo. Para ser elegivel a mulher deve pertencer a area geografica da unidade
acima descrita, possuir prontuario na Unidade referida, ter iniciado vida sexual, ndo ter
historia prévia de cancer cervical e ndo ter sido histerectomizada. Embora o estudo de coorte
preveja uma amostra de 1004 mulheres, para este estudo que envolve a caracterizagao dos

sub-tipos 16, 18 e outros HPVs.
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VARIAVEIS DO ESTUDO

Desfecho princicipal:
- diagnoéstico molecular HPV 16 e 18.

- diagndstico molecular de outros tipos oncogénicos de HPV.

Variaveis independentes:

- caracteristicas demogréaficas;

- morbidades pregressas;

- historia da vida reprodutiva;

- comportamento sexual;

- diagnostico citologico e histologico da cérvice uterina;

- diagnostico colposcopico da cérvice uterina;

PROCEDIMENTOS

Apos serem arroladas, as participantes respondem a um questionario epidemioldgico
padronizado e sdo encaminhadas para o exame ginecoldgico onde sera coletado material para
citologia convencional e teste do HPV-DNA através do método da Reagdo em Cadeia da

Polimerase (PCR).

Extracdo de DNA das amostras clinicas e Pesquisa de DNA de HPV por PCR:

As amostras para a pesquisa de DNA de papilomavirus humano serdo coletadas
utilizando escova do tipo “cytobrush”, estocadas a temperatura de —20°C em 2ml de tampao
TE (10mM Tris-HCI pH 8,5; ImM EDTA) ou PBS (phosphate-buffered saline pH 7,4) até a
extragdo do DNA. O transporte das amostras serd realizado em condi¢des de baixas

temperaturas.
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Apos descongelamento, as amostras serao centrifugadas a 5.200 rpm, sob refrigeragao,
e o sedimento ressuspendido em tampao TE num volume final de 500uL. Apds esse
tratamento, uma aliquota correspondente a 100uL. da amostra serd tratada com 100uL de
Proteinase K/TE-50 (200 pug/mL de proteinase K ‘DNase/RNa free' Gibco, 2% Tween 20,
ImM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8,5) e incubados por 18 h a 37°C. Apds inativagado a 94°C
durante 10minutos, as amostras desproteinizadas serdo submetidas a uma amplificacao por
PCR, utilizando-se primers consensus MY09/MY11 com os seguintes oligonucleotideos
degenerados, complementares a regido L1 do genoma viral do papilomavirus humano (70,
72).
e My095 ..CGT CC*c AA™ G GGA */tAC TGA TC .. 3’
e My 115 ..GC*c CAG GG*/r CAT AA%/;r AAT GG .. 3’
As reagdes serdo realizadas em volume final de 50uL, contendo 2,5U da enzima Taq
DNA polimerase, primers na concentragdo de 150 pMol/uL cada; SpuL de tampao de reacao
10X contendo 100 mM de Tris-HCI1 pH 8,3, 500 mM de KClI, 0,2% de gelatina e 30 mM de
MgCl12, 4uL de ANTPs com 0,2 mM de cada nucleotideo, DNA e H20 q.s.p S0uL.
As condigdes para amplificacdo em aparelho termociclador MJ Research PTC 96:

e 95°C durante 13 minutos para desnaturagao.

e 40 ciclos subseqiientes de 95°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por 1 min, para
amplificacao.

e 72°C por 5 min, para extensdo final.

e 4°C para estoque dos produtos amplificados.

Os produtos de PCR serdo analisados em géis de agarose 2,0%, em tampao TBE,
contendo 0,5u/ml de brometo de etidio e sob luz ultravioleta. Para tipagem de HPV 16 e 18
serdo utilizados primers especificos para estes subtiposEm todas as amostras testadas sera
utilizado um par de primers complementares ao gene da beta globina humana como controle

interno da reagao.

O diagnostico molecular do HPV e identificacdo dos subtipos especificos 16 ¢ 18 da
amostra de mulheres positivas para o HPV sera realizado através do método da PCR no

Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CDCT)IPB/LACEN-FEPPS/RS.
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As mulheres com resultados positivos ao DNA do HPV, (estimativa de 500 mulheres),
serdo acompanhadas com freqiiéncia semestral para verificar as presencas de alteragcdes
citologicas do colo uterino e sua evolugdo na tentativa de relaciona-las com os HPV’s

oncogénicos, em especial os tipos 16 e 18.

Todas as amostras de mulheres HPV-DNA positivas serdo estratificadas em dois
grupos: uma amostra de mulheres com HPV/DNA tipos 16 e 18, uma com os demais tipos de
HPV. Uma amostra de mulheres HPV negativas (de igual tamanho ou maior — até 3:1 se

necessario) sera utilizada para comparar os achados.

