UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA

DETECCAO E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO EM MULHERES COM CITOLOGIA
INDETERMINADA (ASC-US) E LESAO INTRAEPITELIAL
CERVICAL DE BAIXO GRAU (LSIL)

FRANCISCA ANDRADE DE QUEIROZ

MANAUS
2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-
GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA

FRANCISCA ANDRADE DE QUEIROZ

DETECCAO E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO EM MULHERES COM CITOLOGIA
INDETERMINADA (ASC-US) E LESAO INTRAEPITELIAL
CERVICAL DE BAIXO GRAU (LSIL)

Dissertagdo de Mestrado apresentado ao
colegiado do Programa Multi-institucional
de Poés-graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Amazonas como
requisito para obtengdo do titulo de Mestre
em Biotecnologia, area de concentracdo em
biotecnologia para saude.

Mestranda: Francisca Andrade de Queiroz
Orientadora: Cristina Maria Borborema dos Santos
Co-orientadora: Adele Schwartz Benzaken

MANAUS/AM
2012



FRANCISCA ANDRADE DE QUEIROZ

DETECCAO E GENOTIPAGEM DO PAPILOMAVIRUS
HUMANO EM MULHERES COM CITOLOGIA
INDETERMINADA (ASC-US) E LESAO INTRAEPITELIAL

CERVICAL DE BAIXO GRAU (LSIL)

Aprovado em

de 2012.

Dissertagdo de Mestrado apresentado ao
colegiado do Programa Multi-institucional
de Poés-graduacdo em Biotecnologia da
Universidade Federal do Amazonas como
requisito para obtengdo do titulo de Mestre
em Biotecnologia, area de concentracdo em
biotecnologia para saude.

BANCA EXAMINADORA

Prof®. Dra. Cristina Maria Borborema Santos
Universidade Federal do Amazonas — UFAM

Prof. Dr. Edmar Vaz de Andrade
Universidade Federal do Amazonas — UFAM

Prof®. Dra. Aya Sadahiro
Universidade Federal do Amazonas — UFAM



Aos meus familiares e amigos pelo
incentivo para realizagdo deste
trabalho.



AGRADECIMENTOS

A Deus por essa conquista, por cada dia vivido, por cada lagrima chorada, por cada alegria
sentida, e por cada objetivo alcancado.

A minha orientadora e co-orientadora pelo acompanhamento constante;
Aos meus familiares pelo apoio;

Aos colegas da instituicdo que auxiliaram na discussao da tematica e contribuiram no
decorrer do caminho;

Aos Bibliotecarios da FUAM pelo carinho e atengdo dispensada a mim todas as vezes que
precisei;

Aos colegas do Laboratorio de Biologia Molecular da UFAM pelo apoio e colaboracio no
desenvolvimento das técnicas necessarias para a realizacdo deste trabalho;

Aos colegas da DST da FUAM pelo apoio e colaboragao;

A Fundacao “Alfredo da Matta” pelo apoio incondicional.



Eu acredito demais na sorte. E tenho
constatado que, quanto mais duro eu
trabalho, mais sorte eu tenho.

Thomas Jefferson



RESUMO

O Papillomavirus humano (HPV) ¢é reconhecido como o principal fator de risco
relacionado do cancer cervical. A identificacdo de tipos de HPV de alto risco pode auxiliar
na prevencdo de lesdes malignas do colo do utero. Este estudo tem como objetivo
determinar e genotipar o HPV em mulheres com resultado citologico de Lesao Intraepitelial
de Baixo grau (LSIL) e Células Escamosas Atipicas Significado Indeterminado (ASC-US).
Trata-se de um estudo de corte transversal com componente analitico em mulheres atendidas
na Fundagdo Alfredo da Matta - FUAM. As pacientes foram selecionadas a partir do arquivo
de exames do Laboratorio de Citologia da FUAM no periodo de janeiro de 2009 a julho de
2011 e solicitadas a comparecer ao ambulatorio de DST por meio de busca ativa, a fim de
fazer uma nova coleta de material para reavaliacdo citologica, deteccdo molecular e
genotipagem do HPV. A deteccdo molecular foi realizada pela técnica de Nested-PCR tendo
como alvo a regido L1 do capsideo viral. Os produtos da PCR foram analisados em gel de
agarose. Do total de 100 pacientes selecionadas, 70% (70/100) participaram do estudo,
sendo que 34 delas tinham resultado citologico de ASC-US e 36 de LSIL. Apos reavaliagdo
citologica 8(11,4%) pacientes apresentaram citologia dentro dos limites da normalidade,
33(47,2%) citologia inflamatoria, 22(31,4) ASC-US, 6(8,6%) LSIL, 1(1,4%) HSIL. O HPV
foi identificado em 28,6% (20/70) das amostras examinadas. Das 20 pacientes HPV-DNA
positivas 1 caso apresentou citologia dentro do limite da normalidade, 6 citologia
inflamatoria, 10 ASC-US, 2 LSIL e 1 caso apresentou HSIL. Apos a genotipagem foram
identificados os seguintes tipos de HPV: 6, 16, 58, 61, 70, 83, 84 ¢ 85. O HPV mais
prevalente com 5 casos em 20 positivos foi o HPV 58. A presenca do HPV de alto risco
oncogénico destaca a importancia de a¢des voltadas para a prevenc¢do na transmissdo desse
virus e no rastreamento das doengas relacionadas, na cidade de Manaus.

Palavras-chaves: Citologia, Papillomavirus humano, Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR)



ABSTRACTS

The human papillomavirus (HPV) is recognized as a major risk factor related to cervical
cancer. The identification of HPV types of high risk can aid in the prevention of malignant
lesions of the cervix. This study aims to determine and genotype HPV in women with a
cytological result of ASC-US and LSIL. This is a cross-sectional study with an analytical
component in women attended the Fundagdo Alfredo da Matta - FUAM. The patients were
selected from the file examination of the Laboratory of Cytology of FUAM from January
2009 to July 2011 and requested to attend the DST clinic through active search in order to
make a new collection of material for revaluation cytological, molecular detection and
genotyping of HPV. Molecular detection was performed by Nested-PCR targeting the L1
region of the viral capsid. PCR products were analyzed on an agarose gel. Out of 100 patients
selected, 70% (70/100) participated in the study, 34 of them had the cytological result of
ASC-US and LSIL of 36. After reevaluation cytological 8 (11.4%) patients had cytology
within normal limits, 33 (47.2%) inflammatory cytology, 22 (31.4%) ASC-US, 6 (8.6%)
LSIL, 1 (1.4%) HSIL. HPV was identified in 28.6% (20/70) of the samples. Of the 20
patients HPV DNA-positive 1 had cytology within normal limits, 6 inflammatory cytology,
10 ASC-US and 2 LSIL and 1 HSIL. After the genotyping were identified the following HPV
types 6, 16, 58, 61, 70, 83, 84 and 85. The most prevalent HPV 25% was HPV 58. The
presence of HPV high-risk oncogenic stresses the importance of actions aimed at preventing
the transmission of this virus and tracking of diseases in the city of Manaus.

Key Words: Cytology, Human Papillomavirus, Polymerase Chain Reaction (PCR).
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1 INTRODUCAO

Os Papilomavirus Humanos (HPV) pertencem a familia Papillomaviridae e sao virus
nao envelopados, DNA dupla fita circular com cerca de 8000 pares de base. Tém um papel
importante na génese do cancer de colo uterino (de VILLIERS et al., 2004; BERNARD,
2005; LEE; LAIMINS, 2007). Este virus ¢ considerado um fator de risco essencial, mas nao
o suficiente para transformacio maligna, pois o cancer é uma doenca multifatorial (MUNOZ
et al., 2006).

