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RESUMO

A América Latina, assim como a maioria dos paises em desenvolvimento, apresenta uma
grande deficiéncia em relacdo aos diagnosticos laboratoriais e a realizacdo de exames
preventivos do cancer de colo de Utero. Pesquisas relacionadas a urbanizagdo, industrias de
alimentos, e novos hébitos alimentares,demonstram uma maior incidéncia de tumores
malignos no colo do cancer de colo. Com uma incidéncia de 630 mil casos novos anuais, 0
cancer de colo de utero é o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres,
apresentando uma mortalidade de 265 mil mulheres por ano. A carcinogénese cervical esta
intrinsecamente relacionada com o papiloma virus humano (HPV). Durante a duplicacdo do
DNA, relacionados aos Virus HPV 16 e 18, os genes E6e E7 juntam se a proteinas celulares
p53 e pRb, levando a inativacdo e ao descontrole do ciclo celular,podendo codificar proteinas
que degradam seus produtos, resultando em novos erros tais como a exarcebacdo da
proliferacdo celular. Objetivo: Estimar a frequéncia do papiloma virus humano em mulheres
que foram realizar exames no Centro de Oncologia da Bahia (CICAN) em 2018 e 2019.
Meétodo: Inquérito Epidemiologico Descritivo Seccional, no qual foi realizado o teste
molecular para genotipagem do HPV de alto risco por meio da técnica de PCR, cujos
resultados foram obtidos mediante consulta ao banco de dados — Sistema GAL — do
LACEN/BA. De cada paciente, no total de 114 mulheres atendidas no CICAN/BA, com leséo
intra-epitelial escamosa cervical de alto grau e/ou carcinoma epidermoide invasor do colo
uterino,foram extraidos os resultados dos dados socio demogréaficos e exames de
colpocitologia a partir de prontuéarios que foram alimentados e analisados posteriormente
numa Ficha de Investigacdo Padrdo em anexo. Realizou-se uma revisdo de literatura a partir
de publicacdes disponiveis em base de dados eletrénicos, como Science Direct; The Lancet
Oncology; SciELO; Pubmed; Instituto Nacional do Céancer; Ministério da Saude do Brasil;
Globocan; no periodo de 1986 a 2020. Resultados: No presente estudo, 71% (81 mulheres)
apresentaram-se positivas para os genes oncogénicos DNA/HPV, obtendo-se uma frequéncia
global de HPV de 35,1%; destes 15% estdo relacionados ao HPV 16 (13,2%) e 1,8 % ao HPV
18. Conclusédo: A técnica para a rotina DNA/HPV por PCR na salde coletiva mostrou uma
maior acuracia com sensibilidade (90-100%) e especificidade (92,8 a 100%), o que indica a
necessidade de implementacdo de medidas de prevencédo e, indiretamente, de reducdo das
taxas de morbidade e mortalidade por cancer de colo de utero.

Palavras-chave: HPV. JEC. Cancer de colo do atero. HSIL (NIC 1Il). LACEN/BA. BM.
PCR (DNA HPV).
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ABSTRACT

Introduction: Latin America, like most developing countries, has a great deficiency in
relation to laboratory diagnoses and the performance of preventive exams for cervical cancer.
Research related to urbanization, food industries, and new eating habits, show a higher
incidence of malignant tumors in the cervix. With an incidence of 630,000 new cases
annually, cervical cancer is the third most common cancer among women, with a mortality
rate of 265 thousand women per year. Cervical carcinogenesis is intrinsically related to
human papillomavirus (HPV). During DNA duplication, related to HPV 16 and 18 viruses, E6
and E7 genes join with p53 and pRb cell proteins, leading to inactivation and uncontrolled
cell cycle, being able to encode proteins that degrade their products, resulting in new errors
such as the exacerbation of cell proliferation.-Objective: To estimate the frequency of human
papillomavirus in women who underwent tests at the Oncology Center of Bahia (CICAN) in
2018 and 2019. Method: Sectional Descriptive Epidemiological Survey, in which the
molecular test for high-risk HPV genotyping was performed using the PCR technique, the
results of which were obtained by consulting the LACEN/BA database - GAL System. From
each patient, a total of 114 women treated at CICAN/BA, with high-grade cervical squamous
intraepithelial lesion and/or invasive squamous cell carcinoma of the uterine cervix, the
results of the sdcio demographics data and colpocytology exams were extracted from medical
records which were fed and analyzed later in an attached Standard Investigation Form. A
literature review was carried out based on publications available in electronic databases, such
as Science Direct; The Lancet Oncology; SciELO; Pubmed; National Cancer Institute;
Ministry of Health of Brazil; Globocan; in the period from 1986 to 2020. Results: In the
present study, 71% (81 women) were positive for the oncogenic DNA/HPV genes, obtaining
an overall HPV frequency of 35.1%; of these 15% are related to HPV 16 (13.2%) and 1.8% to
HPV 18. Conclusion: Technique for the routine DNA/HPV by PCR in public health showed
greater accuracy with sensitivity (90-100%) and specificity (92.8 to 100%), which indicates
the need to implement preventive measures and, indirectly, to reduce cervical cancer
morbidity and mortality rates.

Keywords: HPV. JEC. Cervical cancer. HSIL (NIC I1I). LACEN/BA. BM. PCR (DNA/
HPV).
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1 INTRODUCAO

O papiloma virus humano (HPV) de alto risco oncogénico é responsavel,
anualmente, por cerca de 630 mil casos de cancer em todo o mundo (4,5% de todos 0s casos).
1 O cancer de colo de utero é o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres e é
responséavel pelo 6bito de 265 mil mulheres por ano. * Por outro lado, segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA), ao mencionar a metanalise realizada por De Sanjosé et al., em
2007, estimou que 291 milhdes de mulheres no mundo seriam portadoras do HPV, das quais

32% estavam infectadas pelos subtipos 16, 18 ou ambos.®

No Brasil, em 2020, o Instituto Nacional do Céancer (INCA), estimou 16.590 casos
novos de cancer de colo de Utero, e um risco de 12,6 casos a cada 100 mil mulheres. Esse tipo
de neoplasia é responsavel por 311 mil 6bitos por ano, a quarta causa mais frequente de morte

por cancer em mulheres. 2

A taxa ajustada de incidéncia de neoplasia maligna do corpo do céancer de colo por 100
mil mulheres para 0 ano de 2020 na Bahia é de 5,10 casos, enquanto a taxa bruta é de 5,70
casos.2). Em 2017, ocorreram 6.385 6bitos por esse tipo de neoplasia, representando uma taxa

ajustada de mortalidade de 5,14/100 mil mulheres. %

O HPV mantém um estreito relacionamento com a carcinogénese cervical. . O cancer
de colo de utero é raro em mulheres até 30 anos e o pico de sua incidéncia abrange a faixa
etaria de 45 a 50 anos.®) A mortalidade aumenta progressivamente a partir da quarta década

de vida, com expressivas diferencas regionais’

No estudo de corte transversal onde foram analisados dados de 38 paises no mundo,
foram analisadas 10.575 mulheres com céncer cervical invasivo. A pesquisa encontrou 8.977
(85%) casos positivos para HPV DNA. Os subtipos 16 e 18 do HPV contribuiram com uma
frequéncia de 8.196 (71%) dos 8.977 casos positivos. ©

Os subtipos oncogénicos do HPV, especialmente o HPV 16 e o HPV 18, sdo
responsaveis por cerca de 70% dos canceres cervicaist. O HPV 16 é considerado o mais
carcinogénico, responséavel por 55% a 60% de todos os casos de cancer cervical ? Os HPVs
16, 18, 31, 33 e 45 sdo os subtipos mais prevalentes encontrados no cancer cervical e
glandulares (adenocarcinomas), mas o HPV 18 é o que causa 0 cancer em maior proporgao,

isto é, esta presente em de 10 a 15% dos casos glandulares: ®


https://www.inca.gov.br/controle-do-cancer-do-colo-do-utero/fatores-de-risco#nota1
https://www.inca.gov.br/controle-do-cancer-do-colo-do-utero/fatores-de-risco#nota1
file:///F:/User/Downloads/Globocan
file:///F:/User/Downloads/Globocan
https://www.inca.gov.br/controle-do-cancer-do-colo-do-utero/fatores-de-risco#nota1
file:///F:/User/Downloads/Mortalidade
file:///F:/User/Downloads/Mortalidade
https://www.inca.gov.br/controle-do-cancer-do-colo-do-utero/fatores-de-risco#nota1
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No inicio dos anos de 1980, com o advento da pesquisa molecular e a clonagem de
genomas do HPV, surgiu a oportunidade de estudar genes virais individuais. No entanto,
somente no final dos anos de 1990 a propagacdo de virus por culturas organotipicas
possibilitou as primeiras tentativas de genética viral. ©

Existem mais de 118 tipos diferentes de HPV, sendo que destes 40 tipos tém
potencial para infectar a mucosa ano-genital de humanos, entretanto apenas um subconjunto
de 13 a 18 desses tipos é considerado de alto risco para o desenvolvimento do ccervical e
respectivas lesbes precursoras, em particular, os HPVs 16 e 18, que promovem a interrupcéo
do controle normal do ciclo celular e contribuem para o desenvolvimento da malignidade. %
Segundo a nomenclatura de HPVs eles foram classificados: - Lesdo Intraepitelial Escamosa
Alto Grau (HSIL) e Leséo Intraepitelial Escamosa Baixo Grau (LSIL), como acontece nos
tumores do Colo do Cancer de colo, onde podem ser frequentemente ou raramente
encontrados. Os HPV (LSIL) geralmente estdo associados a canceres anogenitais e
orofaringeos, podendo também estd presente no cancer em pacientes de epidermo displasia
verruciforme (EV).4"

A infeccdo do HPV na maioria das vezes assintomatica é frequentemente eliminada de
forma espontanea em mais de 90% dos casos; estima-se que em até 75% de todas as mulheres
expostas ao Virus, a infeccdo é erradicada no periodo de 6 a 24 meses. 12

A relagdo causal entre o HPV e o céncer de colo de utero, juntamente com a
epidemiologia e a histéria natural da infeccdo pelo HPV, levou a um novo modelo de
carcinogénese cervical: a infeccdo pelo HPV, seguida da sua persisténcia, ocasiona a
progressdo para pré-cancer e, consequentemente, invasdao. O periodo de 1 a 2 anos de
persisténcia do virus HPV, destacadamente o HPV 16, prediz fortemente NICIII ou
diagndsticos mais severos (NICIII+) nos anos subsequentes (20 a 30% de risco de NICII+ no
intervalo de 5 com 2 anos de persisténcia HPV16).2 A detecgdo do HPV DNA por reacéo
em cadeia de polimerase (PCR), por ser uma técnica mais sensivel e de maior acurécia,
detecta o diagnostico mais precoce de lesdes de alto risco em mulheres de 30 anos ou mais,
com citologia negativa para lesdo intra-epitelial e malignidade (NILM). @

Devido a conhecida associacdo entre HPV oncogénico e cancer de colo e diante da
frequéncia dos casos de mulheres com lesdo de alto grau decorrente do virus, surgiu a
oportunidade de realizar um inquérito epidemioldgico no Centro de Oncologia da Bahia

(CICAN) com o objetivo de estimar a frequéncia de HPV oncogénico em mulheres, assim
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como o grau de concordancia entre os métodos diagnosticos: citologia, colposcopia e biologia
molecular para HPV, considerando-se o PCR como padréo-ouro.

A presente pesquisa, portanto, foi realizada com a permisséo de acesso ao banco de
dados do Laboratério Central da Bahia (LACEN), o Sistema GAL (Gerenciador de Ambiente
Laboratorial), onde se encontra os dados do diagndstico de rotina Amplification/detection
HPV DNA por PCR, recentemente implantado, e 0s prontuarios de pacientes com a patologia

para obtencdo dos dados de colpocitologia.
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2 OBJETIVOS

Observar a frequéncia do papiloma virus humano em mulheres com céncer de colo.

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Estimar a frequéncia do papiloma virus humano em mulheres que realizaram exames no
Centro de Oncologia da Bahia em 2018 e 2019.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

(1) Descrever o perfil sociodemografico das mulheres atendidas no CICAN/BA que
foram submetidas ao método diagnostico HPV DNA PCR No LACEN/BA.

(2) Comparar o perfil sociodemografico entre as mulheres positivas e negativas.

(3) Avaliar a acuracia da citologia e da colposcopia no diagnostico do HPV em relacdo a

biologia molecular por meio da técnica HPV DNA PCR.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE COLO UTERO

A América Latina, assim como a maioria dos paises em desenvolvimento, apresenta uma
grande deficiéncia em relacdo aos diagndsticos laboratoriais e a realizacdo de exames
preventivos do cancer de colo de Gtero. Pesquisas relacionadas a urbanizacédo, industrias de
alimentos,e novos habitos alimentares,demonstram uma maior incidéncia de tumores
malignos no colo do Utero. Com aproximadamente 630 mil casos novos por ano no mundo, 0
cancer de colo de utero é o terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres e €
responsavel pelo 6bito de 265 mil mulheres por ano. ¥, Comparando-se esses dados com a
incidéncia anual de aproximadamente 630 mil casos de cancer de colo® conclui-se que o
cancer é um desfecho raro, mesmo na presenca da infeccdo pelo HPV. Ou seja, a infeccdo
pelo HPV é um fator importante para o desenvolvimento do cancer de colo de Gtero. * Esses
virus sdo responsaveis pela ocorréncia de todos os casos de cancer cervical, 88% de cancer
anal, 24,9% de cancer vulvar, 78% de cancer de vagina, 30,8% de cancer orofaringeo, 2,2%
de cancer da cavidade oral, 2,4% de cancer de laringe e 50% de cancer de pénis.

No Brasil em 2020, o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estimou 16.590 casos
novos de cancer de colo de cancer de colo, e um risco de 12,6 casos a cada 100 mil mulheres.
2 E a terceira localizacdo primaria de incidéncia e de mortalidade por cancer em mulheres no
pafs,sem considerar tumores de pele ndo melanoma.? Esse tipo de neoplasia é responsavel por

311 mil 6bitos por ano, a quarta causa mais frequente de morte por cancer em mulheres. 2

Em paises da América do Sul com desenvolvimento mais acelerado, observou-se um
declinio na mortalidade por cancer de colo de Gtero, com estimativas de mudanga percentual
anual variando de -1,4 a -6,3 entre 1983 e 2002. 2.