As participantes do estudo que apresentarem alteracdes no exame clinico e ou

citologico realizarao colposcopia e biopsia de colo uterino quando indicado.

As laminas com esfregaco para citologia e as biopsias serdo processadas e analisadas
junto ao laboratorio de patologia do Hospital Nossa Senhora da Conceigdo. Serdo indicadas
para colposcopia as participantes do estudo que apresentarem achados citologicos (ASCUS ou

+) e/ou forem HPV-DNA positivas (Anexo V).

As mulheres que forem diagnosticadas com alteragdes citoldgicas que necessitarem
tratamento imediato (NIC II, III, cancer in situ, cancer invasor) serdo encaminhadas para o
Servico de Ginecologia do Hospital Concei¢do (HC) ou Hospital Fémina (ambos do Grupo
Hospitalar Conceicao) para realizar os procedimentos indicados e retornardo para a rotina de
acompanhamento ambulatorial apds liberacdo hospitalar. As alteracdes citologicas do tipo
“atipias de células escamosas de significancia indeterminada” (ASCUS) ou neoplasia
intraepitelial cervical de baixo grau (NIC I) terdo vigilancia semestral para acompanhamento

da lesdo.

As pacientes que apresentarem sinais de lesdo cervical na colposcopia serdo

submetidas a biopsia. As amostras biopsiadas serdo também avaliadas e comparadas.

A coleta de dados epidemioldgicos (variaveis demograficas, de vida reprodutiva, de

comportamento sexual e morbidades pregressas) serd realizada através de um questionario
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padronizado e por entrevistadores treinados quando da entrada das participantes no estudo

(Anexo III).

Toda a coleta estard sob a responsabilidade e supervisdo da pesquisadora principal e
coordenadora do projeto e alunos do programa de pds-graduagdo envolvidos no estudo. A
coleta de dados ocorrera junto a Unidade Jardim Leopoldina e serd realizada em um dia da
semana (sexta-feira: manha e tarde) em um consultdrio especificamente designado pela chefia

da unidade para este fim.

O periodo de coleta para atingir a totalidade da amostra proposta ¢ de 18 meses, com
inicio na segunda quinzena de fevereiro de 2003. Caso o niimero previsto para o estudo nao
seja atingido neste periodo existe a possibilidade de prorrogar o periodo da coleta em até 3

meses, de acordo com a disponibilidade da unidade de satde.

O banco de dados sera elaborado no programa EPI INFO versao 2002. Os bolsistas
envolvidos no projeto serdo responsaveis pela elaboracdo do mesmo e supervisionados pelos
alunos de pos-graduagao envolvidos no estudo. Para o controle de qualidade de entrada dos
dados sera feita conferéncia sistematica dos dados até entdo digitados com o questionario

original de uma amostra aleatoria de 20% dos registros.

Para o controle de qualidade de entrada dos dados sera feita conferéncia sistematica
dos dados até entdo digitados com o questionario original de uma amostra aleatoria de 20%

dos registros.

As varidveis para analise serdo as inclusas no instrumento de coleta e outras que
poderao ser criadas a partir do banco de dados. Todas as andlises serao realizadas utilizando o

pacote estatistico SPSS (versao 10.0).
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ANALISE DOS DADOS:

Descrigao da freqiiencia de HPV, em especial dos HPVs 16 e 18 (global e por faixa-

etaria)

Andlise uni/bivariada:

Teste do qui-quadrado (ou exato de Fisher se indicado) para comparar as variaveis
categoricas com a presenga ou auséncia do desfecho.
Teste t de student (ou ndo paramétrico correspondente) para comparar as variaveis

continuas com a presenca ou ndo do desfecho.

Odds Ratios:

A Odds Ratio sera calculada para as analises uni/bivariadas e multivariadas (regressao
logistica) com seu correspondente intervalo de confianca de 95%.

Os critérios de selegdo das variaveis para o modelo de regressdo logistica nao
condicional envolverdo a significancia estatistica na andlise uni/bivariada e/ou a relevancia

clinico-epidemiologica da varidvel mediante o conhecimento vigente.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo Hospitalar

Concei¢do em 15 de janeiro de 2003, protocolo nimero 112/2002.

RESULTADOS E IMPACTOS ESPERADOS

Estima-se que 15% das amostras de HPV positivo sejam do tipo 16 e 5% do tipo 18 e
que 10 a 20% da amostra tenha alteragdo citoldogica ao exame convencional. Logo, estima-se
que a amostra sera significativa para analise de associacdo entre tipos de HPV e tipos de lesao

cervical.
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Além disso, o conhecimento da distribuicao dos subtipos oncogénicos mais freqiientes
e suas variacdes poderd ter um impacto importante sobre a implementacdo de futuros

programas de vacinagdo para este virus.