A infecc¢do genital pelo HPV ¢ a mais prevalente infecgdo sexualmente transmissivel
nos Estados Unidos com uma estimativa de 6,2 milhdes de pessoas infectadas por ano. No
Brasil Ayres e Silva (2010), num estudo de revisdo sistematica apontaram uma prevaléncia
geral de 13,7% a 54,4% da infec¢do do colo do utero pelo HPV. Atualmente, existem mais de
100 tipos de HPV descritos, dos quais 40 tipos podem causar infecgdes genitais (HARIRI et
al., 2011).

Os HPV sao classificados de acordo com sua associacdo com o cancer. Os tipos ditos
nao-oncogénicos ou de baixo risco, dos quais os mais prevalentes sdo os HPV-6 e HPV-11,
que causam lesOes exofiticas (verrugas) denominadas benignas e lesdes intra-epiteliais
cervicais de baixo grau da cérvice uterina. Os tipos chamados oncogénicos ou de alto risco,
incluindo como mais prevalentes os tipos HPV-16 e HPV-18 podem causar lesdes intra-
epiteliais cervicais de alto grau e cancer da regido anogenital (VAUCEL et al., 2011;
LOUVANTO et al., 2011).

Ciapponi (2011) relata que sdo descritos 500.000 novos casos de cancer cervical por
ano ¢ 275 mil mortes no mundo. A América Latina ¢ responsavel por 15% dessa carga ¢ a
incidéncia deste cancer na América do Sul € de 28,6 casos por cada 100.000 habitantes.

E importante salientar que muitas infec¢des por HPV sdo assintomaticas, ou seja,

sem manifestagdes clinicas. Estudos revelam que 90% das infec¢des por HPV incluindo os
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tipos de alto risco, tornam-se indetectaveis em dois anos e o clearance ocorre nos primeiros
seis meses de infecgdo. A infecgdo persistente com HPV de alto risco é o mais importante
fator de risco para lesdes intra-epiteliais cervicais de alto grau e cancer cervical (HARIRI et
al., 2011).

Muitas infecgdes assintomaticas podem resultar em alteracdes morfologicas do
epitélio cervical e endocervical que podem ser detectadas através do screening citologico ou
exame de Papanicolaou. Todos os anos cerca de 50 milhdes de mulheres nos Estados Unidos
sdo submetidas a screening para cancer cervical. Destas, 2 a 3 milhdes apresentam resultado
citologico de células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US), 1,25
milhdes apresentam lesdo intra-epitelial cervical de baixo grau (LSIL) e 300.000 lesdo intra-
epitelial cervical de alto grau (HSIL) (HARIRI et al., 2011).

Quando se tem um resultado citologico de ASC-US ou outra anormalidade citologica
conjuntamente com teste de HPV positivo, a paciente devera ser encaminhada para avaliagdo
colposcopica e posterior biopsia para certificagdo da lesdo (BRASIL, 2011; HARIRI et al.,
2011).

Muifioz et al. (2006) analisando estudos de coorte relatam que mulheres infectadas
com HPV 16 e 18 apresentam risco aumentado para desenvolverem lesdes intraepiteliais
cervicais de alto grau (Neoplasia intra-epitelial cervical I e II) em dois anos apds a detecg¢do
do DNA do HPV, contrério a teoria que a infeccao prolongada ¢ necessaria para progressao
maligna.

Os testes moleculares para deteccdo do HPV sdo muito importantes, principalmente
nos casos de lesdes que sdo indeterminadas pela citologia (casos de ASC-US), pois a
citologia oncdtica cervical tem baixa reprodutibilidade, com sensibilidade variando de 50 a
99%, apresentando até 29,7% de resultados falso-negativos (SCHERMAN et al., 1994;

FRANCO; FERENCZY, 1999; NUOVO; MELNINKOW; HOWELL, 2001).
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A utilizagdo de métodos moleculares para deteccdo do DNA e genotipagem do HPV
em amostras cervicais juntamente com a citologia oncdtica podera ser uma estratégia
importante na identificagdo de pacientes com predisposicdo a processos malignos

contribuindo para reducdo da morbimortalidade por cancer cervical (SILVEIRA et al., 2007).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Anatomia e histologia do colo do utero

O utero é um 6rgdo do aparelho reprodutor feminino que esta situado no abdome
inferior, por tras da bexiga e na frente do reto, dividido em corpo e colo (IARC, 2012).

O colo do utero apresenta uma parte interna, que constitui o chamado canal cervical
ou endocervice, que mede cerca de 2 a 3 mm de espessura, podendo, nas por¢des mais
profundas medir aproximadamente 1 cm de profundidade. Estd revestido por uma camada
unica de células cilindricas produtoras de muco e raramente ciliada. As saliéncias e
reentrancias da mucosa endocervical da a impressdo de formagdo glandular. Este epitélio
cilindrico ¢ o responsavel pela producdo de muco cervical (NETO, 2000; IARC, 2012).

A parte externa do tutero, que mantém contato com a vagina ¢ chamada de
ectocérvice, € revestida por epitélio escamoso estratificado nio-queratinizado. Seu estroma
ndo apresenta glandula. Esse epitélio também reveste o fundo de saco e vagina em toda a sua
extensdo (IARC, 2012). A ectocérvice da mulher adulta durante o periodo sexualmente ativo é
coberta por um epitélio escamoso estratificado ndo ceratinizado, o qual é composto de
camadas de células basais, parabasais, intermediarias e superficiais (SCHNEIDER,
SHNEIDER, 1998).

Entre os dois epitélios ja mencionados encontra-se a juncdo escamocolunar (JEC),
que ¢ uma linha que pode estar tanto na ecto como na endocervice, dependendo da situacdo
hormonal da mulher. Os representantes citologicos da JEC precisam estar presentes nas
amostras utilizadas para o rastreio do cancer cervical. A importancia do encontro das células
endocervicais na amostra estd na afirmacdo de que a JEC foi alcangada durante a coleta do
material. Fato este muito importante, pois ¢ nessa localizagdo que se encontra com maior

frequéncia os carcinomas cervicais e seus precursores (NETO, 2002; IARC, 2012).
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2.2 Alteracoes citologicas do colo uterino

As lesdes intraepiteliais escamosas (SIL) sdo lesdes precursoras do cancer cervical.
Sdo classificadas de acordo com o grau de perda da diferenciagdo celular, geralmente,
provocam alteragdes morfologicas caracteristicas, detectadas pela citologia do raspado
cervico-vaginal. E estdo classificadas em LSIL, HSIL, atipias celulares de significado
indeterminado (ASC-US) e carcinoma invasor (SOLOMO; NAYAR, 2005; BRASIL, 2011).

Histologicamente apresentam desorganizagcdo do epitélio escamoso, nicleos atipicos
e mitoses andmalas. As lesdes presentes em células bem diferenciadas sdo lesdes
intraepiteliais de baixo grau (LSIL), e as presentes nas células com menor diferenciacdo sao
lesOes intraepiteliais escamosas de alto grau (HSIL). As LSIL abrange o espetro de
anormalidades ndo invasivas, cervicais, escamosas, epiteliais associadas ao HPV; ja as HSIL
sdo alteragdes de moderada (grau II) a grave (o carcinoma in situ). Estas lesGes, em sua

grande maioria (90%), estdo associadas ao HPV (BRASIL, 2011).

2.2.1 Lesoes Intra-Epitelial de baixo grau (LSIL ou LIE-BG)

Origina-se no epitélio escamoso maduro da cérvice. Na amostra predominam
alteracdoes com discariose em células escamosas da superficie e células intermediarias, os
nucleos estdo aumentados e hipercromaticos podem aparecer isolados ou agrupados (IARC,
2012).