Essa tendéncia ocorre em paises com renda média mais elevada, como Argentina e
Uruguai, em paises com histérico de implementagdo do rastreamento com maior organizacao,
como Mexico, Colémbia, Chile e Costa Rica, onde as taxas de mortalidade foram reduzidas

quase & metade, ocasionando uma invers&o na razdo cancer in situ/invasivo

Paises europeus, Estados Unidos, Canada, Japdo e Australia apresentam as menores
taxas, enquanto paises da América Latina e, sobretudo regibes mais pobres da Africa

apresentam valores bastante elevados. Segundo o Globocan, 85% dos casos de cancer de colo
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de utero ocorrem nos paises menos desenvolvidos e a mortalidade decorrente desse cancer
varia em até 18 vezes entre as diferentes regides do mundo, com taxas de menos de 2 por 100

mil mulheres, na Asia Ocidental, e de 27,6, na Africa oriental @

As taxas de incidéncia estimadas e de mortalidade no Brasil apresentam valores
intermediarios em relacdo aos paises em desenvolvimento, porém sdo elevadas quando
comparadas as de paises desenvolvidos, em termos de programas de deteccdo precoce bem
estruturados® A distribuicdo de novos casos, de acordo com a localizagdo primaria,é bem
heterogénea entre os estados e capitais brasileiras. 2 No Brasil, em uma analise regional,
observou-se que o cancer de colo de utero € o segundo mais incidente nas regides Norte
(26,24/100 mil), Nordeste (16,10/100 mil) e Centro-Oeste (12,35/100 mil). Na regido Sul

(17,48/100 mil), ocupa a quarta posi¢éo e, na regido Sudeste (12,01/100 mil), a quinta posi¢éo
@

Em relacdo a mortalidade, a regido Norte apresenta as maiores taxas do pais; a Unica
regido que revela nitida tendéncia temporal de crescimento. Em 2017, a taxa padronizada pela
populacdo mundial foi de 12,24 mortes por 100 mil mulheres, representando a primeira causa
de 6bito por cancer feminino nessa regido b As regides Nordeste, com taxa de mortalidade de
6,49/100 mil, foi a terceira causa, e Centro-Oeste, a quarta causa, com taxa de 5,33/100 mil.
As regides Sul e Sudeste tiveram as menores taxas (4,82/100 mil e 3,64/100 mil),
representando a quinta e sexta posi¢Oes, respectivamente, entre os dGbitos por cancer em

mulheres.®

No Brasil, em 2017, ocorreram 6.385 Obitos por cancer de colo de Utero, representando
uma taxa ajustada de mortalidade de 5,14/100 mil mulheres. ® Observou-se um declinio
global das taxas de mortalidade por cancer de colo de Gtero nas Gltimas décadas, porém de
forma heterogénea nas distintas macrorregides (mudanca percentual anual variando de -3,3 a

1,7, mostrando um sucesso parcial®

Em 2013, essa neoplasia representou a quarta causa de morte por cancer em
mulheres com 5.430 Obitos, 0 que representa uma taxa de mortalidade ajustada para a

populacéo mundial de 4,86 6bitos para cada 100 mil mulheres ¢

Em 2007, aproximadamente 291 milhdes de mulheres no mundo eram portadoras do
HPV, das quais 32% estavam infectadas pelos subtipos 16, 18 ou ambos. ¥ Em um estudo de

corte transversal,em 38 paises no mundo, ao analisarem dados da pesquisa, onde foram
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estudadas 10.575 mulheres com cancer cervical invasivo, foram encontrados 8.977 (85%)
casos positivos para HPV DNA, em que os subtipos 16 e 18 do HPV contribuiram com uma

frequéncia de 8.196 (71%) dos 8.977 casos positivos. ©

O HPV 16 é considerado o mais carcinogénico, responsavel por 55% a 60% de todos
os casos de cancer cervical. ) Os HPVs 16, 18, 31, 33 e 45 sdo os subtipos mais prevalentes
encontrados no cancer cervical, ja o HPV 18 € 0 que causa 0 cancer em maior proporcao, isto

é, esta presente em de 10 a 15% dos casos glandulares (adenocarcinomas) ®

Desde o inicio dos anos 1980, as técnicas de biologia molecular vém contribuindo
para o conhecimento da infeccdo genital pelo HPV em diferentes cenéarios e tém sido
utilizadas em pesquisas cientificas, porém sé mais recentemente foram incorporadas aos
servicos de saude. Com o surgimento da pesquisa molecular e a clonagem de genomas do
HPV, possibilitou o estudo de genes virais individuais' ©

“A infeccdo pelo HPV 16, seguida da sua persisténcia no periodo de um a dois
anos, gerou um novo modelo de carcinogénese cervical, podendo provocar uma acgdo
sinérgica de NIC I1I para (NIC I11+), em mulheres com NILM, e ocasionar a progressdo para
pré-cancer e, consequentemente, invasdo" Estima-se que 75% das mulheres sexualmente

ativas irdo adquiri-la ao longo de suas vidas- %199

A deteccdo do HPV DNA por reacdo em cadeia de polimerase (PCR), por ser uma
técnica mais sensivel e de maior acurécia, realiza o diagnostico mais precoce de les6es de alto
risco em mulheres de 30 anos ou mais, com citologia negativa para lesdo intra-epitelial e
malignidade (NILM). @

Em um estudo realizado em 2002, ficou demonstrado que mulheres com infeccéo por
HPV tém 19 vezes mais risco para desenvolver cancer de colo do que mulheres com auséncia
da infeccdo; e as que tém os tipos oncogénicos HPV 18, 31 ou 33 correm um risco 50 vezes
maior, em comparacdo com aquelas nédo infectadas por esses genes; e se for considerado o
HPV 16, esse risco aumenta em 100 vezes. ™ Ainda no ano de 2002, ficou constatada uma
frequéncia de 16% de HPV em mulheres, utilizando a técnica do PCR HPV DNA. ¥

Na prevaléncia mundial, por meio de uma metanalise realizada na Europa, a partir de
dados provenientes dos cinco continentes, verificou-se em amostras de mulheres com
citologias normais uma maior frequéncia do HPV 31; o segundo gendtipo mais comum foi o

HPV 18, porém com algumas variacdes geograficas. Na América do Norte, na Africa e na
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Asia, 0 HPV 52 foi 0 mais frequente. J4 na América Latina, o HPV 58, apresentou maior

frequéncia, e com uma incidéncia do HPV 16 em 22,5% das mulheres HIV positivas' *®

Em ambito nacional ", estudos descrevem o HPV 58 como o segundo mais
frequente em Natal *” e em Caxias do Sul ®®, enquanto no Rio de Janeiro o segundo mais
observado foi o HPV 31 e, em Ouro Preto, o HP 61.(1%

O referido estudo comparou a técnica PCR utilizando os pares de oligonucleotideos
MYQ09/MY11 e GP5/GP6 e a técnica Nested ( n PCR) com pares MY/GP aliados aos
oligonucleotideos MY09/MY11. O resultado obtido detectou 26,3% do DNA do HPV na
técnica PCR para os casos de citologia esfoliativa com alteragGes patoldgicas, enquanto a
Nested (n PCR) revelou uma capacidade de deteccéo 84,2% maior nesses espécimes ¢%

Ainda em comparagdo com PCR e n PCR @) 3 pesquisa encontrou um aumento
de 38,8% na taxa de positividade para 0 DNA do HPV. Os autores, ao compararem a
utilizagdo de PCR simples e Nested- PCR na detecgdo de HPV em carcinoma epidermoide de
labio, observaram um aumento de mais de 6 vezes no nimero de casos de HPV pelo método
de n PCR®@

Os relatos citados nesse estudo demonstram a evolucdo e o aprimoramento da
técnica do PCR ao longo das ultimas quatro décadas, seja com 0 aumento na temperatura ou
mudanca da enzima para DNA polimerase termoestavel de Thermous-aquaticus Taq DNA,
sem necessidade de acréscimo de enzima a cada ciclo, seja com a reamplificacdo na regido-
alvo em outra técnica, além da juncéo de oligonucleotideos, que amplificam para o gene da
beta-globina e servem como controle interno da reacdo para avaliacdo da integridade e da
suficiéncia de DNA de cada amostra para a amplificagdo ©

Michelli et al. (20117®® em uma pesquisa com 100 amostras cervicais de mulheres
sexualmente ativas, com o objetivo de comparar trés métodos de deteccdo do DNA do HPV
(PCR utilizando primers da regido L1, PCR utilizando primers da regido E6/E7 e captura
hibrida), encontraram 40% das mulheres positivas em pelo menos umas das técnicas

diagndsticas testadas.”

Os autores observaram que transcritos E6 e E7 de HPV de alto risco aumentavam a
especificidade e sensibilidade dos testes de screaning (Papanicolau e HPV DNA), indicando
as lesdes com maior chance de progresséo do cancer ¢%

Deve-se incentivar a criacdo de fontes e métodos utilizados para compilar dados de

incidéncia e estimativas de mortalidade por regides e capitais brasileiras, em centros de
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referéncia e em unidades basicas para 0s principais canceres. Existem publicaces esparsas
com resultados diferentes, muitas vezes subnotificadas.

Os dados de incidéncia sdo derivados do Registro de Cancer por Base Populacional
(RCBP), que faz a cobertura das areas urbanas, particularmente nos paises em

desenvolvimento, o que, no entanto, torna as outras regides subestimadas *

Ressalta-se a necessidade de que a apuracao desses dados seja feita com veracidade,
qualidade e que represente a realidade das taxas brutas, ajustadas e especificas (sexo, idade e
outros), criando documentagdo e publicacbes com base nos métodos utilizados, com
apresentacdo dos resultados globais, gréaficos e tabulagdes, além de estimativas que visem a
fornecer evidéncias que irdo nortear os gestores no desenvolvimento de recursos prioritarios e
estratégias contingentes, sobretudo que venham a mitigar a morbidade do HPV e reduzir o

onus do cancer em todas as regides brasileiras.

Na prevaléncia mundial, o HPV 18 foi o segundo gen6tipo mais comum, porém com
algumas variacBes geograficas, fato evidenciado no artigo realizado por Eluf Neto et al.
(1994), no qual a prevaléncia encontrada foi de 50,0% para HPV de alto risco (HPV 18),
conforme o resultado da citologia, incluindo mulheres com citologia inalterada. J& na
populagdo de mulheres com lesédo intraepitelial de baixo grau (LSIL), houve uma grande
diminuicdo da prevaléncia do HPV 6 em mulheres com citologia normal (0,5%) e prevaléncia
de HPV de multiplos tipos (6,3%), com variagdo de 0,5% ( HPV18) a 5,3% (HPV16 ¢®

O estudo de Krambeck et al. (2008"®"” estimou prevaléncias de HPV de baixo risco em
2,0% (HPV 6 e HPV 54) e de 4,0% (HPV 72). Para as mulheres com LSIL, a prevaléncia de
HPV de baixo risco foi de 4,5% (HPV 11, HPV 62 e HPV 81), assim como para os HPVs de
alto risco (HPV 45, HPV 52 e HPV 66). Nas mulheres com lesdo intraepitelial de alto grau
(HSIL), a prevaléncia foi de 67,0% (HPV 16" ?”

Ribeiro et al. (2011?® em Goiania-GO, demonstraram que a prevaléncia do HPV 16
foi de 52% (40/76) nas neoplasias intra-epiteliais cervicais de alto grau (NIC 1I/Ill) e de
88,8% (8/9) nos casos de carcinomas invasivos. Observou-se que do total de mulheres HPV
positivas, 45% (77/171) estavam infectadas por HPV 16 em infeccBes simples e multiplas,
considerando que os tipos HPV 31 e 35 foram, respectivamente, o segundo e o terceiro mais
prevalentes; e 10,5% (8/76) e 6,6% (5/76), respectivamente, nos casos de neoplasias intra-
epiteliais cervicais de alto grau (NIC 11/111). ©®

Ao demonstrar a predominancia dos fatores oncogénicos para HPV em um estudo de

revisdo na regido Sudeste, o0 segundo tipo de HPV mais comum variou entre 0 18, 31 e 35, a
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depender da técnica utilizada.®® Estudos nacionais registraram o perfil de prevaléncia da
infeccdo por HPV, semelhante aos paises subdesenvolvidos: 17,8% (31) a 27% (34), com uma
prevaléncia mais elevada em mulheres na faixa etaria abaixo de 35 anos; a partir dos 35 até 65
anos, as taxas permanecem de 12 a 15%.%%

Em Séo Paulo, observou-se uma discreta reducdo na taxa de mortalidade por cancer de
colo e, no Parana, uma nitida diminuicdo, fato observado devido a introducao de um programa
de rastreamento dessa doenga por meio do aumento na cobertura do exame colpocito-

patolégico. ¢

No Rio Grande do Norte, em mulheres que apresentavam anormalidades citologicas,
com displasia de baixo grau NICI (neoplasia intraepitelial de grau 1), a infeccdo pelo HPV
estava presente em 62,5%; ja em displasia moderada NIC Il (neoplasia intraepitelial de grau
I1), em 75% e 82,6%, na displasia grave NICIII (neoplasia intraepitelial de grau Ill). O tipo
mais prevalente foi 0 HPV 16, seguido do HPV 58 e 18. %

Um estudo realizado no Brasil, em 2008, mostrou que a prevaléncia de infecgdes por
tipos de HPV de alto risco oncogénico foi de 27,1%, considerando mulheres com idade menor

ou igual a 25 anos '

No Brasil, o tipo HPV 16 é também o mais prevalente nos casos de carcinoma invasor
e a presenca de NICIII foi diagnosticada histologicamente em todas as regides representadas

nos estudos de prevaléncia 2"

Em Campinas, um estudo indicou a prevaléncia total de HPV de 99%, incluindo
35,3% de infeccbes simples e 64,7% de infeccbes multiplas em mulheres diagnosticadas com
NIC 11 ou NIC 111 &%

3.2 TIPOLOGIA

A insercdo do termo "neoplasia intraepitelial cervical” (NIC) para designar o espectro
de doencas cervicais foi pensada para desempenhar um papel na carcinogénese cervical O
raciocinio por tras da terminologia da NIC comegou com uma mudanca continua de displasia
leve e terminou com cancer invasivo, isso depois de passar progressivamente por estagios
intermediérios da doenca intraepitelial. O impacto clinico dessa nova terminologia é o fato de
que as lesbes precursoras presumidas passaram a ser tratadas com base em seu tamanho e

localizagdo ¥
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Na NIC I (displasia leve), as células epiteliais neoplasicas ocupam um terco inferior do
epitélio; na NICII (displasia moderada), células epiteliais neoplasicas e figuras mitdticas
ocupam os dois tercos inferiores do epitélio; e em NIC Ill, figuras mitdticas e as células
epiteliais neoplasicas podem ser encontradas ao longo de toda a espessura do epitélio. ©¢*

Na classificacdo das lesbes NIC II, NIC IIl, incluem-se a displasia grave e o
carcinoma in situ; em termos de tratamento, novas medidas foram tomadas em favor dos
pacientes, muitas vezes mulheres ainda em fase reprodutiva, como para conservagdo do
cancer de colo e a histerectomia, indicada apenas nos casos em que esses quadros da doenca
levam & progresséo da neoplasia e & diminuicdo da expectativa de vida. ¥

A medida que os dados moleculares se acumulavam, tornou-se evidente que o espectro
do epitélio atipico apresentou mudancas que ocorreram no trato genital feminino inferior e
que estavam etiologicamente relacionadas ao HPV. A partir disso, a doenca pode ser melhor
descrita como de dois niveis, em vez de uma de trés niveis, e a classificacdo NIC foi
modificada de acordo com os autores. ¢

Por causa dos problemas causados por um grau extremamente baixo de intra e inter
observador na reprodutibilidade dos diagnosticos citoldgicos, um grupo foi convocado em
Bethesda, MD (EUA), para elaborar uma terminologia citolégica uniforme ¢

Essa nova nomenclatura, conhecida como Sistema Bethesda, introduziu os termos
“lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau” (LSIL) e "lesdo intraepitelial escamosa de alto
grau™ (HSIL). LSIL inclui NIC | ou displasia leve, coilocitose, atipias coilocitéticas e
condiloma plano. HSIL inclui NICII e NIC I1l ou displasia moderada e grave e carcinoma in
situ. ®? Para avaliar e atualizar a classificagdo de Bethesda 1991 para Bethesda 2001, o
seguinte sistema foi estabelecido: a divisdo dicotdmica do SIL em LSIL e HSIL foi baseada
em observagdes viroldgicas, moleculares e clinicas em que a LSIL é frequentemente resultado
de uma infeccdo transitéria por HPV, enquanto a HSIL é mais frequentemente associada a
persisténcia viral e ao alto risco de progressdo. LSIL inclui alteracdes que refletem
principalmente a infeccdo pelo HPV, o que elimina a distincdo entre atipia condilomatosa e
NIC I, e a HSIL inclui lesdes de alto grau, incluindo precursores do cancer ¢4