RISCOS E DIFICULDADES

Cuidado especial devera ser tomado para que a quantidade de material para analise
molecular, em especial para os do subtipo de HPV 16 e 18 seja suficiente para o
processamento das técnicas. Como o estudo sera realizado em mulheres de uma populagao
geograficamente definida, com registro na unidade de atencdo primaria e de facil acesso
acredita-se que este risco bem como uma possivel perda de seguimento seja bastante

minimizada.

CONSIDERACOES ETICAS

O estudo apresenta um beneficio direto para as participantes que € a identificacdo de
uma infeccdo genital viral que as discrimina em alto e baixo risco para a possibilidade de
desenvolvimento de cancer cervical, permitindo que entre em um programa de rastreamento
mais freqiiente ¢ com maior possibilidade de identificar alteragdes pré-malignas as quais
podem ser eliminadas pela deteccdo e tratamento precoces. O beneficio indireto ¢ a
contribuicdo do estudo para o conhecimento cientifico nesta area, envolvendo um importante

problema de saude publica em nosso meio.

Os riscos envolvidos no estudo envolvem os riscos inerentes ao procedimento de
coleta de material cervical (dor discreta, ocasional, pequeno sangramento pds-exame em
especial se for realizada bidpsia, e ardéncia no momento do exame de inspecao do colo a olho
nu e pela colposcopia). Outro risco que poderia estar presente seria criar ansiedade naquele
grupo de mulheres que apresentarem anormalidades que coloquem-nas em grupo de alto risco

para a neoplasia em questdo, porém como o objetivo do rastreamento €, ndo s6 prevencao,
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como também detecgao precoce de lesdes pré-malignas a possibilidade de eliminar a provavel

causa da ansiedade é bastante elevada, evitando sofrimento futuro.

A todas as mulheres elegiveis para o estudo serdo dadas informagdes detalhadas sobre
o estudo, incluindo risco e beneficio, e as que concordarem em participar assinaram um termo

de consentimento pds-informagao (anexo IV).
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EQUIPE DE PESQUISA

Coordenador: Prof* Dr* Mary Clarisse Bozzetti

Pesquisadores colaboradores: Dr* Elizabeth Herrera, Dr. Alexandre da Silva Aguiar,
Dr* Daniela Montano Wilhelms, Dr* Adriana Rosa, Dr. Eduardo Lahude Lima, Dr* Cléia

Bertinetti Bandeira.

Alunas de pds-graduagdo (mestrado/doutorado): Marilda Tereza Mar da Rosa, Luciane

Calil Mylius, Cristine Igansi e Lidia Medeiros

Bolsistas de iniciac¢do cientifica: 5(cinco) ja selecionados (2 CNPq; 1 FAPERGS e 2

voluntarios).

Servicos Colaboradores:

- Servigo de Patologia do GHC (citologia e histologia).

- Laboratorio do Centro de Pesquisas do HCPA.

- Servigo de Patologia do HCP (gene p16).

- Servico de ginecologia do GHC (colposcopia e tratamento).

- Gerencia de saude Comunitaria do GHC.

- Centro de Desenvolvimento Cientifico e Tecondlgico CDCT-IPB-
LACEN/FEPPS/RS (PCR).

- Unidade Jardim Leopoldina /SSC/GHC (participantes do estudo).

- Coordenacao do programa da Mulher /SSC/GHC.
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FINANCIAMENTOS

O estudo dispde:

- Verba parcial para realizacdo de algumas etapas do estudo fornecido pela Fundacao
de Auxilio a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS) (valor: R$ 4.000,00).

- Verba para a realizacdo do método PCR de edital da SSMA/RS (valor: R$ 6.000,00).

- Verba CAPES/PROF: PPG Clinica Médica (valor: R$ 3.000,00); PPG Epidemiologia
(valor: R$ 3.000,00).

-Verba FIPE/HCPA: verba para realizagdo de imuno-histoquimica para P16
(R$4.000,00).

-Verba CNPQ/Edital 2003; valor R$ 20.000,00

-Dispdem de 2 bolsas PIBIC/CNPq, 1 bolsa BIC/PROPESQ e 1 bolsa Produtividade
em Pesquisa/CNPq.
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CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Més

Ano

Atividade

Julho/Dezembro

2002

- Elaboragdo do projeto.
- Contato com profissionais da unidade de satde.

Janeiro

2003

- Detalhamento junto a unidade sobre a execugdo do projeto e
divulgag¢do junto a comunidade.