As lesdes de baixo grau podem ser controladas clinicamente ou podem ser
submetidas a avaliagdo colposcopica seguida de biopsia e posterior destruigdo da lesdo por
excisdo, vaporizagdo a laser, eletrocauterizacdo, crioterapia, podofilina, acido tricloacético e
podofilotoxina. Apesar de existirem varias opg¢des terapéuticas para o tratamento das verrugas
genitais, quase todos os tipos de tratamento possuem taxas de resposta em torno de 50 a 75%,
sendo que as taxas de recorréncias ficam em torno de 30% (FERENCZY, 1999; SOLOMON;

NAYAE, 2005; MULLER; MAZIERO, 2010).
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2.2.2 Lesao Intra-Epitelial de alto grau (HSIL ou LIE-AG)

E caracterizada pela alta reestruturagio do epitélio e tem variagdo citoplasmatica de
acordo com o tamanho da célula, alteracdes nucleares, e figuras de mitose. As células afetadas
neste processo sdo menores ¢ mais imaturas que nas LSIL. Estas células podem ser

encontradas isoladas, em grupos ou em agregados (SOLOMON; NAYAE, 2005).

2.2.3 Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US)

Refere-se as alteragdes citologicas sugestiva de lesdo intraepitelial, porém ndo sdo
quantitativa e qualitativamente suficientes para um resultado definitivo. Para esta
interpretagdo as células encontradas precisam apresentar diferenciagdo, escamosa, aumento da
relacdo nucleo/citoplasma, cromatina e nicleo irregulares (MULLER; MZIERO, 2010).

Caracterizadas por anormalidades celulares mais marcantes do que as alteragdes
reativas, porém impossibilita a interpretagdo segura de lesdo intraepitelial escamosa. Tém
referencia com alteracdes sugestivas de LSIL e de grau indeterminado (MULLER;
MAZIERO, 2010). As células encontradas apresentam nucleo maior que duas e meia a trés
vezes o tamanho do nucleo de uma célula intermediaria normal, propor¢ao nucleo/citoplasma
levemente acentuada, hipercromasia nuclear discreta, distribuicdo irregular da cromatina
nuclear, forma do nicleo ligeiramente irregular (SOLOMON; NAY AR,2005).

2.3 Colpocitologia: terminologia (Papanicolaou)

Em 1988, o National Cancer Institute de Bethesda reuniu, na cidade de Bethesda
(EUA), especialistas em colpocitologia e patologia cervical com o objetivo de elaborar um
sistema de descricdo dos esfregacos de Papanicolaou que representasse a interpretagdo
citologica de um modo claro e relevante para o clinico e que se constituisse, no principal
meio de comunicagdo entre o clinico e o citopatologista (CARVALHO, 2000; SOLOMON;

NAYAR, 2005).
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Em 1999, a Sociedade Brasileira de Patologia, publicou o Manual de padronizacdo
de laudos histopatologicos, baseado no Sistema Bethesda. Foi incluida a terminologia “lesdo
escamosa intra-epitelial cervical”’, em associacdo com o termo ‘“neoplasia intra-epitelial
cervical” (HORTA; FONSECA, 1999).

A nomenclatura para emissao de laudos citopatologico aceita, atualmente, no ambito
nacional ¢ o Sistema Bethesda, que classifica as anormalidades de células escamosas
epitaliais em quatro categorias (JANICEK; AVERETTE, 2001; BURD, 2003):

a) C¢lulas atipicas (ASC), subdivididas em duas categorias:

i. Células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASC-US) referem-
se a alteragdes sugestivas de SIL de grau indeterminado, possivelmente, ndo
neoplasico.

ii.Células escamosas atipicas em que ndo € possivel excluir uma lesdo de alto
grau (high squamous intra-epithelial lesion s- HSIL ou ASC-H).

b) LSIL, que se referem a alteracdes celulares causadas pelo HPV tais como

coilocitose acompanhada de discariose leve;

c¢) HSIL, que se refere a displasias moderadas severas e carcinoma in sifu.

d) Carcinomas de células escamosas.

O Ministério da Satude, através do Instituto Nacional do Cancer (INCA), implantou
em 2003 a Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatologicos Cervicais. Foi adotada a
terminologia de lesdo intra-epitelial em substituicdo ao termo neoplasia, além de estabelecer
dois niveis, baixo ¢ alto grau, separando as lesdes com potencial morfoldgico de progressdo
para neoplasia daquelas mais relacionadas com o efeito citopatico viral, com potencial
regressivo ou de persisténcia. Foi incluida a possibilidade diagndstica de suspeita de micro-

invasdo (BRASIL, 2003).
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A Nomenclatura Brasileira para Laudos Citopatologico sofreu altera¢des a partir da
atualizagdo do sistema Bethesda, quando existiu a necessidade de incorporar as novas
tecnologias € conhecimentos clinicos, morfoloégicos e moleculares, facilitando a equiparagao
dos resultados nacionais com aqueles encontrados nas publicagdes cientificas internacionais.

Assim, a classifica¢do ficou conforme descrito abaixo:
2.3.1 Células Atipicas de significado indeterminado

a) Em células escamosas:

1.Possivelmente nao-neoplasico;

ii.Nao se pode afastar lesdo intra-epitelial de alto grau.
b) Em células glandulares:

1.Possivelmente ndo-neoplasico;

ii.Ndo se pode afastar lesdo intra-epitelial de alto grau.
c¢) De origem indefinida:

1.Possivelmente ndo-neoplasica;

ii.Nao se pode afastar lesdo intra-epitelial de alto grau.

2.3.2 Atipias Celulares em Células Escamosas

a) Lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau (compreendendo efeito citopatico
induzido pelo HPV e neoplasia intra-epitelial cervical grau I ou NIC I);

b) Lesdo intra-epitelial de alto grau (compreendendo neoplasia intra-epiteliais
cervicais grau Il e III ou NIC II e NIC III respectivamente);

¢) Lesdo intra-epiteliais de alto grau, ndo podendo excluir microinvasio;

d) Carcinoma epidermoide invasor.

2.3.2.1 Atipias Celulares em Células Glandulares:

a) Adenocarcinoma in situ

b) Adenocarcinoma invasor: Cervical, Endometrial e sem outras especificagoes.
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2.4 Rastreamento para o cancer do colo uterino

O método de rastreamento do cancer do colo do utero e suas lesdes precursoras € o
exame de Papanicolaou, realizado a mais de 50 anos, exame este conhecido como preventivo
(BRASIL, 2010b; WHO, 2010; TAKEHARA et al., 2011). Este procedimento identifica
lesdes que antecedem o cancer cervical e dessa maneira permite o tratamento antes que a
doenca se desenvolva para formas mais graves (KERKAR; KULKARNI, 2006; RAMA et
al., 2008Db).

A colpocitologia oncotica foi introduzida pelo Dr. George Papanicolaou em 1940.
Desde a década de 1990 até os dias de hoje, o teste Papanicolaou convencional é a principal
estratégia utilizada nos programas de rastreamento para o controle do cancer de colo do
utero. Novos métodos de rastreamento, como testes de deteccdo do DNA do HPV e inspecao
visual do colo do ttero, utilizando acido acético ou lugol (colposcopia), sdo apontados, em
varios estudos, como eficientes na reducdo das taxas de mortalidade por cancer do colo do
utero. No Brasil, o exame citopatologico ¢ a estratégia de rastreamento recomendada pelo
Ministério da Saude prioritariamente em mulheres de 25 a 59 anos (MOTTA et al., 2001;
BRASIL, 2009; SOARES; SILVA, 2010).

O sucesso do teste de Papanicolaou deve-se ao fato de poder detectar doengas que
ocorrem no colo do tutero antes do desenvolvimento para o céncer, € constitui-se em um
grande avanco no controle do carcinoma uterino. Este método gradativamente adquiriu
adeptos e, atualmente, representa uma importante forma de rastreamento deste tipo de
neoplasia. Sua grande aceitabilidade, pela populacdo e pelos profissionais de satde, aliada a
facilidade de execugdo, tem permitido a redugdo da mortalidade por cancer do colo do utero
nos paises que a implantaram de forma intensificada (MOTTA et al., 2001; GAELLE et al.,

2008; SOARES; SILVA, 2010).