Além disso, interpretagdes ambiguas das celulas escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS) sdo mais comuns do que em lesdes definitivas; aproximadamente
metade dessas lesGes esta relacionada a infeccdo pelo HPV. Além disso, a HSIL é geralmente

associada a tipos de HPV de alto grau; e € monoclonal e aneupléide em contraste com a LSIL.
(34)
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3.3 LATENCIA DO HPV

Os genomas do HPV estéo presentes nas camadas basais dos epitélios infectados, por
isso é necessaria sua diferenciacdo para a producéo e replicacéo viral- %%

A laténcia do HPV pode ser definida como uma infeccdo silenciosa, na qual a
replicacdo de DNA viral é sincronizada com o ciclo celular, embora nela ndo sejam
detectados nenhum dos efeitos citopatogénicos ou ndo causem efeitos minimos do HPV;
portanto, é assintomatica, com auséncia de producdo de novos virions ou particulas virais,
assim o HPV é mantido em baixo nimero de copias, ficando a replicacdo viral dependente da
replicacdo celular, ou seja, fica em um estado cujo DNA viral estd presente, mas sem
expressao viral até o surgimento de alguma lesdo ou alteracdo morfoldgica do epitélio, o que
pode durar em torno de 1 semana a 6 meses. Algumas mulheres apresentam lesdes, isto €,
saem desse estado de laténcia apds 6 anos, mas sejam excecdes (2%

Embora ndo haja evidéncia direta de um HPV exclusivamente latente, em vérias
observacdes clinicas, a presenca do DNA HPV sugere que isso pode ocorrer, mesmo diante de
um epitélio cervical aparentemente normal- ¢

Por outro lado, estudos demonstram que o risco para mulheres com HPV positivo de
alto risco, cito morfologicamente com esfregago normal, podem desenvolver um esfregaco

anormal dentro de 2 anos ou NIC 111 dentro de 4 anos ©©

3.4 ETIOLOGIA DAS LESOES ALTO GRAU

Os agentes carcinogénicos que levam a neoplasia dividem-se em trés grupos:
quimicos, fisicos e biolégicos ¢

As exposicdes ao HPV podem ter etiologias diversas, por exemplo, a presenca de
outros virus associados, tais como HIV, HCV, HTLV-1, Epstein Baar, herpes (HSV 1, HSV
2, HHV 8); bactérias como Clamydia trachomatis, Neisseria gonorrhea; mudancas de
comportamento, como inicio sexual precoce, vida sexual intensa, promiscuidade,
vulnerabilidade; uso prolongado de hormdnios esteroidais, tabagismo, multiparidade, baixa
de imunidade e deficiéncias metabolicas de nutrientes (enzimas, proteinas, imunoglobulinas,
vitaminas); falta de avaliacdo clinico-laboratorial e assiduidade ao exame preventivo, além da
auséncia de vacinacdo no periodo de 14 a 26 anos ®%- Estes sdo fatores sociodemograficos

que favorecem o desenvolvimento do cancer cervical.
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Varios paises incluem no programa de screening populacional de risco para o HPV de
alto risco os subtipos 16 el8 com infeccdo persistente, por se encontrarem forte e
frequentemente vinculados as alteragBes epiteliais escamosas e estarem diretamente

associados ao cancer cervical. ©®
35 PRECURSORES DE LESAO ALTO GRAU

Todos os HPVs — sigla, em inglés, para papiloma virus humano (human papilloma
virus) — partilham uma estrutura genética comum que € distinta da familia Papilomaviridae.
®7) Até o momento, cerca de 200 tipos de papiloma virus foram identificados e agrupados em
diferentes géneros (Alpha-, Nu-/Mu-, Beta- e Gamma-papillomavirus), de acordo com sua
estrutura gendmica e tropismo- 38 O género Alpha inclui os gendétipos que foram descritos
como os principais causadores de cancer, enquanto as infeccdes pelos tipos virais pertencentes
ao grupo Beta sdo geralmente assintomaticas, exceto em casos de imunossupressao, 0s quais
podem aumentar a predisposic&o ao cancer. ©® A classificacdo em tipos e subtipos e variantes
de um mesmo tipo depende da semelhanca na sequéncia dos nucleotideos. Isto foi possivel
gracas ao desenvolvimento das técnicas de hibridizagdo molecular %

Quando existe menos do que 50% de semelhanca com outros membros, define-se um
novo tipo e se atribui um nimero na ordem de descoberta. Se a semelhanca é maior do que
50%,caracteriza-se um subtipo, e se for proxima de 100%, considera-se uma variante do
mesmo tipo. Logo, os papilomas virus sio genotipados e ndo sorotipados. %4V

Os HPVs sdo virus que infectam epitélios e mucosas de grande parte dos
vertebrados superiores (incluindo humanos) e induzem de maneira especifica a proliferacédo
celular. O DNA de seu genoma mede de 6,8 a 8,4 kb e codifica entre 8 e 10 ORFs (quadros de
leitura aberta)“V

A ORF pode ser dividida em trés partes funcionais: a regido precoce (E), que
codifica as proteinas (E1-E7) necessarias para a replicacdo viral; o tardio (L), regido que
codifica as proteinas estruturais (L1-L2) necessarias para a montagem do virion; e em grande
parte, a regido de controle longo (LCR), para ndo codificacdo, que contém elementos
necessarios para a replicacéo e transcricdo do DNA viral. (4%

A replicacdo é o processo de duplicacdo de uma molécula de DNA de dupla cadeia
(nhélice) que deve acontecer antesda divisdo celular.A replicagdo também pode ser

reproduzida em laboratério por meio de um ensaio conhecido como PCR. ¢%
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Os mecanismos de verificacdo de erros, em nivel celular, permitem que a replicacao
do DNA seja praticamente perfeita. As proteinas E6 e E7 tém como alvo um nimero de
reguladores do ciclo celular, principalmente p105Rb e p53, respectivamente. ¢

Durante o ciclo viral, as proteinas E6 e E7 facilitam a manutencdo estavel dos
epissomas virais e estimulam a diferenciacdo de células para reentrar na fase S (interfase) do
ciclo celular. As proteinas L1 e L2 se reunem em capsdmeros, que formam capsideos
icosaédricos em torno do genoma viral durante a geracdo da progénie de virions. A particula
viral do virus consiste em um capsideo icosaédrico formado por 72 capsémeros ndo
envelopados, medindo de 52 a 55 nm. Seu DNA possui 7.900 pares de bases e seu peso
molecular é de 5,2 x 106 DA. @

A replicacdo e a montagem dos virions (particula viral completa, infecciosa) ocorrem
no nucleo celular. Alguns papilomas virus sdo oncogénicos, como o virus do papiloma virus
humano (HPV). Ele integra ogrupo |dosistema de Classificacio de Baltimore. A
Classificacdo de Baltimore € um sistema de classificacdo viral desenvolvido pelo bidlogo
americano David Baltimore. Ela é baseada na sintese viral de RNA mensageiro. O sistema
agrupa os virus em sete classes, dependendo do seu genoma (DNA, RNA, cadeia dupla,
cadeia simples) e de sua replicacdo de DNA" (19

A compreensdo da biologia da infeccdo pelo papiloma virus humano foi
prejudicada pela falta de sistemas de cultura de tecidos para propagar os virus, de modelos
animais para HPV e pelas dificuldades de se encontrar modelos animais de infecgdo natural.
(40)

O cancer de colo é uma parte do aparelho reprodutor feminino, situado no abdome
inferior, localizando-se na parte de tras da bexiga e na frente do reto. O cancer de colo divide-
se em corpo e colo, que é a porcdo inferior do cancer de colo localizada no interior do canal
vaginal “? O colo do cancer de colo tem uma parte interna, a qual forma o canal cervical ou
endocérvice. Ele é coberto por apenas uma camada de células cilindricas produtoras de muco
— epitélio colunar simples. A parte externa, chamada de ectocérvice, fica ligada diretamente
a vagina. “? No meio dos dois epitélios, fica a juncio escamo colunar (JEC), representada por
uma linha que pode estar tanto na ecto como na endocérvice, a depender da situagdo hormonal
gue a mulher apresente. Quando a mulher estd na fase de infancia ou no periodo pds-
menopausa, normalmente a JEC fica no interior do canal cervical. J& no periodo da menacme,
fase reprodutiva da mulher, a JEC costuma ficar no nivel do orificio externo ou para fora dele

— ectopia ou eversdo.?
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O epitelio colunar tem contato direto com um ambiente vaginal acido, hostil a tais
células. Dessa forma, as células subcilindricas, de reserva, bipotenciais, por metaplasia,
tornam-se células mais bem adaptadas (escamosas), originando um novo epitélio, que se
encontra entre os epitélios originais, denominado de terceira mucosa ou zona de
transformacdo. “? A JEC (zona de transformacdo do colo do cancer de colo) é susceptivel &
carcinogenicidade do HPV. 397

A medida que uma célula sofre transformacdo em virtude da mutagio genética do
DNA no processo do ciclo celular, a célula divide-se desordenadamente e produz novas
células anormais®” Quando ocorrem falhas nos sistemas de reparo e imunolégico na tarefa de
destruir e controlar essas células anormais, as novas celulas vao se tornando cada vez mais
diferenciadas, o0 que desencadeia a formacéo de células cancerosas. As células possuem uma
fase em que se multiplicam, crescem, diferenciam-se e morrem, cumprindo um controle
genético e um sistema complexo de sinais bioquimicos. “¥

Esse controle genético € desempenhado por duas classes de genes especificos: 0s
proto-oncogenes e 0s genes supressores de tumor. Os genes sdo segmentos do DNA (&cido
desoxirribonucléico, o reservatorio das moléculas de informagdo genética) que controlam as
funcBes normais das células.+94%%

Existem genes supressores tumorais, que sdo moléculas de superficie celular; genes
que regulam a apoptose; genes que regulam o reparo do DNA, moléculas que regulam a
transducéo de sinal e moléculas que regulam transcri¢do nuclear (entram aqui dois genes mais
importantes; o gene Rb e 0 gene P53, que sdo proteinas responsaveis pelo fendtipo maligno
cervical(%+9:%)

Alguns tipos de HPV codificam proteinas E6 e E7 que degradam o produto do gene
p53. O virus HPV subtipo 16 eleva bastante a frequéncia do cancer cervical e a presenca das
proteinas E6 e E7, o que eleva o valor preditivo positivo na progressdo da doenga, como

podemos constatar na Figura 1.
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Figura 1 — Representacdo esquematica do genoma do HPV- 16 L (Late) — genes que se
expressam tardiamente no ciclo vital do virus. E (Early) — genes que se expressam
precocemente no ciclo vital do virus. LCR (Long Controll Region) — gene que fica entre o
final da L1 e o inicio de E6
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Fonte: Adaptado de Bringhenti et al.“®

3.6 ESTRUTURA DO GENOMA DO HPV-16 E DAS PROTEINAS VIRAIS

Os genes L codificam proteinas do capsideo viral e os genes E codificam proteinas

com funcdes reguladoras da atividade celular. “©
Outra maneira de se classificar um novo tipo é mediante a sequéncia dos

nucleotideos dos genes E6, E7 e L1. Quando ha uma diferenca maior do que 10% em relacédo
a0s outros ja conhecidos, identifica-se um novo tipo. 7

Além disso, o virus do HPV pode ser classificado em dois grupos: o de alto risco
ocongénico (16 e 18, principalmente) e o de baixo risco (6 e 11, em especial), segundo sua
relagdo com a génese do cancer ano-genital, “” ou de baixo risco (6, 11, 42, 43 e 44), risco
intermediario (31, 33, 35, 51, 52 e 58) e alto risco (16 e 18). “¥

Os genes E1 e E2 s&o responsaveis pela replicacdo do DNA viral e pelo controle da
transcrigdo dos demais genes, além de estarem envolvidos na proliferacdo viral. A proteina
E1, juntamente com a E2, forma um complexo que se liga a regido LCR, direcionando fatores

de transcricdo do hospedeiro e favorecendo a replicagéo viral. E2, por sua vez, participa da
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regulacao da transcricdo do DNA viral, ativando ou inibindo. E1 e E2 sdo essenciais para a
estabilizacdo do DNA viral e exercem papel importante na regulacdo da expressao das

proteinas E6 e E7, favorecendo a manutencéo da forma epissomal- %

O gene E4 codifica uma proteina associada a maturagdo e a montagem viral. E4 se
associa a ceratinas do citoesqueleto da célula hospedeira, abrindo uma ampla cavitagdo em
torno do nucleo, conhecida morfologicamente como coilécito. “® A abertura desse espaco
favorece a montagem dos virions e € a marca microscopica da infeccdo por HPV. A regido de
E5 codifica uma proteina hidrofdbica, que se associa as membranas do complexo de Golgi, do
reticulo endoplasmatico, e tem como destino final a membrana citoplasmatica das células do
hospedeiro® A proteina E5 é produzida logo no inicio da infeccdo e atua estimulando o
crescimento celular por meio de interacbes com vérias outras proteinas transmembranosas,
como os receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR), do fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), entre outros. ® A presenca de E5 parece estimular o EGFR
na presenca de seu ligante ®2 Age conjuntamente com a proteina E7, exercendo, entio,
funcdo sinérgica com o fator de crescimento epidérmico (EGF), além de estimular a
proliferacdo celular e impedir a apoptose ®® Para a sua replicagdo, o HPV precisa da DNA
polimerase e dos fatores de transcricdo, que sdo abundantemente produzidos pelas células do
epitélio escamoso estratificado do hospedeiro durante a divisdo celular. Essa producdo é
cessada & medida que as células escamosas comegam a amadurecer e se diferenciar ® Esse
problema é resolvido pela atuacdo dos genes E6 e E7, os quais codificam proteinas que
podem viabilizar a manutencdo da maquinaria de replicacao celular, levando a erros durante a
duplicacdo do DNA e cooperando para a imortalizacdo celular ®® A proteina E6
complementa o papel desempenhado por E7, evitando a inducdo de apoptose em resposta a
proliferacéo celular mediada por E7. 47

Essa oncoproteina liga-se a proteina p53, uma proteina supressora de tumor, que
regula a expressao das proteinas responsaveis pelo controle do ciclo celular, causando sua
degradacdo proteolitica via ubiquitinacdo. A ligacdo da proteina E6 anula as propriedades de
p53 e interrompe sua habilidade de corrigir erros de duplicacéo, de bloguear o ciclo celular e
de induzir a apoptose “®

As proteinas E6 e E7 sdo as condutoras do papel carcinogénico por meio de varios
mecanismos, principalmente a inibicdo dos supressores de tumores, como a proteina p53 e a
proteina do retinoblastoma (pRB) .“®) A E7 promove a instabilidade gendmica e o acimulo de

anormalidades cromossémicas®>® Essas atividades criam um ambiente propicio para a
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transformacdo das células epiteliais. ®® E7 liga-se & pRb em seu sitio de ligagdo a fatores de
transcricdo®® Esta interacdo leva a liberagdo do fator de transcricio E2F do complexo
repressor transcricional, desencadeando a proliferacdo celular descontrolada e a destruicéo de
PRb via ubiquitinacdo®® As funcdes de E6 incluem ativagdo da telomerase e desregulacio
das vias envolvidas na resposta do sistema imune, da diferenciacéo epitelial e da proliferacao

celular ®>%)
3.7 CICLOBIOLOGICO DO HPV

Por meio de pequenos traumas que podem ocorrer na barreira epitelial, os virus
infectam as células da camada basal, inicialmente; apds infec¢do, 0 HPV é mantido em baixo
namero de copias, ficando a replicacdo viral dependente da replicagdo celular. Esse periodo é
conhecido como fase latente'