- Encaminhamento do projeto a comissao de ética em pesquisa do
HNSC

Janeiro/Fevereiro

2003

- Adequacao dos instrumentos de coleta.
- Estudo piloto.

- Inicio da coleta de dados.

- Elaboragdo do banco de dados.

Fevereiro/Dezembr
0
Janeiro/agosto

2003

2004

- Coleta de dados.

- Armazenamento sistematico do material coletado para estudo a
—20°C (simultaneo a coleta).

- Armazenamento sistematico dos dados no banco.

Abril/Junho

2004

- Analise parcial dos dados.

- Processamento das amostras (analise soroldgica e PCR para
HPV-DNA) e acompanhamento das participantes conforme
protocolo do estudo.

Retorno dos dados a unidade de satide e a populagdo.

Julho/Novembro

2004

- Anélise completa dos dados.
- Relatério dos achados do estudo.

Dezembro
Janeiro/Fevereiro

2004
2005

- Divulgag¢do dos dados junto a unidade e a populagdo.

- Revisao final e defesa de mestrado da aluna do Programa
de P6s-Graduacgao em Epidemiologia/UFRGS.

- Redagdo de manuscrito para publicacao.




ORCAMENTO TOTAL DO ESTUDO

7.1. Material de Consumo:

7.1.1. Etapa inicial do estudo (primeiros 2 anos)

1. 2050 laminas e laminulas

2. Luvas p/coleta do citolégico (4000)

3. 14 caixas para armaz. de laminas (150 p/caixa)

4. 10 pctes. de papel A4 para questionarios e
Manual de instrugdes (pctes ¢/500)

5. 800 tubos plasticos c¢/tampa para armazenamento
sangue (40 ml) (unid. c/25)

*))

. 800 seringas (50 ml) para coleta de sangue
. 23 kits captura hibrida II p/ 2000 testes p/HPV
(alto risco)
8. 2250 coletores p/captura hibrida
9. 430 tubos para coleta material cervical p/PCR
10. Reagentes p/a citologia
11.Containers para armazenamento € envio
do material p/captura hibrida
Total item 7.1.1

~

7.1.2. Segunda Etapa do estudo (1ltimos 3 anos)

1. Material para o teste sorologico (ELISA):

- a)30 placas microtiter (96 orificios) cx. ¢/5
b)Carbonato (tampao)
c)VLPs (HPV 16 e 18) (p/reagdo antg/antic)
- d)PBS
- e)IgG anti-humana
(horseradish peroxidase-conjugated goat F(ab’),)

- fleite em pd a 0,5%
- g)substrato ABTS
2. 430 escovas endocervicais

3. Material p/PCR
- DNTPs (oligonucleotidios)
- Taq DNA polimerase (10X)
- MgCI2
- proteinase K
- brometo de etidio
- primers p/HPV 16 ¢ 18
- Agarose 1%
- Ponteiras 1-[7(11 (¢/1000)

USS$ (23/07)
(USS$ 1,00 = RS 2,48)

1779,4 (unid.:0,868)
1936,0 (unid.:0,484)
347,20 (unid.:24,80)

99,20 (pcte.:9,92)
5404,16(unid:168,88)
1584,00 (unid: 1,98)

23875,61(u.:1038,07)
3172,5 (u.:1,41)
3039,8(unid:168,88)
1674,00 (u.:0,670)

200,00
42,911,71

558,00(cx.: 93,00)
54,00

4500,00

28,00

225,80

35,00
38,50
632,10 (unid.:1,47)

270,00 (100p1:54,0)
48,00 (unid.: 24,00)
33,40

150,00(5m- 75,00)
144,00 (5ml1-72,00)
1663,00

64,00

72,58 (cx.: 18.14)

119
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Total item 7.1.2 8516,38

7.2. Outro material

Postagem p/remessa material p/laboratério DIGENE 992,00 (10 remes.)
em Sao Paulo

Total item 7.2 992,00

7.3.Recursos Humanos

1. Bolsistas de iniciagao cientifica (3) --
2. Leitura Cito/histopatologistas --
3. Diagnostico Colposcopico --

Total geral (exceto item 7.3) 52420,09

Observagdes:

Verbas de pesquisa ja disponiveis p/ itens (total:7196,00)
7.1.1:itens 3,4, 5
7.1.2.: itens l1a,b,d,f,g; 2

Verbas absorvidas pela institui¢ao (total: 10013,2):
7.1.1:itens 1, 2, 6, 9,10
7.3: itens 2,3
Verbas de pesquisa solicitadas e aguardando resposta (total menos item 7.3.1.: 34418,89):
7.1.1:itens 7, 8, 11
7.1.2: itens lc,e; 3
7.3: item 1
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