25

A colpocitologia oncotica é baseada na avaliagdo citologica de esfregagos com
amostras cervical coletada da zona de transformagao e transferida para laminas de vidro com
extremidade fosca e corada pelo método de Papanicolaou, (TULIO et al., 2007; GAELLE et
al., 2008). A introdug¢do da citologia tem contribuido, mas a validade diagnostica em termos
de especificidade e sensibilidade ainda mostra deficiéncia significativa, porém nao podemos
negar a importancia deste exame nos programas de prevencao de cancer, identificando lesoes
pré-clinicas, lesdes neoplasicas ou potencialmente pré-cancerosas do colo do ttero e sdo
inquestionaveis os beneficios de sua aplicagio no estudo destas lesdes em grandes
populacdes (ALVES, 2003; GAELLE et al., 2008).

Nos paises onde os programas de rastreamentos sdo eficientes € possivel a reducdo
do cancer cervical e a evolucdo das lesdes pré-malignas para estagios mais agressivos
(RAMA et al., 2008b; PIRAS et al., 2011). Portanto, a estratégia mais eficiente para prevenir
essa doenga ¢ a realizacdo periddica do exame colpocitologico, estratégia esta reconhecida
mundialmente, como segura e eficiente (WHO, 2011).

No Brasil até a década de 1980, as acdes de controle do cancer do colo do utero eram
pontuais e voltadas para o periodo gravidico da mulher. Depois da instituicdo (1984) do
Programa de Assisténcia Integral a Saide da Mulher (PAISM), foram incorporadas as acoes
de atividades preventivas e de diagndstico do cancer do colo uterino (CORREA; VILLELA,
2008; BRASIL, 2010b; BRASIL, 2011).

As acdes de controle do cancer do colo do utero foram consolidadas na década de
1990 sob a coordenagdo do Programa Nacional de Controle do Céncer Cervico-Uterino
(PNCCU), criado em 1998 com a meta de reduzir a mortalidade e as repercussdes causadas
por este cancer, dando prioridade para mulheres com idade entre 35 a 49 anos (BRASIL,

2010b). Em 1996 foi criado o programa Viva Mulher pelo Ministério da Satde (MS) visando
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o controle de cancer do colo uterino, que culminou em 1998 com a 1* Campanha Nacional
para o Rastreamento do cancer do colo do utero através do Papanicolaou (BRASIL, 2010a).
A partir de 1999 foi iniciada a fase de consolidagdo das agdes do Programa Viva
Mulher nas rotinas dos servigos. Em 2002 foi consolidado a Sistema Nacional de Informacao
de Controle do Cancer do Colo do Utero (SISCOLO), através da 2* Mobilizagdo Nacional
para detec¢do precoce da doenca visando, prioritariamente, captar, acompanhar e tratar as
mulheres que nunca haviam realizado o exame citopatologico (CORREA; VILLELA, 2008).
O rastreamento do cancer do colo do utero representa um processo complexo com
multiplas etapas, que resulta na diminui¢do das taxas de incidéncia do cancer invasor quando
apresenta uma boa cobertura e se associa ao tratamento nos estagios iniciais da doenga
(BRASIL, 2011). No Brasil ¢ dificil saber o numero de mulheres examinadas, mas sabe-se a
quantidade de exames realizados, dificultando assim, o calculo da cobertura da populagdo
feminina pelos programas de rastreamento (CORREA; VILLELA, 2008; VALE et al., 2010).
Mas também ¢ sabido que o rastreamento organizado ¢ um desafio a ser vencido para que

seja possivel uma alta cobertura da populacao (BRASIL, 2011).
2.5 Papiloma Virus Humano (HPV)

O HPV ¢ um DNA virus com tropismo pelo epitélio escamoso acometendo
também o epitélio cilindrico. Apresenta uma infectividade que varia entre 25 a 65%. O
periodo de incubagdo ¢ extremamente variavel ocorrendo entre semanas até 8 meses, com
média de 3 meses. Em alguns casos o periodo de laténcia pode chegar a anos ou
indefinidamente (NAUD et al., 2000; DUARTE et al., 2010). Silveira et al. (2007), afirma
que o HPV ¢ um agente intracelular obrigatorio infectando células em mitose ativa,
alterando a maturacdo ¢ a diferenciacdo celular.
O HPV ¢ o agente infeccioso viral com maior frequéncia de transmissdo sexual em

todo o mundo (NORONHA et al., 2005; VAUCEL et al., 2010 WAWER et al.,2011;
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TACHEZY et al.,2011). Estima-se que aproximadamente 75% da popula¢do sexualmente
ativa entrem em contato com algum tipo de HPV durante sua vida. Porém, na maior parte das
vezes esta infeccdo ndo produz sintomas e ¢ eliminada pelo sistema imune sem o
desenvolvimento de altera¢des no hospedeiro, sendo que 70% delas desaparecem no periodo
de um ano (QUEIROZ et al., 2007).

Ghosh et al. (2011) demonstrou que 99,7% das mulheres que tém cancer do colo
uterino foram infectadas pelo HPV. Os HPV de alto risco tem sido encontrados em
aproximadamente 100% das mucosas cervicais das mulheres com cancer do colo uterino
(LACE et al., 2011).

2.5.1 Genoma viral
Os Papilomavirus Humanos (HPV) sdo caracterizados por apresentarem genoma

circular constituido de dupla fita de DNA com aproximadamente 8.000 pares de base (pb)

dentro de um capsideo icosaédrico que contém 360 copias da proteina L1 e 12 copias de L2,
organizados em 72 capsOmeros ¢ ndo possuem envelope (Figura 1). Pertencem a familia
Papillomaviridae e ao género Papillomavirus (de VILLIERS et al., 2004; DOORBAR, 2005;
MUNOZ et al., 2006).

O HPV ¢ um virus pequeno nao envelopado medindo aproximadamente 55nm de
diametro. No seu genoma destacam-se 3 regides: a primeira € a regido ndo codificadora
(Upstream regulatory region — URR ou LCR). A regido longa de controle (LCR) ¢ uma
regido que nao contem Open Reading Frame (ORF), portanto ndo codifica proteina. Porém ¢
essencial na regulacdo da replicacdo e transcri¢do dos genes celulares e virais e encontra-se
entre L1 e E6, possuindo entre 500 e 1.000 pares de bases. Existe ainda uma regido curta ndo
codificadora (SNR) entre E5 ¢ L.2 cuja funcdo bioldgica é desconhecida JEON; LAMBERT,

1995; GUTIERREZ-XICOTENCATL et al., 2009; LETO et al., 2011).
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A segunda regido, a chamada precoce (early region - E), consiste das ORF El, E2,
E4, E6 ¢ E7, que estdo envolvidas na replicagdo viral e interferem em proteinas que
controlam no ciclo celular, conferindo ao virus potencial para transformar e imortalizar as
c¢lulas hospedeiras. A terceira regido, chamada de tardia (late region - L), codifica as
proteinas L1 e L2, que sdo proteinas estruturais responsaveis pela imunogenicidade do virus
(SUGERMAN; SHILLITOE, 1997; BURD, 2003; BERNARD, 2005; SOUTO; FALHARI;
CRUZ, 2005; GUTIERREZ-XICOTENCATL et al., 2009; BODILY et al., 2011).

A regido E ¢ expressa nas células infectadas ndo produtivas e em células
transformadas; ¢ importante no controle da replicagdo viral e transformagao celular (SOUTO,
2005). As proteinas E1 e E2 estdo relacionadas com a replicagdo viral enquanto E6 e E7 com
a oncogenicidade, atuando na modulag@o de proteinas que regulam o ciclo celular, resultando
em uma proliferacdo celular descontrolada (RAPAPORT, 2005; LEE; LAIMINIS, 2007;
LETO et al., 2011). A oncoproteina E6 acelera os mecanismos de degradagao da proteina p53,
importante supressora do crescimento tumoral, interferindo desta forma nos mecanismos de
apoptose e reparo do DNA celular, ja a oncoproteina E7 age na proteina supressora tumoral
pRb (Retinoblastoma protein) também resultando em disturbio do controle do ciclo celular
(RAPAPORT, 2005; BODILY et al., 2011).