Estudos relatam que o baixo numero de cépias virais (10-200 copias por célula) nas
células basais favorece a manutencdo da forma epissomal e colabora para a estabilidade
gendmica, além de dificultar a identificacdo da célula infectada pelo sistema de defesa do

hospedeiro. ¢7%:%)

Existem evidéncias de que o processo de integracdo do genoma do HPV ao do
hospedeiro é gradativo, podendo ocorrer em qualquer fase do processo infeccioso, presente

em células normais e até tumorais. “"%9

Sabe-se também que a integracdo viral contribui significativamente para o processo
carcinogénico, na medida em que atua basicamente de duas formas. Primeiramente, com a
linearizagdo do genoma viral, os genes E1 ou E2 s&o danificados e todo o mecanismo de
regulacdo da replicacdo e transcricdo viral pode ser perdido. ® A proteina E2 atua como o
principal inibidor da expressdo de E6 e E7 e, como conseqiiéncia, estas proteinas aumentam
significativamente em nimero, acelerando o processo de transformacéao celular,por outro lado,
segundo Doorbar et al. (2012°°? estudos mostram ser importante também para a
carcinogénese o local onde o virus se integra, podendo haver ativagao de genes oncogénicos e
inativacdo de supressores de tumor, ndo so pelo processo de integragdo em si, mas também
pelas metilagBes que irdo ocorrer nas regides flanqueadoras' V' A forma mista, portanto, é
uma condicdo considerada intermediaria entre a epissomal, encontrada em lesdes mais

simples, e a integrada, frequente em lesdes mais graves e cancerosas. ©?
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Estudiosos investigaram a expressdo concomitante de genes pelas formas virais
epissomais e integradas, algo semelhante a infeccdo mista. Plasmideos expressando E1 e E2
foram usados para transfectar células SiHa e Hela, as quais contém, respectivamente, 0s
genomas integrados dos HPV 16 e 18 “” Os experimentos demonstraram que 0 genoma do
HPV integrado permanece ativo e disponivel a replicacdo e transcricdo, e € controlado pelas
proteinas E1 e E2, as quais sdo produzidas pela forma epissomal. O material genético
integrado, assim duplicado, conterd o genoma do HPV integrado, assim como as regides
flanqueadoras, pertencentes ao genoma do hospedeiro, gerando um intermediario replicativo,
ainda ligado ao genoma da célula hospedeira: @ Esse genoma amplificado serd novamente
integrado ao genoma do hospedeiro, 0 que aumenta assim 0 numero de cépias virais e
intensifica o processo de integracdo. Os autores chamaram esse mecanismo de formagdo “de
novo”. O aumento do numero de cépias do HPV integrado promove um aumento da
guantidade das proteinas E6 e E7 disponiveis, aumentando mais ainda a instabilidade
gendmica. ®*%) A atuacdo das proteinas oncogénicas, em conjunto com a ocorréncia de Varios
eventos de integrag¢do viral “de novo”, promovem ganhos e perdas de funcdo de genes do

hospedeiro e favorecem o processo de carcinogénese. ©°

Infeccdes causadas por tipos diferentes de HPV ou uma reinfeccdo pelo mesmo tipo
viral podem mimetizar o que ocorre na forma mista da infeccdo, contribuindo também para

aumentar o estado de instabilidade gendmica celular ©+%)

Com a integracdo total das formas epissomais, a replicacdo viral fica limitada a
multiplicacdo celular, estabelecendo um ciclo produtivo incompleto (ciclo abortivo) em que

particulas virais ndo chegam a ser formadas ©2"

O tempo de duracdo da fase latente pode variar de individuo para individuo. Ainda
ndo se sabe o motivo, mas se acredita que, devido a alguma fragilidade imunolégica, 0 HPV
sai do estado de laténcia e, sob a forma epissomal, entra em estado replicativo, agora de forma

independente da divisdo celular. Da-se, entdo, inicio a fase proliferativa da infecgdo. %)

Durante a proliferacdo viral, primeiramente ocorre um aumento da expressao dos
genes E1 e E2, seguido do aumento na expressdo de E5, E6 e E7; E4 é o ultimo gene precoce
a ser expresso ja em células maduras, formando assim os coilocitos. Os ultimos genes do
HPV a serem expressos sdao L1 e L2. Estas proteinas se organizam dentro do coildcito,

formando o capsideo e dando origem a uma nova particula viral (virion), a qual sera liberada
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na superficie epitelial. O aumento na expressdo de E1 e E2 é necessario para a elevacdo do

niimero de copias virais. “4°4%)

A replicacdo muito intensa do DNA viral proporciona niveis elevados de E1 e o
aparecimento de formas aberrantes por erros na duplicacdo e na transcrigdo, 0 que ameaca a

estabilidade do genoma viral; este, inclusive, é um possivel gatilho para a sua integragao.

Os HPVs de alto risco s&o mais eficientes na transformacédo celular e na manutencéo
do estado proliferativo.®? Uma explicacdo para esse fendmeno deve-se & atividade das
oncoproteinas E6 e E7, que, apesar de estarem presentes também nos HPVs de baixo risco,
tém seu papel limitado para desencadear o desenvolvimento de lesbes pré-neoplésicas e
cancer por esses tipos virais.®®"

Existem algumas estratégias utilizadas pelos HPVs de alto risco para evitar que sejam
detectados pelo sistema imune do hospedeiro; uma delas é manter um perfil muito baixo de
copias virais. ¢*%)

A retencdo intracelular dos antigenos virais também pode comprometer a detec¢do do
virus pelo sistema imune ©°

Além disso, o HPV possui mecanismos que limitam a apresentacdo de epitopos nas
camadas mais baixas do epitélio ®®, e estes sdo fatores importantes para a persisténcia viral e
progressao das doengas neoplasicas.

A integracdo do HPV ao genoma humano também tem sido associada & manutengao
da infeccdo persistente, que € considerada o principal fator para o desenvolvimento do cancer
cervical. ©®

Devido ao fato das ISTs pelos HPVs comumente ndo apresentarem nenhum sintoma,
as pessoas ndo tém como saber se sdo ou ndo portadoras do virus. ©”

A maioria das mulheres descobre que tem HPV por intermédio de um resultado
anormal do exame citoldgico cervical por esfregaco (Papanicolau), exame que ajuda a
detectar células anormais no revestimento do colo do cancer de colo, que podem ser tratadas
antes de se tornarem malignas. O cancer de colo é um dos mais faceis de serem prevenidos,
por isso é tdo importante fazer a prevencdo regularmente, estratégia globalmente adotada para
o rastreamento das lesdes pré-invasivas por meio do Papanicolau’ ¢

Nos paises em desenvolvimento, o impacto da introducdo e da ampliagdo do

rastreamento como politica de saude foi menor do que o observado nos paises desenvolvidos,
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em funcdo da organizacdo deficiente, das baixas coberturas e da falta de garantia da
qualidade. "

No pequeno numero de casos em que a infeccdo persiste, pode ocorrer o
desenvolvimento de lesGes precursoras que, se ndo forem identificadas e tratadas, podem
progredir para o cancer, principalmente no colo do cancer de colo, mas também na vagina, na
vulva, no anus, pénis, orofaringe e boca. ©”

Porém, essa infec¢do pode aparecer em qualquer parte do nosso corpo, basta haver o
contato do virus com a pele ou mucosa com alguma lesdo, ou seja, pele e mucosas nao
integras. ManifestacOes extragenitais mais frequentes, tanto benignas quanto malignas, sao
observadas na cavidade oral e no trato aero digestivo.

Uma lesdo particularmente agressiva pode ocorrer em criangas ou adolescentes
contaminados no momento do parto, que podem desenvolver lesdes verrucosas nas cordas
vocais e laringe (Papilomatose Respiratdria Recorrente), casos em que S30 necessarios
inimeros tratamentos cirdrgicos ©®

No diagnostico da infec¢do por HPV, nenhuma metodologia é soberana; leva- se em
conta os dados da histéria, exame fisico e exames complementares com a pesquisa direta do
virus ou indireta pela observacdo das alteracGes provocadas pela infec¢do nas células e no

tecido. ©®

3.8 METODOS DE DIAGNOSTICO DO HPV

Papanicolau

Em 1934, George Papanicolau desenvolveu um exame chamado Papanicolau,
que permitiu o diagnostico do cancer de colo de Gtero por meio de analises de esfregaco
cervical, na medida em que tornou possivel a deteccdo da presenca de células anormais na
mucosa cervical' ®® O Papanicolau, exame ginecolégico também denominado citologia
cérvico-vaginal oncotica ou exame preventivo, detecta as alteracbes que o HPV pode causar
nas células e um possivel cancer, mas ndo é capaz de diagnosticar a presenca do virus. No
entanto, é considerado o melhor método para detectar cancer de colo, suas lesdes precursoras
e, inclusive a presenca de varias doencas sexualmente transmissiveis (DSTs), tais como:
gonorréia, clamidia, Trichomonas, e principalmente o condiloma, lesdo clinica verrucosa

também causada pelo virus HPV, chamada popularmente de crista de galo ®©.
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O Papanicolau ¢é feito mediante a coleta de material citologico extraido do colo do
cancer de colo por meio da introducdo de um especulo vaginal com a utilizacdo de uma
espatula de madeira e de uma escovinha endocervical, ocasido em que é feita a escamacao ou
esfoliacdo da superficie externa e interna do colo. ©®

Esse exame € indicado na rotina de screening ou rastreamento para o cancer cervical ou
genital de lesdo HPV induzida, visando ao diagndstico de neoplasia intraepitelial ou cancer
invasor associado’ *® Quando essas alteraces que antecedem o cancer sdo identificadas e
tratadas precocemente, é possivel prevenir 100% dos casos’ ®® O exame deve ser feito,
preferencialmente, nas mulheres entre 25 a 64 anos, que tém ou ja tiveram atividade sexual.
Os dois primeiros exames devem ser feitos com intervalo de 1 ano, e se os resultados forem
normais, 0 exame passara a ser realizado a cada 3 anos, conforme a Federagdo Brasileira das

Sociedades de Ginecologia e Obstetricia .“*?
Colposcopia

A colposcopia é um procedimento realizado para examinar a vagina, a vulva e o colo
do tero.

Recebe esse nome porque ¢ feita com um aparelho chamado colposcépio, semelhante
a um microscopio, através do qual o médico realizador consegue observar pequenas lesfes ou
anormalidades pela ampliagéo e iluminacdo dessas estruturas. 35)

A colposcopia € muito parecida com exame ginecoldgico comum. Para realizar o
exame, também é utilizado um espéculo vaginal, material de plastico ou de metal introduzido
ha vagina com o objetivo de manté-la aberta durante o processo’ > No decurso do exame, o
médico mantém o colo do cancer de colo aberto e aplica uma solucédo de 3% a 5% de &cido
acetico e lugol (teste de Schiller), que consiste na aplicacdo de solucédo citada e observacao
imediata a olho nu para verificar a existéncia de areas iodo negativo’ “®)

O teste de Schiller € um exame de diagndstico que consiste na aplicacdo de uma
solugdo com iodo, o lugol, na regido interna da vagina e no colo do cancer de colo' “® Ele ¢
indicado para mulheres sexualmente ativas e € solicitado pelo ginecologista quando ha
suspeita de alguma doenca ginecologica, como HPV, sifilis, inflamagdo wvaginal, por
exemplo®” Caso sejam identificadas alteracGes, 0 médico pode coletar uma pequena amostra
da regido e enviar para bidpsia em um laboratério. Oteste de Schilleré

considerado positivo quando uma &rea do colo uterino ndo fica corada com o iodo (lugol),
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sugerindo a presenca de células atipicas; € negativo quando todo o cérvix uterino fica corado
de marrom, evidenciando a presenca de tecido rico em glicogénio e, portanto, a presenca de
células normais' ““” Além disso, esse teste pode ser utilizado para detectar com eficécia o
cancer de colo. “”

A Inspecdo Visual com Acido Acético (IVA) consiste na aplicacdo de solucdo de
4cido acético a 5% sobre o colo uterino' “® Em seguida, aguarda-se de 1 a 2 minutos e se faz
observacdo a olho nu do colo para verificar a existéncia ou ndo de éreas acetobrancas. “® A
avaliacdo do colo uterino com essa solugdo mostra-se eficaz para ajudar na identificagcdo de
lesGes precursoras do cancer cervical, na medida em que aumenta a sensibilidade da citologia
cérvico-vaginal “® Pode ainda ser de grande auxilio na triagem dos casos para a colposcopia
e bidpsia, mesmo em locais onde ndo hé condi¢des adequadas para a realizacdo da citologia.
®0 porém, a diferenca é que na colposcopia 0 médico tem uma visdo mais ampliada na
superficie dos tecidos capaz de ressaltar possiveis lesdes e o faz com um colposcopio a 30
centimetros de distancia: ®

A colposcopia ¢ feita ap6s observagdo a olho nu de uma mucosa anormal do colo do
cancer de colo ou na vagina: ®? O Papanicolau anormal requer uma anélise aprofundada do
colo do cancer de colo, com a realizacdo de bidpsias guiadas, acompanhamento do curso da
infeccdo por HPV, vigilancia apds o tratamento da displasia para detectar recorréncia:

As verrugas genitais encontradas no anus, no pénis, na vulva ou em qualquer area da
pele podem ser diagnosticadas pelos exames urolégico (pénis), ginecoldgico (vulva) e
dermatolégico (pele), enquanto o diagnostico subclinico das lesbes precursoras do cancer de
colo de utero, produzidas pelo papiloma virus, pode ser realizado pelo exame citopatoldgico
preventivo citado ®*

As lesdes subclinicas podem ser diagnosticadas por meio de exames laboratoriais
(citopatoldgico, histopatolégico e de biologia molecular) ou do uso de instrumentos com
poder de magnificacdo (lentes de aumento), apds a aplicacdo de reagentes quimicos para
contraste (colposcopia, peniscopia, anuscopia). ©°

E para distinguir a lesdo benigna da maligna sédo realizadas bidpsias e confirmacgéo
histopatolégica. ©©

Esse risco adicional da estratificagdo pode ser utilizado na formulacéo de decisdes no
exame de Papanicolaou anormal, que requer a confirmagdo do teste, colposcopia e bidpsia
para 0 monitoramento do alto custo do exame clinico, do tratamento e 0 aprimoramento da
vacina do HPV.®")
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Biopsia

E a retirada de um pequeno pedago do tecido para analise. A sua indicagdo baseia-se
no aspecto e na localizacdo' ©®® Se a atipia colposcépica for maior, a lesdo é plana e esta
localizada no colo uterino; fica claro que se deve biopsia-la para obter o correto diagndstico
histoldgico e, assim, dirigir a conduta ® Lesdes verrugosas, localizadas na vagina ou vulva,
que pelo aspecto levam ao diagnostico clinico de infecgdo viral, em geral ndo precisam ser
biopsiadas. %)

A realizacdo da bidpsia € indicada para a confirmacdo diagndstica dos casos alterados
na citologia, apds a avaliagdo colposcépica: ¢?

Exérese da zona de transformacdo (EZT) e conizagdo (excisfes tipo 1, 2 e 3) sdo
métodos excisionais para o tratamento das lesdes precursoras do cancer de colo de ttero.®?

A partir das Diretrizes brasileiras para o rastreamento do cancer do colo,“? esses
métodos passaram a ser denominados “excisdes dos tipos 1, 2 ou 3”, conforme a profundidade
do tecido e a apresentacdo da zona de transformacdo, definidos na Nomenclatura
colposcépica da International Federation of Colposcopy and Cervical Pathology — Federagéo
Internacional de Colposcopia e Patologia Cervical: “?

As mulheres ap6s tratamento da lesdo precursora, recomenda-se a realizacdo de dois
exames citopatoldgicos aos 6 e 12 meses depois do tratamento e exames anuais por mais 4
anos, a fim de completar 5 anos de seguimento, 0 que corresponde a 6 novos exames para

cada mulher submetida & EZT no periodo definido “?"

Técnicas de Biologia Molecular

O diagnéstico do HPV ¢é atualmente realizado por meio de exames de biologia
molecular que mostram a presenca do DNA do virus' ©® Entretanto, néo é indicado procurar
diagnosticar a presenca do HPV, mas sim quando ha algum tipo de lesdo clinica ou subclinica.

O diagnostico das verrugas ano-genitais pode ser feito em homens e em mulheres por
meio do exame clinico. ¥ Dentre esses métodos, os quais sio classificados de acordo com
sua sensibilidade, destacam-se: a hibridizacdo molecular, que possui boa sensibilidade; a
hibridizacdo in situ, considerado de baixa sensibilidade; southern blot e dot blot, de
sensibilidade intermediaria; a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e captura hibrida, de alta

sensibilidade’ ®®- A sensibilidade e especificidade das diversas técnicas de deteccdo do HPV
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disponiveis variam amplamente’ © A hibridizacdo in situ (ISH) é considerada de baixa
sensibilidade, uma vez que apenas detecta o virus quando presente em mais de 10 coOpias do
DNA viral por célula. Os métodos southern blot, dot blot e hibridizagdo dot reversa s&o
considerados de moderada sensibilidade pelo fato de s6 detectarem o virus quando de 1 a 10
copias do DNA viral estiverem presentes®® O PCR, por outro lado, é considerado de alta
sensibilidade, porque detectar o virus quando menos de uma copia do DNA viral estiver

presente ©¢*:
Hibridizacdo molecular

Método considerado como padréo de analise do genoma do HPV, requer fragmentos de
DNA de comprimento total, além de informagdes adicionais importantes, como integracdo
viral e subtipagem, o que, porém, constitui procedimentos que consomem muito tempo e
dinheiro. Além disso, quando se aumenta muito a sensibilidade, principalmente na analise de
lesbes de baixo grau, pode haver reacdo cruzada, diminuindo a acuréacia do método, devido a
grande reacdo cruzada entre as sondas

Os métodos de biologia molecular possuem boa sensibilidade e identificam
principalmente os casos de infeccdo latente por HPV presente em 30% das mulheres
sexualmente ativas *® O uso da tecnologia de hibridizacio molecular serve para o
reconhecimento da presenca do HPV oncogénico, o0 que pode reduzir consideravelmente o

niimero de citologias falso-negativas. /”

Hibridizac&o in situ

Método de hibridizacdo que demonstra o DNA viral na célula, uma vez que fornece a
oportunidade de avaliacdo do tecido ou esfregaco celular, ao mesmo tempo em que se avalia a
presenca ou ndo do virus “? Ocorre a hibridizacdo (ligacdo) de uma sonda especifica
(sequéncia curta de DNA) para um tipo de HPV, por exemplo, tipo 16, e a partir dai se faz
uma lamina com a amostra previamente preparada com tampdes especificos. Por meio de uma
reacdo de peroxidase, é possivel a visualizagdo de pontos amarronzados no nucleo celular,
indicando a presenca do HPV. 2

Esse método € menos sensivel do que a captura hibrida e a biologia molecular.

Quando se aumenta muito essa sensibilidade, principalmente na analise de lesdes de baixo
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grau, pode haver reacdo cruzada, o que diminui a acuracia do método, devido a grande reacao
cruzada entre as sondas (tipos 6,11, 16, 18, 31 e 33) e outros tipos ndo relacionados nas
sondas (39, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 56, 58 e 66).

Uma analise do tipo viral por PCR deve ser realizada para confirmagdo. * Estudos
realizados com essa técnica sugerem que a genotipagem do HPV presente no trato genital

poderia ser um importante indicador progndstico para o carcinoma de colo uterino. ¢

Hibridizagéo southern blot

A hibridizacdo southern blot é considerada como padrdo de analise do genoma do
HPV e requer fragmentos de DNA de comprimento total, além de informagdes adicionais
importantes, como integracdo viral e subtipagem. Porém, estes sdo procedimentos que

consomem muito tempo e dinheiro. ¢

Dot blot

Apds extracdo do DNA, aplica-se este em gotas sobre o filtro de nitrocelulose, onde
sdo observados sinais tipicos de hibridizacdo ap6s autorradiografia. Esse teste possibilita o
exame de um grande niimero de amostras ¢4

A confirmacdo da infeccdo pelo HPV pode ser feita por exames laboratoriais de
diagndstico molecular como os testes de captura hibrida e PCR* @ Tem sido utilizado
principalmente em pesquisas, especialmente como padrdo ouro para comprovar ou nao a
existéncia do DNA do HPV.

Atualmente existem varias modificacbes da técnica de PCR convencional; as
principais sdo a PCR em tempo real (real time PCR) ou Q-PCR (PCR gquantitativa); RT-PCR
(reverse transcriptase PCR), para amplificar amostras de RNA; multiplex PCR, que pode ser
aplicada para amplificagdo de varios loci em uma Unica reacdo; e a n PCR, que, com o
objetivo de aumentar a especificidade em 80% no processo da amplificacdo do DNA,
constitui uma variagdo da técnica de PCR, e é conhecida como nested PCR (n PCR). Nesta
técnica, o produto da amplificacdo da primeira PCR é utilizado como molde para a segunda,
gerando um produto menor no final das duas etapas. A vantagem da técnica nested PCR (n

PCR) é que o DNA da segunda PCR estd em concentraces altissimas e 0s primers tém
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menos chances de anelamento em sequéncias inespecificas, devido a redu¢do do tamanho do
molde. 44

Método PCR-RFLP

A PCR-RFLP (restriction fragment lenght polymorphism) usa enzimas de restricao
para a genotipagem viral. Na PCR-RFLP, o DNA ¢ amplificado por uma PCR convencional,
seguida de um processo de acdo enzimética que é capaz de reconhecer sitios de restricao
especificos e clivados (cada individuo possui alteragdes ao longo do seu material genético).

Ao clivar as moléculas, as endonucleases formam fragmentos com diferentes pesos
moleculares e, com o auxilio de sondas hibridizadoras, a deteccdo das variagcGes génicas do
organismo em estudo pode ser realizada. Essa técnica, quando utilizada juntamente com a
convencional, possibilita detectar 40 tipos de HPV; é financeiramente vantajosa '%"
Atualmente existem tecnologias que permitem detectar e quantificar os transcritos dos
oncogenes virais E6 e E7; sdo estratégias atuais que visam avaliar a atividade oncogénica

viral e aumentar a acurécia do método.

A pesquisa dos transcritos E6 e E7 de HPV de alto risco aumenta a especificidade e
sensibilidade dos testes usados na triagem (citologia e deteccdo de DNA do HPV), indicando
as leses com maior chance de progressdo do cancer ®¥ Ela est4 intimamente relacionada a
presenca de lesdes pré-cancerosas de alto grau em mulheres com resultado de citologia
anormal. As oncoproteinas E6/E7 sdo, portanto, marcadores precoces de cancer ¢

Kary Mullis recebeu um prémio por sua invengdo da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e Smith desenvolveu um procedimento conhecido como mutagénese sitio dirigidae o
aplicou ao estudo de proteinas. O avanco nessa técnica de Smith seria a PCR-RFLP
(Restriction fragment lenght polymorphism), ou seja, a identificacdo de polimorfismos de
nucleotideos (modificacdo genética). Inclusive ela pode ser feita por analise da curva de
dissociacdo ou curva de melting (HRM — high resolution melting), cuja analise é obtida do
produto amplificado de DNA e RNA (amplicon) que é realizada automaticamente apds a
termociclagem por PCR em tempo real, para deteccdo de mutacbes na sequéncia alvo @ A
partir dai foram desenvolvidas variagdes da técnica que tém permitido avangos consideraveis
na biologia molecular e particularmente na deteccéo do HPV- (¥ A grande difusdo da PCR
somente foi possivel apos a identificagdo de uma enzima polimerase de DNA resistente ao
calor (Taq — Thermophilis aquatica) em 1986, pois a mesma suporta temperaturas acima de

100°C, onde nos experimento iniciais de PCR, utilizou-se a enzima de DNA polimerase de E.
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Coli, cuja temperatura de polimerizagdo é de 37°C* % Ela era adicionada manualmente a cada
ciclo de amplificagdo, mas era destruida toda vez que a temperatura era elevada em 95°C para

promover a desnaturacdo do DNA molde.“¥

PCR

E um teste de alta sensibilidade, utilizado, principalmente, em pesquisas para
comprovar a existéncia ou nio do DNA do HPV. ®Y A reacdo de PCR consiste na
amplificacdo do DNA viral (HPV) utilizando-se, como iniciadores (primers), sequéncias
conservadas da regido L do HPV. E nas amostras com DNA detectado, possibilita a
identificacdo do gendtipo do HPV por meio da amplificacdo de regides especificas para cada
um dos virus de alto ou baixo grau, geralmente sequéncias dos genes E6 e E7 dos subtipos de
HPV(45, 57, 2

A PCR-RT (Real Time) é uma técnica inovadora, capaz de promover a quantificacdo
acurada e o monitoramento em tempo real do produto amplificado, possui as mesmas trés
etapas da PCR convencional diferenciando pela quantificacdo de expressdo viral em tempo
real. Essa técnica possui a capacidade de detectar e quantificar a amplificacdo do produto a
medida que vai sendo sintetizado. Utiliza, alem dos primers, uma sonda marcada com um
fluorocromo. A sonda € complementar a uma regido interna do produto e € marcada com uma

substancia fluorogénica ©

E uma das técnicas mais utilizadas atualmente na deteccdo do HPV,devido a sua alta
sensibilidade permitindo o uso de uma pequena quantidade de material. A PCR possui alta
especificidade e alta sensibilidade, amplifica fragmentos especificos de DNA do virus, através
da desnaturagdo das fitas de DNA pelo aquecimento, anelamento de iniciadores
especificos,para as regides complementares, que consiste na separacdo das fitas do DNA-
molde em temperatura de aproximadamente 95°C.) Em seguida, com o DNA ja desnaturado,
0s primers, com suas sequéncias de base complementar a regido delimitada, liga-se a regido
de DNA que iré ser amplificada, ou seja, anela-se ao DNA-molde, esta etapa ocorre em baixa
temperatura; e extensdo das fitas de DNA, com atuacdo de uma enzima polimerase. Esse
processo gera milhdes de cdpias do molde, quando presente na amostra, e como controle
simultaneamente a PCR ¢ amplificado o segmento da regido B-globina, presente para verificar
a integridade do DNA. 9
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Essa técnica de PCR qualitativo in vitro, com posterior hibridizacdo de acidos
nucléicos para a deteccdo de 14 tipos de HPV de alto risco (HR) numa tnica analise. ©

O teste identifica especificamente os tipos HPV 16 e HPV 18 enquanto detecta
simultaneamente os outros tipos de alto risco (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68);
por niveis de infeccdo clinicamente relevantes, faz parte do diagnostico de rotina do
Laboratorio Central da Bahia (LACEN/BA), possibilitando a realizacdo desse Inqueérito
Epidemioldgico.

Meétodo Microarray

O Microarray (microarranjos) também conhecido como biochip, é frequentemente
utilizado na andlise de expressdo génica e analise de genoma funcional.

Nesta técnica “Microarray” as seqiiéncias de sondas, ficam fixas em uma Iamina (in
vitro) de forma organizada e possuem a capacidade de se hibridizarem com a amostra, iSso
devido ao principio da complementaridade ou pela semelhanca na seqiiéncia. Na detec¢do do
HPV, o biochip tem a capacidade de determinar a presenca de 24 tipos de HPV; destes, 9 séo

considerados de baixo risco oncogénico e 15 de alto risco ©**
Captura Hibrida

E uma reacdo de amplificacdo de sinal e associa métodos de hibridizacdo molecular e
antigenos monoclonais’® A captura hidrica é uma técnica molecular bastante especifica que
fornece a tipagem viral por grupos, permitindo avaliar a carga viral. Utiliza-se 0 genoma viral
juntamente com sondas complementares e, em presenca de particulas virais, ocorre formacédo
de hibridos constituidos pelo DNA viral e sondas especificas "

Detecta com alta sensibilidade e especificidade o DNA/HPV em amostra de escovado
ou bidpsia do trato genital inferior, grupo baixo ou alto risco e a carga viral. %

Atualmente, o teste de captura hidrica Il € muito utilizado. Este utiliza sondas de &cido
ribonucleico (RNA) especificas para treze tipos de HPV de alto risco e cinco tipos de baixo
risco. O resultado do teste ndo especifica o tipo de HPV presente na amostra, ele s6 indica se

a amostra é positiva ou negativa, e se o virus é de alto ou baixo risco' ©?
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O teste de captura hidrica | (primeira geracdo) detecta HPV oncogénicos
(16,18,31,33,35,45,51,52 e 56) e captura hidrica Il (segunda geracdo) detecta quatro tipos de
virus adicionais (39,58,59 e 68). ©1

3.9 SINERGISMO DO HPV

Alguns autores demonstraram que, em comparagao com as soronegativas, as mulheres
HIV soropositivas sdo, aproximadamente, quatro vezes mais propensas a serem infectadas
pelo HPV e cinco vezes mais a desenvolver NIC, além de lesGes em multiplos sitios, como

vagina, vulva e regido perianal ¢ 86970

Na Bahia, em 1999, em estudo para avaliar o perfil de les6es do trato genital inferior
em 110 mulheres infectadas pelo HIV, encontrou-se alteracdo citoldgica em 39,5% das
pacientes avaliadas, sendo 31,4% lesdes intra epiteliais de baixo grau e 8,1% de alto grau. A
associagdo do CD4 <200 céls/mm3 e a presenca de alteracBes foram significativas (p<0,02),

demonstrando a imunossupressdo como fator de risco para a presenca de lesges

Sabemos através dos estudos, da importancia para a carcinogénese o local onde o virus
se integra, podendo haver ativacdo de genes oncogénicos e inativacdo de tumores supressores,
ndo s6 pelo processo de integracdo em si, mas também pelas metilagcGes que irdo ocorrer nas
regides flanqueadoras demonstrando fortes evidéncias da potencializacdo da infeccdo pelo
HPV, quando essas ocorrem , em mulheres HIV positivas. “©

Em um estudo, 19 (58%) de 33 lesbes de colo uterino do grupo A correspondiam a
NIC, o que demonstra frequéncia média maior do que a da literatura. Também observou-se
que a maioria das 55 (73%) lesbes do grupo A tinham o diagndstico de CoA/HPV no exame
histopatoldgico, quando comparadas as 32 (54%) lesdes do grupo B.

O virus Epstein-Barr (EBV) pertence ao grupo dos herpesvirus e infecta os linfocitos
B e células epiteliais da orofaringe. " O EBV infecta epitélio da pele e mucosas e esta
associado a tumores malignos. *"?