A regido L esta dividida em duas (L1 e L2), sendo uma regido altamente conservada
(principalmente a L1) em todos os HPV e representa aproximadamente 40% do genoma viral,
codificando proteinas relacionadas com o capsideo viral (SOUTO, 2005; LETO et al., 2011).
Os genes L1 e L2 s@o expressos somente em células com infecgdo produtiva (CHANG et al.,

1991; VILLA, 1997, BURK; CHEN; DOORSLAER, 2009).
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Figura 1 - Apresentacdo esquematica do genoma do HPV mostrando a disposi¢do dos genes precoce e/ou ndo
estruturais,os genes do capsideo (L1 e L2) e a Regido reguladora (URR).
FONTE: Muiioz et al., 2006.

2.5.2 Classificacio

Primeiramente o Papilomavirus ¢ classificado pela espécie de hospedeiro natural
(humano, bovino, virus de Shope) e subclassificado, em tipos, de acordo com a organizacdo
das sequéncias de nucleotideos do DNA. O género Papillomavirus esta dividido em: Alpha-
papillomavirus, Beta-papillomavirus, Delta-papillomavirus, Gama-papillomavirus Episilon-
papillomavirus, Zeta-papillomavirus, FEta-papillomavirus, Theta-papillomavirus, lota-
papillomavirus, Kappa-papillomaviruse, Lambda-papillomavirus, Mu-papillomavirus, Nu-
papilomavirus, Xi-papillomavirus, Omikron-papillomavirus e Pi-papillomavirus (DE
VILLIERS et al., 2004; QUEIROZ, 2007;).

De acordo com a classificagdo de De Villiers et al. (2004) os papillomavirus que
causam lesdes mucosas e cutdneas em seres humanos e primatas pertencem ao género Alpha-

papillomavirus.
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Dos mais de 100 tipos de HPV identificados que sdo antigenicamente semelhantes
tém sua classificacdo baseada na homologia do seu genoma dentro de uma mesma espécie.
Para que sejam considerados de um mesmo tipo ndo podem variar mais de 2% na sua regiao
codificante (ORF) e 5% na regido reguladora (LCR). Desta forma, pequenas variacdes no seu
genoma originam diferentes tipos de HPV (ROSA et al., 2009; CANCHE et al., 2010).

Os HPV podem ser classificados de acordo com o tropismo em cutaneotropicos que
infectam a epiderme e mucosotropico, que infectam mucosas (SOUTO; FALHARI; CRUZ,
2005; TERAI; TAKAGI, 2001; SILVA, 2002). As diferengas relacionadas ao tropismo ainda
precisam ser estudadas, porém a diferenca entre os tipos de HPV encontrados em tumores
benignos e malignos permite classifica-los de acordo com o seu potencial oncogénico, em
virus de baixo risco (HPV-6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81,e 89) ¢ alto risco (HPV-16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 68, 73 e 82) e provavel alto risco (HPV-26, 53 e 66) (
MUNOZ et al., 2006; ROSA et al., 2009; LIPPMAN et al., 2010; LETO et al., 2011).

Os tipos de baixo risco estdo associados as infecgdes benignas do trato genital como
condiloma acuminado e neoplasias intra-epiteliais de baixo grau. Os de alto risco quando
associados a outros co-fatores, tém relagdo com o desenvolvimento das neoplasias intra-
epiteliais cervicais e do cancer invasor do colo uterino, da vagina e da regido anal (BRASIL,
2006a). Nos carcinomas escamosos invasivos e carcinoma in situ do trato genital, os HPV
mais prevalentes sdo HPV 16 ¢ 18 (SUNDSTROM et al., 2010).

2.5.3 Formas de transmissao do HPV

Inimeros fatores contribuem para a transmissao e infeccdo do HPV, dentre eles estdo
inicio precoce da atividade sexual, multiplos parceiros sexuais, baixo grau de instrugdo e
estado civil (solteiros) (FEBRASGO, 2002; ROSA et al., 2009). A infecgdo pelo HPV é mais

comum em mulheres jovens e adolescentes do que mulheres com mais idade (NUNEZ-

NUNEZ-TROCONIS et al., 2009). Trabalhos ja demonstraram a presenca do HPV 16 em
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mulheres virgens o que vem apoiar a existéncia de uma rota de transmissdo ndo sexual
(KJAER, et al., 2001). A transmissdo através da saliva ¢ rara, mas pode ocorrer assim como
a infecc¢do fetal durante a gravidez/parto. (NOBILE; TACLA, 2005). Estudos tém explorado
a possibilidade de transmissao vertical do HPV por contato direto durante o parto ou
horizontalmente através da manipulacdo da crianca com as maos contaminadas durante o
banho ou uso de toalhas contaminadas (KJAER et al., 2001).

A transmissdo pode acontecer com uma unica relagdo sexual com um parceiro
infectado. (FEBRASGO, 2002). Mulheres virgens com pratica sexual sem penetragdo,
também podem se infectar pelo HPV, indicando que o contato genital externo ¢ suficiente
para transmissao viral (NOBILE; TACLA, 2005).

As taxas de infec¢do para o HPV variam e ¢ dependente da quantidade de particulas

virais, da durag@o do contato e do estado imunologico do individuo (TCHERNEYV, 2009).

2.5.4 Patogenicidade

Durante a relagao sexual pode ocorrer abrasdes ou microlaceragcdes no epitélio
genital, em particular na zona de transformacdo do epitélio celular, permitindo a exposi¢ao
das células basais que estdo em ativa proliferacdo (figura 2) (GIROGLOU et al., 2001; PIVA
et al.,, 2008; SAQUETE et al., 2009). Depois da entrada do virus nas células basais do
epitélio escamoso podem acontecer trés eventos distintos; primeiramente o DNA do virus
pode se manter na forma epissomal (circular e ndo integrado a célula hospedeira), fazendo
uma infec¢do latente. No proximo evento a infecgdo latente é convertida em infecc¢do
produtiva e no terceiro evento, o DNA viral uni-se a superficie da célula hospedeira
ocorrendo a integragdo do genoma do virus com o genoma do hospedeiro (BOUSARGHIN et

al., 2003; MOODLY; LAIMINS, 2010).
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A integracdo do DNA do HPV ao genoma da célula hospedeira ¢ expressdo das
oncoproteinas E6 e E7 representam atualmente, dois mecanismo de ativagdo para a
progressao das lesdes pré-malignas para o cancer (WOLSCHICK et al., 2007).

Mesmo que as proteinas E6 e E7 sejam necessarias para uma transformacdo
genotipica, elas ndo sio suficientes para guiar uma transformacio das células. E necessario
que ocorram eventos oncogénicos adicionais para que a progressdo maligna possa acontecer
(MUNOZ, 2006; MOODLY; LAIMINS, 2010).

A infec¢do pelo HPV leva a ativagdo da expressdo de uma cascata de genes virais
resultando na producdo de aproximadamente 20 a 100 cépias do DNA viral por célula. Essa
média do numero de copias é mantida durante todo o curso da infecgdo. Apds a entrada do
HPV na célula, o genoma viral se estabiliza na forma de elementos extra cromossdmicos € o
numero de copias virais aumenta. Ao se dividirem, essas células infectadas distribuem
equitativamente o DNA viral entre as células filhas. Uma das células filhas migra da camada
basal e inicia o programa de maturacdo celular. A outra continua na camada basal sofrendo
divisdes para fornecer células para a maturacdo e manutencdo da camada basal. Corresponde
a um reservatorio de DNA viral (SILVA; AMARAL; CRUZ, 2002).