A antiproteina latente de membrana 1 (LMP1) é um gene associado a fase de laténcia
do EBV, é oncogénica e pode ser detectada por imuno-histoquimica (IHQ), com marcacgao
citoplasmatica ou raramente de membrana "+
A descoberta do EBV em secrecdo vaginal, uretral e de sémen indicou a possibilidade

de uma transmissdo sexual do virus e um possivel sinergismo na etiologia do carcinoma
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genital. ® Alguns estudos relatam o achado de infeccGes mdltiplas na regido genital, como
aquelas causadas por Papiloma virus humano EBV, herpes simples e citomegalovirus >7®

Em um estudo, autores que investigaram a presenca do EBV na regido ano genital
feminina, utilizaram a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e/ou ISH.
Sasagawa et al.®? foram os Gnicos que, ao investigar o EBV, usaram as trés técnicas (PCR,
ISH e IHQ [LMPL1]), identificando 45%, 35% e 50%, respectivamente, nas lesdes de NIC-I1I
estudadas. ¢

Vaérios estudos sugerem que maltiplas infeccbes com HPVs de alto risco, conferem ao
condiloma acuminado um risco potencial para o desenvolvimento de tumores malignos' ®

HPV de baixo risco oncogénico apresentam menor relevancia clinica, por estarem
frequentemente associados a lesbes mais resolutivas, benignas, assintomaticas, menos graves,
podendo manifestar neoplasias intraepiteliais de baixo grau, raramente evoluindo para lesfes
malignas; podem surgir alguns casos em pacientes imunossuprimidos e em algumas lesdes
exofiticas e benignas denominadas condilomas acuminados, ou verrugas genitais, com
prevaléncia em HPV 6 e HPV 11, responsaveis por 90% dos condilomas acuminados, mais
frequentes nos homens. 7 %%

Em seu estudo realizado com homens de diversas nacionalidades detectou multiplas
infecGes dos HPV-16 e 18 e HPV-6 e 11 em 12,5% dos condilomas acuminados' ®

Apesar das lesbes provocadas por HPV de baixo risco serem consideradas pouco
relevantes na progressao para o cancer, existem fortes evidéncias de que pacientes com
condiloma acuminado apresentam maior chance de desenvolver tumores malignos, quando
comparados aos pacientes sem essa lesdo. €%

SupBe-se que a elevacdo do risco nesses pacientes deve-se a potencializacdo da agdo
carcinogénica dos HPV de alto risco presentes em multiplas infecces com HPV de baixo
risco, ou & presencga de uma deficiéncia imunoldgica prévia, ndo sendo o risco aumentado em
consequéncia da acdo direta desses tipos virais: 1% %

Ressalva-se que a presenca de HPV de baixo risco pode estar relacionada a
progressdo ao cancer, seja por agédo direta ou indireta (potencializando a agédo carcinogénica
dos HPVs de alto risco). Estudos em mulheres associam fortemente a presenca de altas cargas
virais a persisténcia de infec¢do e ao desenvolvimento e agravamento de lesdes, promovendo
um aumento na frequéncia da integracao viral. (84)

Segundo as Diretrizes brasileiras para o rastreamento do cancer do colo “?

recomenda-se encaminhar para investigacdo colposcopica todas as mulheres que apresentem
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exame citopatologico de rastreamento com resultado de células escamosas atipicas de
significado indeterminado, quando nédo se pode excluir lesdo intraepitelial de alto grau (ASC-
H), células glandulares atipicas de significado indeterminado (AGC), células atipicas de
origem indefinida (AOI), lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL), adenocarcinoma
in situ invasivo e carcinoma epidermoide. “?

Considerando a periodicidade do rastreamento de um exame citopatoldgico a cada trés
anos apds dois exames negativos anuais consecutivos, calcula-se que, a cada ano, deva ser
convocado 1/3 da populacéo-alvo, ou seja, 33,3% da populacdo feminina na faixa etéria de 25
a 64 anos. A repeticdo de exames citopatologicos € indicada na investigacdo da persisténcia
de LSIL e de ASC-US. 2

Também ¢ indicada para a avaliacdo dos casos apds investigacdo colposcopica
(resultados discordantes do citopatoldgico de rastreamento prévio), no acompanhamento pds-
concluséo diagnéstica e no seguimento pés-tratamento da leséo precursora: “?

Ainda de acordo com as diretrizes, mulheres com LSIL ou ASC-US no resultado do
exame de rastreamento devem repetir 0 exame citopatoldgico apds seis meses ou um ano, de
acordo com a faixa etaria: em um ano para mulheres de até 30 anos e em seis meses para
aquelas com mais de 30 anos “?

O exame citologico necessita de uma coleta com quantidade suficiente de células para seu
diagndstico, porém ainda que revelador das lesdes uterinas, esse exame nao permite que sejam
identificados os tipos de HPV. 9

E consenso que, pelas caracteristicas mencionadas, as mulheres infectadas pelo HIV

devem ser submetidas ao rastreio citolégico de forma mais frequente.

Diretrizes americanas recomendam a coleta anual da citologia apds duas citologias
semestrais normais e, em mulheres positivas para HIV com CD4 abaixo de 200 céelulas/mm3,

@) Também,

realizarem citologia e encaminhar para colposcopia a cada seis meses
considerando a maior frequéncia de lesdes mdltiplas, é recomendado cuidadoso exame da
vulva (incluindo regido perianal) e da vagina, destas mulheres ®” No caso da citologia,
mostrar inflamag&o acentuada ou alteragdes celulares escamosas reativas, realizar nova coleta

citolégica em trés meses, ap6és tratamento adequado. "
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um inquérito epidemioldgico descritivo seccional.
4.1.1 Critérios de inclusdo

Mulheres sem limite de idade que realizaram Papanicolau e colposcopia no
(CICAN/BA) com diagndsticos NICII e NIC 11, no periodo de 1° de mar¢o de 2018 a 1° de
setembro de 2019, que coletaram material para realizacdo do exame de biologia molecular
CoBAs 4800 HPV DNA PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase PCR / DNA HPV), no
LACEN/BA.
4.1.2 Critérios de excluséo

Amostra inadequada ou perda do material bioldgico do paciente.

4.1.3 Dados socio demogréficos

Foram obtidos secundariamente, a partir da ficha de investigacdo padrdo, alimentada
através dos prontuarios e do Banco de Dados do Lacen (Sistema GAL), pela pesquisadora

principal. Todos os dados estdo contidos no protocolo (Apéndice A).
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5 LOCAL /PERIODO

A pesquisa para o inquerito epidemioldgico foi realizada no Centro de Oncologia da
Bahia (CICAN), com coleta de dados dos exames Papanicolau e colposcopia, dados socio
demogréaficos e no Laboratdrio Central (LACEN-BA), no periodo de 1° de margo 2018 a 1°
de setembro 2019.Como busca na literatura foram realizadas as pesquisas eletronicas usando :
Science Direct; The Lancet Oncology; SciELO (Scientific Eletronic Library Online);
PubMed, Instituto Nacional do Céancer e Ministério da Saude do Brasil, Globocan, no periodo
de 1986 a 2020, e para alcancar o maximo de sensibilidade na estratégia de busca, usaram-se
os descritores: HPV- Papiloma virus Humano. JEC (zona de transformacdo do céancer de
colo). Céancer de colo de uUtero. Lesdo intraepitelial cervical de alto grau (NICIII). Biologia
Molecular. PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase / DNA HPV). Também foram extraidos 0s
resultados do Banco de Dados do Laboratério Central (LACEN/BA), no (Sistema GAL),
provenientes do diagnostico de rotina Amplification/ detection HPV DNA por PCR, para
realizacdo do projeto.
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6 ANALISE ESTATISTICA
6.1 PLANO AMOSTRAL

Efetuou-se uma amostragem ndo probabilistica, por conveniéncia e propositiva,
portanto, foram calculadas as estatisticas descritivas pertinentes a natureza das variaveis
estudadas, a fim de responder aos objetivos propostos e ndo foram estimadas estatisticas
inferenciais. Os dados foram digitados no Epidata versdo 2.8 e analisados no pacote estatistico

R, versédo 3.
6.1.1 Amostra
Calculo amostral

Devido o tempo de coleta previsto 18 meses, em consequéncia de uma recente
implantacdo da rotina dessa metodologia, do quantitativo dos testes PCR HPV DNA (240), e
pelo numero de testes (22) por genotipagem, sendo que 10% desses testes destinam-se ao
controle de qualidade do método, além das limitagcGes orcamentarias principalmente, seja pela
capacidade operacional da pesquisadora em realizar a coleta de dados, bem como divulgagéo
do oferecimento do servigo SUS, para conhecimento e conscientizacdo da equipe médica , em
criar uma demanda, das informacBGes de literatura; dos exames de citologia oncotica,
colposcopia , e 0s respectivos dados socio demograficos das pacientes, espera-se um tamanho
amostral de 114 provaveis mulheres, provenientes do (CICAN/BA), portadoras de lesGes, que
foram realizar exames moleculares (PCR) para DNA HPV no Laboratério Central de Saude
Publica (LACEN/BA), em 2018 e 2019.

Analise estatistica

Por se tratar de um plano amostral ndo probabilistico, cuja amostra ndo foi obtida
mediante sorteio das unidades amostrais, ndo foram calculados o valor de p ou o intervalo de
confianca, dada a inadequada estimativa do erro-padrdo consequente aos vieses de selecédo

existentes no plano amostral. ©®
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Entretanto, foram calculadas estatisticas descritivas padronizadas, conhecidas como
estatisticas de tamanho de efeito, ou de associacdo ndo probabilistica, ou de significancia
pratica, para obter- se uma medida sumaria de comparabilidade entre as caracteristicas socio
demograficas segundo a presenca de HPV oncogénico, segundo natureza das variaveis
envolvidas. Assim, o coeficiente Q de Yule foi empregado na comparacdo das variaveis
qualitativas nominais; a diferenca padronizada (Dp) para varidveis, cujas médias nao
representam o centro da distribuicdo e o d de Cohen para a comparagdo de médias (Cohen,
1988; Ferguson, 2009 ) Adotou-se o critério de Cohen (1988) adaptado por Ferguson (2009)
para a qualificagdo das medidas citadas, no intuito de facilitar a sua interpretacdo, como
segue: diferenca entre grupos ausente: [0-0,2]; pequena: [0,2-0,5]; moderada: [ 0,5-0,8];
grande: > 0,8.
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7 RESULTADOS

O perfil socio demografico das mulheres estudadas, independentemente da
genotipagem, se caracterizou quanto a idade, por terem em média 40 (DP=13) anos, cerca de
1/6 delas eram fumantes, em torno de 1/3 consumiam bebida alcodlica, mais de 90% eram

sexualmente ativas e contavam medianamente poucos parceiros sexuais (Tabela 1).

Tabela 1- Perfil socio demogréafico das mulheres diagnosticadas com pelo menos NIC 11 no Centro de
Oncologia da Bahia em 2018 /2019.

Caracteristicas gerais N =114
Idade (anos), Média (DP) 40 (13)
Habito de fumar, n (%) 18 (15,8)
Consumo atual de bebidas alcodlicas, n (%) 38 (33,3)
Atividade sexual, n (%) 104 (91,2)
NUmero de parceiros anteriores, Mediana (11Q) 1(2)
Numero de parceiros atuais, Mediana (11Q) 1(1)

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: DP: desvio-padrao; 11Q: intervalo interquartilico = P75-P25

No que se refere a genotipagem, conforme se observa na Tabela 2, a frequéncia de
positividade para pelo menos um HPV oncogénico foi elevada na amostra estudada (35,1%).
Entretanto, o HPV 16 esteve presente em 15 das 114 mulheres, isoladamente.

Tabela 2 - Frequéncia de mulheres com HPV oncogénico no colo do Utero, diagnosticadas com pelo
menos NIC 11 no Centro de Oncologia da Bahia em 2018 /2019, N = 114.

Genotipagem (PCR) n (%)
. HPV 16 ou 18 ou Outro 40 (35,1)
HPV 16 15 (13,2)
HPV 18 2 (1,8)
HPV Outro 24 (21,1)

Fonte: Dados da pesquisa

Quanto ao grau de neoplasia intraepitelial cervical, considerando o critério de incluséo
grau Il como minimo, cerca de 2/3 possuiam neoplasias com grau Il e também cerca de 2/3
com grau Il (Tabela 3).
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Tabela 3 - Classificacdo da citologia das mulheres diagnosticadas com pelo menos NIC Il no Centro
de Oncologia da Bahia em 2018 /2019.

Grau de Neoplasia Intraepitelial Cervical n(%o)
NIC 1l 38 (33,3)
NIC 111 40 (35,1)

Fonte: Dados da pesquisa

Na Tabela 4, no que tange a visibilidade da juncdo escamocolunar pela colposcopia,
nota-se que cerca de 30% das mulheres possuiam zona de transformac&o anormal e que 19,3%
delas ou tinham componente endocervical completamente visivel ou possuiam componente
endocervical ndo completamente visivel, com possibilidade de ter componente ectocervical de

pequena ou grande extensao.

Tabela 4 — Colposcopia das mulheres diagnosticadas com pelo menos NIC Il no Centro de Oncologia
da Bahia em 2018 /2019.

Colposcopia n(%o)
ZT1 58 (50,9)
ZT 1l 9(7,9)
ZT 1l 13 (11,4)
ZTA 34 (29,8)

Fonte: Dados da pesquisa

Ao se observar a distribuicdo de frequéncia de HPV oncogénico segundo o perfil
socio demografico (Tabela 5), destaca-se inicialmente que, apesar de ndo haver associacdo
estatistica ([0-0,2]) entre faixa etéria e positividade, percebe-se que a medida que a idade
aumenta a cada dez anos ha uma reducdo na frequéncia da positividade.

A Unica associacao estatistica encontrada, porém pequena (0,2-0,5]), se deu entre o
habito de fumar e a frequéncia da positividade. Ainda pode-se ressaltar que apesar da
positividade passar de 21,4% (nenhum parceiro anterior) para 40,0% (1 ou mais de 1 parceiro

anterior) a associacao estatistica foi ausente ([0-0,2]).
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Tabela 5 — Distribuicéo do perfil socio demografico das mulheres diagnosticadas com pelo menos
NIC 11 de acordo com a frequéncia de HPV oncogénico no Centro de Oncologia da Bahia

em 2018 /20109.

- HPV oncogénico 2 3 4
Caracteristicas Negativo, N = 74 Positivo, N = 40 Q d* Dp
Idade (anos), Média (DPY) 41 (12) 38 (13) - 023 -
Habito de fumar, n/N (%) 9/74 (12,2) 9/40 (22,5) 035 - -
Consome bebidas alcodlicas, n/N (%) 24/74 (32,4) 14/40 (35,0) 0,06 - -
Atividade sexual, n/N (%) 67/74 (90,5) 37/40 (92,5 0,13 - -
Numero de parceiros anteriores, Mediana (11Q) 1(3) 1(2) - - 011
Numero de parceiros atuais, Mediana (11Q) 1) 1) - - 0,02

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: 1 DP: desvio-padrdo; 11Q: intervalo interquartilico = P75-P25; 2 Coeficiente de associacdo de Yule;

3 d de Cohen; 4 Diferenca padronizada

A Tabela 6 apresenta a frequéncia conjunta absoluta entre positividade e negatividade
na citologia e PCR para HPV oncogénico, enquanto a Tabela 7 apresenta os indicadores de
acuracia da citologia em relacdo a biologia molecular (padrdo ouro) no diagnéstico do HPV
de alto risco. Chama a atencdo um aumento dos indicadores quando comparados NIC Il com
NIC Il e para ambos a citologia é mais especifica do que sensivel, embora possua um poder
discriminatorio elevado na verdadeira positividade em relacdo a falsa positividade, em torno
de 3:1 Entretanto, a citologia apresenta uma proporcao elevada de falso negativo, devido a sua
baixa sensibilidade, ou seja, a citologia foi mais especifica do que sensivel comparativamente

ao PCR.
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Tabela 6 — Comparacgdo absoluta da frequéncia da positividade e negatividade oriundas da citologia
em relagdo a frequéncia da positividade e negatividade do PCR no diagnéstico do HPV
de alto risco nas mulheres diagnosticadas com pelo menos NIC 11 no Centro de Oncologia
da Bahia em 2018 /2019. N=114.