A producdo viral esta restrita as células das camadas suprabasais, enquanto a
montagem dos virions ¢ o empacotamento do DNA celular ocorrem nas células da camada
superficial, pois, as células basais ndo sdo lisadas pela producdo dos virus, continuando a
proliferagdo. Essa diferenciagdo dependente promove a infeccdo e manutencdo persistente do
HPV nas camadas basais por longos periodos (Figura 2) (FEHRMANN; LAIMINS, 2003;
LACE et al., 2011). Como as células infectadas sofrem progressiva diferenciacdo, o numero
de copias e expressdo génica viral aumenta até a expressdo do gene e montagem final do

virion nas cé€lulas terminais diferenciadas da superficie (HUGHES; ROMANOS, 1993).
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Epitélio escamoso infectado Ciclo de infec¢ido do HPV
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Figura 2 - Ciclo da infecgdo pelo HPV
FONTE: Wyant (2007) adaptado de Doorbar (2005)

Um evento central para a transformag@o neoplasica das células infectadas pelo HPV
de alto risco ¢ a integracdo do genoma viral ao cromossomo da célula hospedeira, ao contrario
das lesdes benignas, onde ndo ocorre essa integragdo, pois os virus encontram-se na forma
epissomal (CARMO; FIORINI, 2007). Para o HPV integrar-se ao genoma da célula
hospedeira, é necessario que ocorra uma quebra no genoma do virus. Essa quebra ndo ocorre
de forma aleatéria, @ maioria ocorre nas regioes Ele E2 do virus. O resultado desta quebra ¢ a
perda da fungao destes genes, acompanhada de desregulagao dos genes E6 ¢ E7 resultando na
transformagao da célula (RIVOIRE et al., 2001).

O processo de carcinogénese apresenta multiplas etapas envolvendo mudangas
genéticas e epigenéticas, levando a ativagdo de proto-oncogenes e/ou inativacdo de genes

supressores de tumor (SOUTO, FALHRI, CRUZ, 2005). Os genes E6 e E7 sdo considerados
os genes de maior poder de transformacdo do HPV, os quais podem exercer seus efeitos
interferindo nas proteinas que regulam o crescimento celular (FIORINIL, 2007; GALLOWAY,
2009; TAMAYO, 2010; LACE et al., 2011).

A integragdo do DNA do HPV no genoma do hospedeiro leva a sua linearizagdo

entre os genes E1 e E2, resultando na inativagdo ou alteragdo de E2 por corte ou delegdo. O
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resultado dessa quebra é a perda da fungdo desses genes que leva a desregulacdo da
expressao dos genes E6 ¢ E7 (RIVERA, 2006; CARMO; FIORINI, 2007). A proteina E6 tem
uma grande afinidade pelo DNA e ¢ encontrada tanto no nucleo como na membrana
plasmatica e forma complexo com a p53 e a enzima ubiquitina ligase, produzindo a
degradacdo de p53, impedindo seu efeito supressor no ciclo celular frente a uma carga viral
elevada ou diante de mutante do DNA celular (Zur HAUSEN, 2002; BRENNA;
SYRJANEN, 2003; SOUTO, 2005; RIVERA et al., 2006; FIORINE, 2007).

Os genes E6 e E7 codificam proteinas diretamente relacionadas com a carcinogénese
induzida pelo HPV. E possivel que essas proteinas sejam mediadas pela integracio de E6
com a proteina p53 (supressora tumoral) ¢ E7 com a pRb (proteina do retinoblastoma),
causando a desregula¢do do ciclo celular e inicio da transformagdo e imortalizacdo das
células infectadas por este virus (DOORBAR, 2005; WOLSCHICK et al., 2007). Assim,
quando o DNA celular ¢ afetado, as proteinas p53 e pRb travam o ciclo celular permitindo a
célula ativar os mecanismos de reparagdo (MUNGER et al., 2001; CHUNG et al., 2008). A
inativacdo destas proteinas pelas proteinas virais impede os processos de reparacdo do DNA,
dando origem a instabilidade genética, acimulo de mutagdes e finalmente o desenvolvimento
de neoplasias (AKUTSU et al., 1996; MUNGER et al., 2001).

As proteinas E6 e E7 sdo necessarias para a transformacdo genotipicas, mas nio sdo
suficientes para direcionar a uma transformacdo celular. E preciso que ocorram eventos
adicionais como fatores de risco tipo: paridade, tabagismo, uso prolongado de contraceptivos
orais, imunossupressao, particularmente relatado em pacientes com HIV, infecgdo com outras
DST e deficiéncias nutricionais para que a progressdo maligna possa acontecer (WHITE et
al., 1994; MUNOZ et al., 2006; SCHIFFMAN et al., 2007; BRASIL, 2009; ROSA et al.,

2009).
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2.5.5 Diagnostico do cancer do colo Uterino

2.5.5.1 Diagnostico (HPV)

A maioria das infecgdes causadas pelo HPV ¢é assintomatica ou inaparente ou de
carater transitorio. Suas formas de apresentacdo podem ser clinicas, apresentando lesdes
exofiticas ou verrugas, e subclinicas, onde ndo apresentam lesdes aparentes (BRASIL, 2009).

O HPV ¢ um virus que ndo cresce em meios de cultura convencionais € os métodos
diagnosticos por da sorologia apresentam precisao limitada. O diagnoéstico ¢ feito por meio da
histopatologia e citopatologia das lesdes ou da deteccdo do DNA do virus nas células
infectadas (LETO et al., 2011).

No Brasil um dos grandes problemas enfrentados pelos profissionais de saiude € o
diagnoéstico laboratorial das DST, entre elas o HPV, pois a grande maioria dos testes ndo esta
disponivel na rede publica de saude. Raras sdo as unidades de saide habilitadas para oferecer
resultados conclusivos e confiaveis, e quando estdo disponiveis, quase sempre, esta atrelado a
projeto de pesquisa (BRASIL, 2008)

O diagnostico de infeccdo por HPV pode ser basecado na combinagdo das
caracteristicas clinicas e histopatoldgicas e citopatoldgicas, levando em consideragdo a
histdria clinica do paciente (FEBRASGO, 2002; GUTIERREZ-XICOTENCATL et al., 2009;
PIVA et al., 2008). Alguns dos aspectos citomorfologicos, como a coilocitose, sugerem
infeccdo por HPV, mas ndo confirmam sua presenca ou o tipo de HPV presente. Existem
varias técnicas moleculares utilizadas para deteccdo do HPV-DNA, a maioria das quais sdo
utilizadas para fins de investigagdo (PIVA et al., 2008; GUTIERREZ-XICOTENCATL et al.,
2008).

Com os avangos das técnicas de detec¢do molecular o genoma do HPV tem sido
identificado em células neoplasicas malignas, sendo assim associado ao cancer,

principalmente o cancer cervical (SILVA; AMARAL; CRUZ, 2002; LINDEMANN et al.,
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2011). O uso de um teste de biologia molecular para o diagnostico do HPV pode aumentar a
sensibilidade do rastreamento cervical, j4 que a sensibilidade de um resultado positivo é,
significativamente, mais elevada do que aquela de um unico teste citologico em que a
sensibilidade esta em torno de 40-65% e varia dependendo da coleta e da pericia do
observador (CUZICK et al., 2003).

A detecgdo do DNA do HPV pela técnica de PCR ¢ importante, mas se torna
necessario discriminar o tipo nas amostras clinicas provenientes das mucosas genitais, a fim
de verificar se os tipos presentes sdo de alto ou de baixo risco para o desenvolvimento de

neoplasias cervicais (KANESHIMA et al., 2001).
2.5.5.2 Papanicolaou

O Papanicolaou ¢ o exame preventivo mais comum no rastreamento do cancer
cervical (Figura 3). Ele ndo detecta o virus, mas as alteragdes que ele pode causar nas células.
Este exame ¢ indicado na rotina de screening do cancer cervical ou na presenga de lesdo HPV
induzidas com o objetivo de diagnosticar neoplasias intra-epiteliais ou cancer invasor
(FEBRASGO, 2002; PIVA et al., 2008).

Doengas neoplasicas invasivas do colo ttero sdo em geral precedidas por uma longa
fase pré-invasiva e sdo detectadas por uma combinacdo de citologia, colposcopia e histologia
(MACEDO et al., 2010). Porém ¢ ainda o Papanicolaou o exame de melhor custo beneficio
para identificacdo de casos do céncer do colo uterino (ELEUTERIO JUNIOR et al., 2004;

DINC et al., 2010).
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Figura 3 - Coleta de Papanicolaou
FONTE: Sobre, 2012

2.5.5.3 Colposcopia

Exame feito com colposcopio, apareclho que aumenta o poder de visualizagdo,
permitindo identificar as lesdes ndo visualizadas a olho nu, da vulva, vagina e colo do utero. E
indicado quando ha suspeita de lesdes cervical no momento da avaliacdo clinica ou quando
houver alteragdes citologicas positivas para neoplasia intra-epitelial, cancer ou ASC-US
(IARC, 2012).

A avaliac¢ao do colo uterino com acido acético a 5% mostrou-se eficaz nas pacientes
assintomaticas no sentido de identificar as lesdes precursoras do cancer cervical, aumentando
a sensibilidade da citologia cérvico-vaginal. Apos a aplicagdo do acido, examina-se a paciente
com lupa ou colposcopio. Ao exame, lesdes esbranquicadas podem ser evidenciadas
(FEBRASGO, 2002).

2.5.5.4 Exame anatomopatolégico

E a retirada de uma pequena amostra da lesdo para andlise. Sua indicagdo baseia-se
na necessidade de confirmagdo diagndstica e suspeita de neoplasia. Deve ser evitada em
lesdes tratadas previamente com podofilina, pois pode produzir alteragdes citologicas que

simulam malignidade (IARC, 2012).
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2.5.5.5 Reac¢ao da polimerase em cadeia (PCR)

Teste de alta sensibilidade na deteccdo viral, a PCR ndo ¢ utilizada na rotina, ¢ ndo
deve ser recomendada para diagndstico de lesdes subclinicas. Este teste consiste na
amplificacdo do DNA viral ¢ tem sido utilizada principalmente, em pesquisa como padrdo
ouro para confirmar ou nao a presenga do DNA do HPV (FEBRASGO, 2002)

De acordo com Gross e Barrasso (1999), somente 10 a 20% das mulheres com HPV
apresentam anormalidades citologicas, portanto essencial a confirmacdo do diagnostico pelo
uso de técnica de biologia molecular. Somente estas técnicas permitem a deteccdo do DNA do
HPV e sdo capazes de informar ao clinico, a existéncia da infeccdo, mesmo na auséncia de
alteracdes morfologicas (TABORA et al., 2009).

A PCR consiste em um método que permite a escolha de iniciadores (primers)
especificos para cada tipo de HPV (com base nas variagdes das sequéncias presentes nos
genes E6 e E7) possibilitando a identificagdo do genétipo do HPV. Ainda podem ser
escolhidos, primers para a regido mais conservada do genoma do HPV como a L1, que
permite a deteccao dos diferentes tipos de HPV em uma tnica reagao (TANG, 2002; BURD,
2003).

Os primers universais utilizados para a deteccio do HPV sdo MY09 e MY1l
(BAUER; MANOS, 1998) que amplificam 450pb da regido génica L1 do capsideo viral. Para
aumentar a sensibilidade utiliza-se o Nested-PCR, fazendo uso dos primers GP5+ e GP6+
localizados internamente a sequencias de nucleotideos da primeira amplificagdo com MY09 e
MY 11. Esses primers amplificam um fragmento de 150pb (BAUER; MANOS, 1998).

A introdugdo do método de PCR para detecgdo do HPV tem disponibilizado um teste
muito sensivel para a detecgdo do DNA do HPV (KJAER et al., 2001). E o método de

escolha e considerado o mais sensivel disponivel na deteccdo do DNA do HPV, atualmente
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utilizado em todos os estudos, com taxas de detecgdo altas, geralmente maiores que outros

métodos (SOUZA; GONCALVES, 2009).
2.6 Epidemiologia (HPV- Cancer cervical)

A maior série de casos de cancer cervical invasivo investigado com um protocolo
padrao foi montada por uma Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer (IARC).
Cerca de 1000 mulheres histologicamente diagnosticadas com cancer cervical invasivo foram
recrutadas em 22 paises ao redor do mundo. As biopsias congeladas dos tumores dessas
mulheres foram analisadas em um laboratério central para a deteccdo do DNA do HPV,
utilizando rigorosos controles. Ap6s reandlises dos casos inicialmente negativos para o HPV,
o DNA deste virus foi encontrado em 99,7% das amostras, levando a conclusdo que o HPV ¢
uma causa necessaria para o cancer cervical (MUNOZ et al., 2006; ROSA et al., 2009).

Estudos epidemioldgicos realizados nos FEstados Unidos da América tém
demonstrado que 75% da populagdo com idade entre 15-50 anos sdo infectadas com o HPV
genital durante toda a sua vida, sendo que 60% apresentam infeccdo transitoria, 10%
apresentam infeccdo persistente confirmada pela deteccdo do DNA do HPV por PCR em
amostras genitais, 4% com leves sinais citologicos, e 1% com lesdes clinicas (WHO, 2011).

Na América Latina, Lopez et al. (2010) encontraram uma prevaléncia de 61,2% do
DNA do HPV em mulheres com lesdo de baixo grau e 78,2% em mulheres com lesdo alto
grau, indicando assim uma alta prevaléncia deste virus na populagdo feminina do Chile. Em
um estudo sistematico de meta-analise realizado por Ciaponi et al. (2011) foi encontrada uma
prevaléncia de 48,5% do DNA do HPV em mulheres argentinas com HSIL e 48,5% em
mulheres mexicanas nas mesmas condi¢des citologicas, 41,9% nas mulheres do Paraguai ¢
34,7% nas mulheres boliviana com LSIL e ASC-US. Assim, as taxas de incidéncia do HPV
estdo entre as mais altas influenciando na mortalidade por cancer do colo uterino na América

Latina (PINOTTI et al., 2004).
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No Brasil, estudos t€ém demonstrado que a infec¢do pelo HPV é mais frequente em
mulheres jovens por estarem em pleno periodo reprodutivo e na fase de maior atividade
sexual. Com o aumento da incidéncia desta infeccdo em adolescentes sexualmente ativas o
aparecimento de lesdes intra-epiteliais podem progredir para malignidade mais rapidamente
devido a imaturidade da cérvice NONMENMACHER et al., 2002; DUARTE et al., 2010).

Rama et al. (2008a) demonstraram uma prevaléncia de 17,8% (por PCR) da infec¢ao
genital pelas espécies de HPV de alto risco como o 16 € 18 em amostras cervicais de mulheres
rastreadas para o cancer cervical na cidade de Sao Paulo. Na cidade do Rio de Janeiro, Pereira
et al. (2007) demonstraram prevaléncia de 75,6% em mulheres submetidas a biopsia nas
mulheres atendidas pelo Servigco de Patologia Cervical do Hospital Universitario Antonio
Pedro. No nordeste brasileiro, Soares et al. (2003) demonstraram uma prevaléncia de 26% de
HPYV entre as mulheres com idade reprodutiva sem lesao citologica.

Corréa (2007) trabalhando com amostra cervical de mulheres portadoras de lesdo
intra-epitelial de alto grau e carcinoma epidermdide invasor do colo uterino atendidas na
FCECON-AM, usando técnica de PCR encontrou o DNA do HPV em 100% das amostras
testadas. Dentre estas 60,5%, foram positivas na primeira reagcdo usando como iniciadores
MY09 e MY1l. As demais foram positivas na reagdo de Nested PCR, utilizando os
iniciadores GP5+GP6+.