Grau de Neoplasia Intra-epitelial Cervical HPV Oncogénico Total
Positivo Negativo

NIC 11 - - -
Positivo 23 15 38
Negativo 17 59 76

NIC I - - -
Positivo 25 15 40
Negativo 15 59 74
Total 40 74 114

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 7 — Indicadores de acuracia da citologia NIC Il e NIC I1l em relagdo ao PCR no diagnostico do
HPV de alto risco nas mulheres diagnosticadas com pelo menos NIC Il no Centro de
Oncologia da Bahia em 2018 /2019. N=114.

Indicadores de acuréacia NIC 11 % NIC 111 %
Sensibilidade 57,5 62,5
Falso negativo 42,5 37,5
Especificidade 79,7 79,7
Falso positivo 20,3 20,3
Valor preditivo positivo 60,5 62,5
Valor preditivo negativo 77,6 79,7
Taxa de concordancia global 71,9 73,7
Razéo de verossimilhanga na positividade 2,8 3,1
Razdo de verossimilhanca na negatividade 0,5 0,5

Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 8 apresenta a frequéncia conjunta absoluta entre positividade e negatividade
na colposcopia e PCR para HPV oncogénico, enquanto a Tabela 9 apresenta os indicadores de
acuracia da colposcopia em relacdo a biologia molecular (padrdo ouro) no diagndstico do
HPV de alto risco. Chama atenc¢do a semelhanca dos indicadores quando comparadas as ZT I
com a ZT Ill e para ambas a colposcopia € bem mais especifica (acima de 90%) do que

sensivel (abaixo de 18%).
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Apesar disso, ambas apresentam um bom poder discriminatorio da verdadeira
positividade em relacdo a falsa positividade, entre 1,5:1 e 2:1. Porém, a colposcopia apresenta

uma proporgdo muito elevada de falso negativo: acima de 82,5%.

Tabela 8 — Comparacdo absoluta da frequéncia da positividade e negatividade oriundas da
colposcopia em relacdo a frequéncia da positividade e negatividade do PCR no
diagnostico do HPV de alto risco nas mulheres diagnosticadas com pelo menos NIC |1
no Centro de Oncologia da Bahia em 2018 /2019. N=114.

Zona de transicao HPV Oncogénico Total
Positivo Negativo

ZT 11 - - -
Positivo 4 5 9
Negativo 36 69 105

ZT 111 - - -
Positivo 7 6 13
Negativo 33 68 101

ZTA - - -
Positivo 15 19 34
Negativo 25 55 80

Total 40 74 114

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 9 — Acurécia da colposcopia ZT Il, ZT Ill e ZTA em relagdo ao PCR no diagndstico do HPV
de alto risco nas mulheres diagnosticadas com pelo menos NIC 11 no Centro de Oncologia
da Bahia em 2018 /2019. N=114.

Indicadores de acurécia ZTH% ZT 1l % ZTA %
Sensibilidade 10 17,5 37,5
Falso negativo 90 82,5 62,5
Especificidade 93,2 91,9 74,3
Falso positivo 6,8 8,1 25,7
Valor preditivo positivo 44,4 53,8 44,1
Valor preditivo negativo 65,7 67,3 68,8
Taxa de concordancia global 64 65,8 61,4
Razdo de verossimilhanca na positividade 1,5 2,2 1,5
Razdo de verossimilhanca na negatividade 1 0,9 0,8

Fonte: Dados da pesquisa.
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8 DISCUSSAO

Os HPV sdo virus capazes de infectar a pele ou as mucosas e apesar de comumente
ndo apresentarem nenhum sintoma tém alto risco oncogénico, 0 que requer 0 Uso na rotina
laboratorial do método PCR, o qual apresenta maior acurécia e a0 mesmo tempo rapidez nas
analises, pois temos conhecimento que a persisténcia da infeccdo com a presenca do virus
HPV 16 de pré-cancer a invasao e passado poucos anos mais (1 a 2 anos) a presenca do virus
provoca uma agao sinérgica para lesdo alto grau NICIII /(NICIII+), em paciente negativo para
lesdo intraepitelial, e malignidade, em 30 anos ou mais. Todas essas lesdes sdo passiveis de
cura em até 100% dos casos quando tratadas precocemente. Se o rastreamento for realizado de
forma correta, ele apresenta uma cobertura de 80% para 0 cancer e com o tratamento das
lesBes iniciais se reduze o aparecimento de cancer de colo do Gtero em até 90% .

O diagnéstico do CCU necessita de uma técnica que possa diagnosticar precocemente
essas lesdes para direcionamento do tratamento, evitando assim a sua progressao para cancer
de colo. A PCR, apesar de apresentar um alto custo ndo sustentado pelo SUS, ganhou em
custo beneficio comprovadamente nesse estudo em relagdo as metodologias adotadas
(citologia e colposcopia) na rotina para screening e diagnostico do CCU. O exame citoldgico
necessita de uma coleta com quantidade suficiente de células para seu diagnostico, porém
ainda que revelador das lesBes uterinas, esse exame ndo permite que sejam identificados os
tipos de HPV.

Essa técnica PCR possibilita a identificacdo do gendtipo do HPV por meio da
amplificacdo de regides especificas para cada um dos virus de alto ou baixo grau, geralmente
sequéncias dos genes E6 e E7 dos subtipos de HPV, ela consegue proporcionar uma analise
genética utilizando pouco material, onde essa pequena amostra apds ser amplificada,
possibilita saber se ha juncdo entre o DNA viral do DNA do hospedeiro, dessa forma,
confirmando o diagnostico citoldgico; apresenta-se como a mais eficaz para diferenciacGes
das lesbes e do agente causador do carcinoma cervical, por sua alta sensibilidade,
especificidade e velocidade na analise.

Através da associacdo entre 0 HPV oncogeénicos e lesdes intra epiteliais escamosas,
a PCR tem sido realizada em diversos estudos para garantir a diferenciacdo das lesdes uterinas
com material genético viral para uma maior precisdo nos resultados e no diagnéstico e

quantificacdo dos diversos tipos virais.
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Conforme foi constatado as diferencgas encontradas em estudos realizados nos diversos
estados do pais sugere a necessidade de realizacdo de um estudo multicéntrico para
conhecimento das especificidades desta populacdo e o planejamento de politicas publicas
baseado nessas estimativas.

Apesar de a frequéncia encontrada de 71 % (81 mulheres) n= 114, em 2018 /2019, no
Centro de Oncologia da Bahia, se apresentar positiva para 0s genes oncogénicos DNA-HPV e
de esse percentual ser bastante conhecido na populagéo baiana, os resultados encontrados no
presente estudo foram relevantes e corroboram estudo de corte transversal em 38 paises no
mundo, composto por 10.575 mulheres com cancer cervical invasivo, que encontrou 8977
(85%) casos positivos para HPV DNA. Desses 85% o0s subtipos 16 e 18 HPV contribuiram
com uma frequéncia de 8.196 (71%). Na prevaléncia mundial foi o0 HPV 18, o segundo
genotipo mais comum, porém com algumas variaches geograficas, sendo esse fato
evidenciado no artigo realizado por Eluf Neto et al. (1994), onde a prevaléncia encontrada foi
de 50,0% para HPV de alto risco (HPV 18), segundo resultado de citologia, incluindo
mulheres com citologia inalterada®® J4 o HPV 58 figurou entre os mais encontrados na
América Latina, com apresentacdo do HPV 16 em 22,5% das mulheres HPV positivas.

Nesse estudo a frequéncia de positividade para pelo menos um HPV oncogénico foi de
(35,1%), quanto ao grau de neoplasia intra-epitelial cervical, considerando o critério de
inclusdo grau Il como minimo, cerca de (33,3%), n= 38 mulheres referentes a NIC I, e
considerando o critério de inclusdo grau Ill, cerca de (35,1), n = 40 mulheres para NICIII, o
que foi elevada na amostra estudada, sendo que os valores encontrados foram semelhantes
aos achados por Michelli, ao comparar trés métodos de deteccdo do DNA do HPV (PCR
utilizando primers da regido L1, PCR utilizando primers da regido E6/E7 e captura hibrida),
onde encontraram a frequéncia de 40% das mulheres positivas em, pelo menos, umas das

técnicas diagnosticas testadas.

O HPV (especialmente o HPV-16 e o HPV-18) é responsavel por cerca de 70% dos

canceres cervicais.
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No Brasil, o tipo HPV 16 € também o mais prevalente nos casos de carcinoma invasor
e a presenca de NICIII e confirma os resultados encontrados nessa pesquisa. No estudo
realizado, a frequéncia encontrada foi de (15%) para HPV Alto Risco, sendo que desses
(13,2%) foram referentes ao HPV 16 e (1,8 %), ao HPV 18, apresentando uma estimativa
inferior cerca da metade do valor estimado pela literatura citada (32%), porém ela é explicada
por diferencas metodoldgicas e regionais no diagnostico do HPV, bem como por variacdes de
estimativa em si,0 que se aproxima ao estudo feito por Nonnenmacher et al. em 2002,

utilizando PCR, encontrou uma frequéncia de 16% HPV DNA em mulheres.

Um exemplo dessas diferencas metodoldgicas foi a pesquisa feita com a técnica PCR
utilizando os pares de oligonucleotideos MY09/MY11 e GP5/GP6 e a técnica Nested ( n
PCR) com pares MY/GP, com a utilizacdo dos oligonucleotideos MY09/MY11 , onde foi
detectado 26,3% do DNA do HPV, na técnica PCR,sendo que a Nested ( n PCR) esta
capacidade de deteccdo aumentou para 84,2% nestes espécimes,nos casos de citologia

esfoliativa com alteracdes patologicas.

Em ambito nacional estudos descrevem o HPV 58 como o segundo mais frequente em
Natal e em Caxias do Sul, enquanto no Rio de Janeiro o segundo mais observado foi o HPV
31 e em Ouro Preto, 0 HPV 61. No estudo de revisao na regido Sudeste, o segundo tipo de

HPV mais comum variou entre 0 18, 31 e 35, a depender da técnica utilizada.

Estudos nacionais registraram o perfil de prevaléncia da infeccdo por HPV,
semelhante aos paises subdesenvolvidos: 17,8% (HPV31) a 27% (HPV34), com uma
prevaléncia mais elevada em mulheres com faixa etéria abaixo de 35 anos; a partir dos 35 até
65 anos, as taxas permanecem de 12 a 15%, o que ndo ocorreu nesse estudo, em que o
perfil socio demogréfico quanto a idade, por terem em média de 40 anos (DP=13) anos, e
a frequéncia de positividade para pelo menos um HPV oncogénico na populacdo da unidade
referenciada (CICAN) foi elevada na amostra estudada 35,1%, igual a prevaléncia encontrada
no estudo multicéntrico realizado em seis capitais brasileiras, a investigacdo através de

captura hibrida 11, a prevaléncia de HPV encontrada em gestantes foi de 35,3%.
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Quando analisamos os tipos virais oncogénicos pesquisados, nosso estudo achou uma
frequéncia de 15% HPV de alto risco, sendo que no estudo multicéntrico 13,5% eram HPV de
alto risco e 30,0% HPV de baixo risco. Nesse estudo multicéntrico foi identificado como um
dos fatores de risco a associagdo com infecgdo pela Chlamydia trachomatis nas gestantes.

Estudos multicéntricos confirmaram a presenca do DNA do Papiloma virus humano
em quase 100% dos epitéelios dos carcinomas invasivos, levando a tese mundialmente aceita
de que a infecgdo pelo virus HPV ¢ “causa necessaria para o desenvolvimento do carcinoma
invasivo”. Casos de carcinomas sem a presenca do virus HPV sdo raros e supde-se, nestas
situacOes, que o carcinoma ndo foi originado pela infeccdo viral ou possa ter ocorrido falha na

deteccdo do virus HPV.

Em estudo realizado na Bahia por em 2004, foram avaliados os tipos de HPV em 55
mulheres acompanhadas em servicos de referéncia em Patologia Cervical. Neste estudo, a
positividade para o HPV através de PCR, em mulheres infectadas pelo HIV foi de 100%.
Identificou-se que estas apresentavam um maior nimero de tipos virais que as pacientes ndo
infectadas pelo HIV. Os tipos encontrados mais frequentes foram 16,52 e 56 em mulheres

infectadas e 16,52 e 58 em mulheres ndo infectadas.

A co-infeccdo do HPV e HIV séo investigadas desde o inicio da epidemia de AIDS. A
diminuicdo de resposta imunoldgica de Células Thl causada pela destruicdo de linfocitos T
CD4 pelo virus HIV facilita a infeccdo e persisténcia do HPV. O uso de Terapia anti retroviral
(HAART) nédo parece mudar a evolucdo das lesbes precursoras do cancer cervical nem
eliminar o HPV nas mulheres infectadas pelo HIV, sendo necessario manter a vigilancia.

Em comparacdo absoluta da frequéncia da positividade e negatividade provenientes da
citologia, em relacdo a frequéncia da positividade e negatividade do PCR no diagndstico do
HPV foram encontradas n= 23 mulheres positivas para NICII e n= 25 mulheres positivas para
NICIII, totalizando n=40 mulheres.

Ja em comparacdo absoluta da frequéncia da positividade e negatividade oriundas da
colposcopia em relacdo a frequéncia da positividade e negatividade do PCR no diagnostico do
HPV foram encontradas n=15 mulheres positivas para ZTA; n= 4 mulheres positivas para

ZTII; n =7 mulheres positivas para ZT1Il no total n=40 mulheres.
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Na distribuicdo do perfil socio demografico das mulheres diagnosticadas com pelo
menos NIC Il de acordo com a frequéncia de HPV oncogénico encontrou se um percentual de
92,5 % para atividade sexual ; para o consumo de bebida alcodlica 35,0 % ; visualizando se
22,5% para o hébito de fumar. Apesar de ndo haver associacao estatistica entre faixa etéria e
positividade, percebe-se que a medida que a idade aumenta, a cada dez anos ha uma reducéo
na frequéncia da positividade, o que véem ratificar a literatura, sendo o cancer de colo de
utero raro em mulheres até 30 anos e o pico de sua incidéncia se da na faixa etaria de 45 a 50
anos.

A mortalidade aumenta progressivamente a partir da quarta década de vida, com
expressivas diferencas regionais.

Nesse estudo ndo houve associacdo estatistica entre 0s grupos, a Unica associacdo
estatistica encontrada, porém discreta foi no habito de fumar ([ 0,2 - 0,5] ), e a frequéncia da
positividade.

Observamos que apesar da positividade passar de 21,4% (nenhum parceiro anterior)

para 40,0% (1 ou mais de 1 parceiro anterior), a associacao estatistica foi ausente ([0-0,2]).

Ao serem analisados os indicadores de acuracia, observou se porcentagens elevadas de
falsos negativos tanto para a citologia (Papanicoloau), quanto para a colposcopia, devido a sua
baixa sensibilidade, relativamente ao PCR como padrdo ouro. Tanto os indicadores de
frequéncia, quanto de acuracia da citologia em relacdo ao PCR, quando comparados NIC Il

com NIC Ill, para ambos, a citologia € mais especifica (79,7%).

Comparando os resultados da citologia oncética com os achados da genotipagem
(PCR), obteve-se um valor preditivo positivo: Sensibilidade de 57,5% para NIC 1l e 62,5 %
para NIC Il com um valor elevado de falso negativo (42,5 % e 37,5% respectivamente), e

com 20,3% de falso positivo para ambas.

Ao associar os resultados da Colposcopia com os achados da genotipagem (PCR),
obteve-se um valor preditivo positivo para os graus de alteragdes nas Zonas de Transformacéo
com: Sensibilidade para ZTII; ZT 11l ; e ZTA (10%; 17,5% e 37,5 %),apresentando valores
falso negativo de : (90%; 82,5% e 62,5 % respectivamente). E para ambas ZT Il e ZT Ill a
Colposcopia é mais especifica (acima de 90%), do que sensivel (abaixo de 18%).
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Na colposcopia das mulheres diagnosticadas com pelo menos NIC II, na juncdo
escamo colunar se observa que 51% possuiam zona de transformacdo normal, ZT |
componente completamente ectocervical e visivel de pequena ou grande extensdo. Apresentou
cerca de 30% das mulheres com zona de transformacé&o anormal, destas 19,3% delas tinham
componente endocervical completamente visivel ou possuiam componente endocervical ndo
completamente visivel, com possibilidade de ter componente ectocervical de pequena ou
grande extens&o, ZT1l1 7,9% e ZT 111 11,4 % respectivamente.

Este estudo trouxe conhecimentos e informacOes relevantes sobre os desfechos e
frequéncia do HPV, que séo requisitos essenciais para fortalecer a vigilancia dos dados
epidemioldgicos do HPV, na populacdo baiana estudada, relacionando com os dados
demogréficos. Estudos realizados com esta técnica sugerem que a genotipagem do HPV
presente no trato genital poderia ser um importante indicador prognostico para o carcinoma de

colo uterino.

Nosso estudo, apesar da técnica PCR utilizada (a) apresentar maior acuracia
comprovadamente em relacdo a citologia e a colposcopia, (b) de ser um teste confirmatério
junto a outros testes de biologia molecular, principalmente em pesquisas, especialmente como
padrdo ouro para comprovar ou ndo a existéncia do DNA do HPV, (c) e de poder detectar
precocemente pacientes com lesao alto grau e com predisposicao a desenvolver cancer de colo
de Utero (CCU), teve limitacdes na metodologia, pois identifica especificamente os tipos HPV
16 e HPV 18, enquanto detecta simultaneamente os outros tipos de alto risco por niveis de
infeccdo clinicamente relevantes, no tamanho amostral; também por ser uma populacdo
referenciada apresenta essa estimativa expressiva em lesdo alto grau, servindo como indicador
para a busca de mais estudos e conhecimentos nas especificidades dessas populacdes, ja que
existe a disponibilidade de sequéncias gendmicas, com mais de 118 tipos de HPV, o que
permite o rastreio dos HPV oncogénicos de uma ampla variedade de tipo de HPV, para que se
possa inferir associacfes de diferentes tipos de HPV de forma abrangente, que venham
efetivamente favorecer o aprimoramento do tratamento, na acuracia e na eficacia dos métodos

diagndsticos laboratoriais,vacinas e novas tecnologias.

Confirmamos que no diagndstico da infeccdo por HPV nenhuma metodologia é
soberana: levam-se em conta os dados da histdria, exame fisico e exames complementares
com a pesquisa direta do virus ou indiretamente através das alteragdes provocadas pela

infeccdo nas células e no tecido.
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A concordancia dos resultados prévios das citologias oncéticas (Papanicolaou),
método de screening (triagem), das colposcopias, com os resultados dos testes moleculares
para HPV, que apresentam uma maior acurdcia, propiciard uma rapida intervencdo
diagndstica, além de identificar e priorizar mulheres com elevado risco de desenvolvimento
de cancer de colo; assim, os citados exames constituem uma indispensavel ferramenta como
medida de prevencdo e controle da doenca.

Devido aos resultados falsos positivos nos exames citoldgicos - que podem levar a
exames colposcdpicos desnecessarios, a bidpsias e tratamentos ablacional (excisdo), elevando
0s custos com saude e morbidade - e a escassez de estudos que conhecam a frequéncia de
mulheres com lesdo de alto grau (ASC H) - atendidas em programas publicos de saude, o que
dificulta o planejamento adequado de medidas de prevencdo e intervencdo em salde coletiva
— recomenda-se a implantagdo do diagndstico de rotina HPV DNA por reacdo em cadeia de
polimerase (PCR); trata-se, de uma técnica mais assertiva e de maior acuracia, com alta
sensibilidade e especificidade, superior a técnica de citologia cervical (Papanicolaou) para a
deteccdo de doenca alto grau (ASC H), que devera aumentar significativamente a eficacia dos

programas de rastreio do cancer cervical.
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9 LIMITACOES DO ESTUDO

A populacdo inicial do estudo foi constituida por 154 mulheres, as quais tiveram
genotipagem positiva para um ou mais tipos de HPV e eram provenientes do estado da Bahia.
Deste contingente, ndo tivemos acesso aos dados de 22 mulheres, pois ocorreu suspensao da
coleta de dados realizadas pela pesquisadora, devido a pandemia do Sars CoV2 , hd 10 meses,
sendo que 15 das mulheres ndo tiveram prontuarios, o que invibializou a pesquisa, 2 mulheres

estavam em duplicidade e 1 obteve resultado do PCR indeterminado.
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10 CONCLUSAO

- A pesquisa observou uma frequéncia alta para HPV oncogénico nas amostras estudadas.

- A infeccdo por HPV oncogénico foi inversamente proporcional a idade das pacientes, em
acordo com os dados da literatura. Também foi encontrada uma positividade maior em

mulheres com hahito de fumar.

- A colposcopia e a citologia foram mais especificas do que sensiveis e apresentaram baixos
valores preditivos positivo e negativo, quando comparadas a técnica molecular HPV DNA
PCR.

- O reconhecimento da presenca e dos tipos de HPV oncogénico pela implementacdo do
método PCR como rotina laboratorial na saude publica do Estado da Bahia levara a
reduzir o nimero de citologia falso negativa. Esta medida acarretara melhor acuracia no

diagnostico da infeccao.
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APENDICE - FICHA DE INVESTIGACAO

IDENTIFICAGAO E DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

INSTITUICAO: Cod. CNES:

PACIENTE: DATA NASCIMENTO: | REGISTRO:
NOME DA MAE: DATA:
SEXO: N° IDENTIDADE:

ENDERECO: CNS do Paciente:

TELEFONE:

ESTADO CIVIL:

CASADO ( ) SOLTEIRO ( ) DIVORCIADO ( ) DESQUITADO ( )  VIUVO ( )
OUTROS

RACA AUTOREFERIDA: PRETA( ) BRANCA ( ) PARDA ( ) AMARELA ( ) INDIGENA ( )
SEM INFORMACAO ( )

IDADE DO INICIO SEXUAL SIM( ) IDADE:

VIDA SEXUAL ATIVA SIM( ) N°de Parceiros: NAO ( )

GESTACOES SIM( )  Ne°de Gestagdes : NAO (
)

ANTECEDENTES FAMILIARES ( Histdrico de Cancer )
SIM () Quais: NAO ( )

HABITOS: FUMANTE: SIM () NAO( )

USO DE PRESERVATIVO: SIM ( ) NAO( )

AVALIACAO LINICO/LABORATORIAL EXAME PREVENTIVO
SIM () NAO ( ) SIM () DATA: NAO ( )
VACINACAO HPV SIM () DATA: NAO ( )

ANTECEDENTES PATOLOGICOS NAS DST: (HPV, HIV, HCV, CLAMIDIA, HERPES, HTLV, EPSTEIN
BAAR, NEISSERIA GONORRHOEAE)
SIM () Quais: NAO ( )

EXAME CITOLOGIA ONCOTICA (PAPANICOLAOU)

EXAME COLPOSCOPIA -
EXAME (PCR / DNA HPV - Reacdo em Cadeia de Polimerase) —
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ANEXO A - Tipologia do Cancer de Colo do Utero

Classificacdo dos tumores do colo do cancer do cancer de colo, segundo o periodo do seu

desenvolvimento ou estagio da doenca.

Critérios adotados para realizacdo do Sistema Betheseda:

NIC I — Neoplasia Intraepitelial Cervical com graduagéo |

NIC Il - Neoplasia Intraepitelial Cervical com graduacao 11

NICIII- Neoplasia Intrepitelial Cervical com graduacdo I

LSIL- Lesdo Intraepitelial Escamosa Baixo Grau

HSIL- Leséo Intraepitelial Escamosa Alto Grau

SIL- Leséo Intraepitelial Escamosa Indeterminado

(Quando ndo é possivel determinar o grau)

ASC US - Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado

(N&o sendo possivel excluir uma LSIL)

ASC H - Células Escamosas Atipicas

(Nao sendo possivel excluir uma HSIL)

As lesBes intraepiteliais alto grau ASC H- HSIL abrangem os diagnosticos de NIC 11 e Il
(neoplasia intraepitelial cervical com graduacdo), que sdo os precursores do cancer cervical.
As lesdes intraepiteliais alto grau se caracterizam: HSIL por células pleomérficas (fusiformes,
caudadas e girino); apresentam um tipo mais imaturo e abundante de citoplasma que pode ser
tanto entrelacado, como denso metaplasico com limites celulares arredondados, alta
proporcdo nucleo/citoplasma). As lesBes intraepitelias de baixo grau que se caracterizam:
LSIL por um aumento nuclear de pelo menos trés vezes a area de um nucleo celular
intermediario, envolvendo células escamosas com citoplasma maduro intermediério ou

superficial com bordas celulares poligonais bem definidas. ¥



ANEXO B - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

BAHIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: FREQUENCIA DE HPV S ONCOGENICOS NO COLO DO CANCER DE COLO NO
CICAN/BA EM 2018 / 2019

Pesquisador: MARTA SORAIA LIMA MENESES

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 06905518.0.0000.5662

Instituicao Proponente: Instituto de Ciéncias da Satide da Universidade Federal da Bahia
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER
Niumero do Parecer: 3.186.092

Apresentacédo do Projeto:

"América Latina caracteriza-se através de expressiva urbaniza¢do junto aos paises em
desenvolvimento, com pobreza urbana em relacdo aos diagnosticos laboratoriais, na
realizacido de exames preventivos, na mudan¢a na condicdo nutricional pela
industrializacdo, na mudanca de comportamento de vida, o que desencadeou uma elevagao
nas taxas de incidéncia de tumores associados com essa pobreza tais como; o Cancer do
colo de cancer de colo, pénis, verrugas ano genitais, cavidade oral, conjuntiva e outros. Com
aproximadamente 530 mil casos novos por ano no mundo, o cancer de colo de ttero é o
terceiro tipo de cancer mais comum entre as mulheres, sendo responsavel pelo dbito de
265 mil mulheres por ano, as maiores taxas de incidéncia e mortalidade concentram-se nas

capitais das regides norte e nordeste e centro
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-oeste. O papiloma virus (HPV), possui um intrinseco relacionamento com a
carcinogénese cervical. Objetivo: no presente estudo procurara determinar a
frequéncia de (HPV 16/18 +) , de alto risco oncogénicos, com persisténcia de infec¢do
,em mulheres portadoras de lesdo intra-epitelial escamosa cervical de alto grau (NICIII),
pela técnica de Biologia Molecular, visando a progressdo do cancer cervical. Os genes E6 e
E7 de alguns tipos de virus HPV codificam proteinas que degradam o produto do p53. Essa
metodologia, garante a deteccdo de uma lesdo cervical atual (NIC II +) e permite a predicdo
da progressdo da doenga (NIC IIl +). Método: O estudo sera inquérito epidemiolégico,
genotipagem em 2000 mulheres sem limite de idade, atendidas no (CICAN/BA) com lesdo

intra-epitelial escamosa cervical de alto grau até carcinoma epiderméides invasoras do

colo uterino, onde os exames vao ser executados, no laboratorio de Analises Clinicas
(LACEN/BA),com a aplicacdo da metodologia PCR, e posterior extracdo dos dados, através
da pesquisadora do banco de dados do LACEN/BA, e prontuarios fisico do CICAN/BA, o que
vai demonstrar uma comparavel para a deteccao de lesdo cervical escamosa de alto grau de
desempenho (NICIII). Em adicdo a outros fatores socio demograficos, levando a uma
diminuicdo da incidéncia e mortalidade do cancro do colo do cincer de colo e dos seus
precursores por HPV.Palavras-chave: HPV- Papiloma virus Humano. JEC (Zona de
Transformacao do colo do cincer de colo). Mortalidade. Incidéncia. Prevencdo. Cancer de
colo de utero. Lesdo intra -epitelial escamosa cervical de alto grau (NICIII). Laboratory
Central Publich Health (LACEN/BA). Biologia Molecular. PCR (Reacdo em Cadeia de

Polimerase / DNA HPV). Carcinogénese. Regides brasileiras Norte. Nordeste. Centro-Oeste."

Objetivo da Pesquisa:
"Determinar a frequéncia dos HPVs oncogénicos, no Colo do Cancer de colo, no Centro de
Oncologia da Bahia (CICAN) em 2018 / 2019."

Avaliagcéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

"Vazamento de dados, pois o projeto extraira os dados secundarios dos prontuarios.Medidas
que serdo adotadas:

1) os dados serdo coletados apenas pela pesquisadora principal;

2) nao serdo coletados dados de identificacdo dos pacientes;

3) sera adicionado um nimero sequencial na ficha de coleta que substitua o nimero do

prontudrio." Beneficios:
"Nao trard um beneficio direto ao paciente, entretanto ao obter e analisar os resultados da

pesquisa, poderdo avaliar a concordancia e a acuracia das metodologias para diagndstico de
HPV,e comparar o perfil socio demograficos, o que levara indiretamente a diminuicdo da

incidéncia e mortalidade do Cancer de colo de Utero e dos seus percursores na infeccao do
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HPV, e norteard aos gestores o planejamento adequado de medidas de prevencdo e
intervencdo em sadde coletiva e conseqlientemente no monitoramento do alto custo do

tratamento, e no aprimoramento da vacina do HPV."
Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Sem comentarios.

Considerag@es sobre os Termos de apresentacado obrigatéria:
Em acordo com o CEP/ICS.

Recomendacgdes:
Nio ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Considerando que as informacdes prestadas estdo em consonancia os preceitos éticos da

pesquisa com seres humanos, o CEP/ICS é de parecer favoravel a aprovagao do projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 04/02/2019 Aceito
do Projeto ROJETO_1060121.pdf 12:25:19
Folha de Rosto folha_de_rosto.PDF 29/11/2018 [ MARTA SORAIA Aceito

15:03:39 |LIMA MENESES
Outros docs.pdf 01/11/2018 | MARTA SORAIA Aceito
13:51:44 LIMA MENESES
Projeto Detalhado / | projeto.pdf 01/11/2018 | MARTA SORAIA Aceito
Brochura 13:51:08 |LIMA MENESES
Investigador

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

Continuagio do Parecer: 3.186.092

SALVADOR, 07 de
Margo de 2019

Assinado por: Maria LuciaVaz Masson (Coordenador(a))
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