Ainda no Amazonas, Ferreira (2007), utilizando a técnica de PCR detectou a
presenca do DNA do HPV em 94,7% de 153 mulheres com diagndstico de lesdo pré-maligna
e maligna do colo do ttero atendida no servigo de Ginecologia da FCECON-AM.

No estado do Amazonas, Castro et al. (2011), demonstraram prevaléncia de 39,28%
de infeccao pelo HPV em 83 mulheres atendidas na FCECON, que apresentavam diagnostico
sugestivo para infec¢do por HPV, displasia leve, moderada, e acentuada, carcinoma in siftu,

carcinoma microinvasor, francamente invasor ¢ adenocarcinoma de colo uterino contra um
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percentual de 6,45% em 61 mulheres atendidas no Curso de Farmacia da UFAM, que
apresentavam citologia normal ou inflamatoria, através da PCR, utilizando os iniciadores
MY09/MY11. Os tipos de HPV encontrados relacionados com as alteracdes citologicas
(LSIL e HSIL), neste estudo foram os tipos16, 66, 33, 58, 13 ¢ 68. O mais prevalente foi o
tipo 16.

Naud et al. (2000) relatam que as taxas de incidéncia da infec¢do pelo HPV podem
alcancar cerca de 30% a 40% em pacientes com idade inferior a 20 anos. A partir dos 35
anos, a prevaléncia da infec¢do diminui para aproximadamente 10% e a infec¢do pelo HPV
de alto risco para cerca de 5%. No entanto enquanto a infeccdo pelo HPV diminui com a
idade, a incidéncia de cancer cervical aumenta.

A incidéncia de mortalidade por cancer cervical tem diminuido gragas ao diagnostico
precoce pela citologia, ¢ o sucesso deste servico tem sido modelo para outros tipos de
tumores. A ndo realizagdo do exame citopatoldgico rotineiramente representa o maior risco
para desenvolver cincer do colo uterino. Porém atualmente ainda ndo existe método de
rastreamento e diagnostico que represente 100% de sucesso e certeza nos resultados

(RIVOIRE et al., 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar e genotipar o HPV em mulheres com resultado citolégico de LSIL e
ASC-US.

3.2 Objetivos especificos

a) Realizar reavaliagdo citologica e comparar os resultados da primeira citologia com
os da segunda.

b) Comparar os resultados citoldogicos com os da deteccdo molecular e genotipagem.

¢) Correlacionar os dados socioecondmicos e fatores associados ao cancer de colo
uterino com os resultados moleculares.

d) Compara o resultado da segunda citologia das mulheres HPV-DNA positivo com

o tipo de HPV encontrado.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da FUAM e aprovado,
conforme parecer 006/2010CEP/FUAM (Anexo-1). A figura 4 demonstra as etapas

experimentais do estudo.

Recrutamento e entrevista

4
Coleta das amostras
4 4
Citologia Oncética Procedimentos Moleculares
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(BLASTN)

4

Correlagdo dos resultados

Figura 4 - Esquema demonstrativo das etapas experimentais
4.1 Tipos de estudo
Trata-se de um estudo de corte transversal com componente analitico em mulheres
atendidas na FUAM com resultado do exame preventivo positivo para LSIL e ASC-US.
4.2 Populagoes de estudo
Pacientes do sexo feminino com resultados de exame colpocitolégico positivo, em

exame anterior realizado na FUAM, para Lesao Intra-epitelial escamosa de Baixo Grau e

Células Escamosas Atipicas de significado Indeterminado. Todas as pacientes foram
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acompanhadas clinica e laboratorialmente, no ambulatorio de DST da FUAM no periodo de

janeiro de 2009 a julho de 2011.
4.3 Critérios de inclusiao

c) Pacientes que apresentaram exame colpocitolégico realizado no laboratério de
Citologia da FUAM cujo diagnoéstico, resultou em LSIL e ASC-US, entre
janeiro de 2009 a julho de 2011.

d) Pacientes do sexo feminino, na faixa etaria de 18 a 59 anos, atendidas no
ambulatorio de DST da FUAM.

4.4 Critérios de exclusao

a) Pacientes que possuam resultados de exame citopatologicos compativel com os
solicitados para a pesquisa, mas que nao foram atendidas no ambulatorio de DST da
FUAM.

b) Pacientes cujos resultados do exame citopatologico anterior apresentaram outros
resultados.

4.4.1 Coleta de dados

Baseou-se nos laudos constituintes do Sistema de Informac¢Ses do Cancer do colo do
utero - SISCOLO (Ministério da Satde — MS) utilizado pelo Laboratorio de Citologia da
FUAM, onde constam idade, enderecgo, contato e resultado do exame citoldgico, cujo modelo
segue em anexo (Anexo 2).

4.4.2 Amostra clinica

Ap6s a explanacdo do projeto as pacientes foram arguidas quanto a concordancia em
participar do estudo e que, segundo a resolucdo CNS 196/96 as mulheres que concordaram
em participar da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE
(Anexo 1) e responderam a um questionario padronizado (Apéndice B), através do qual foi

possivel tragar o perfil socioecondmico da populagdo estudada. A partir deste questionario,
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foram avaliadas informacdes como a idade, estado civil, escolaridade, renda familiar, idade
da primeira relacdo sexual, idade da primeira gravidez, nimero de abortos, assim como
também o nimero de parceiros sexuais.

As pacientes foram atendidas no Laboratorio de Citologia Clinica da FUAM no
periodo de Janeiro 2009 a julho de 2011 e foram identificadas no arquivo do SISCOLO
aquelas que tiveram como resultado do exame citologico ASC-US e LSIL. Assim, através de
busca ativa, foram convidadas a comparecer a FUAM para fazer nova coleta de material.

Paralelamente a coleta do exame citologico, também foi coletada amostra cervical
para a realizagdo do diagnostico molecular e genotipagem viral. Para que ndo houvesse
contaminacdo, a coleta da amostra destinada ao diagndstico molecular antecedeu a coleta
para o exame citologico.

Todas as coletas foram executadas pelo médico ou enfermeiro responsavel,
conforme rotina existente no setor, com auxilio de escova endocervical do tipo cytobrush e
transferidas para microtubos contendo 400 pL de tampdo TE (Tris HCL 10mM e EDTA
ImM pH 8,0). Em seguida, as amostras foram encaminhadas para o Laboratorio de Biologia
Molecular da FUAM, onde foram congeladas a -20°C para em seguida serem encaminhadas
para processamento e analise no Laboratorio de Biologia molecular da UFAM.

Para coleta do material citologico utilizou-se espatula de Ayre e escova
endocervical. O material coletado foi distribuido em laminas de vidro com extremidade fosca
e fixadas em alcool a 96% (Figura 5). Apos a fixacdo do material, as laminas foram coradas
pelo método de Papanicolaou e o escrutineo das laminas foi realizado no Laboratorio de
Citologia com ocular de 10X e objetiva de 10X e 40X com aumento final de 100X e 400X,

respectivamente (MARTINS at al., 2007).
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4.4.3 Extracao do DNA

Depois de descongeladas e deixadas a temperatura ambiente, as amostras foram
submetidas ao processo de extragdo de DNA, conforme mostra a figura 6. Aos 400 pL da
amostra foram acrescentados 400 pL. de tampao proteolitico-TPK ([TRIS HCI 50 mM +
EDTA 50mM pH 8,0], Tween 20% e Proteinase K 10 mg/mL), e incubados por 60 minutos a
56°C, seguido por 10 minutos a 95°C em banho seco. Apds a etapa de lise das células o
DNA foi extraido pelo método do fenol/cloroférmio, precipitado com etanol e ressuspenso
em 50 pL tampao TE (TRIS HCL 10mM e EDTA 1mM pH 8,0), segundo consta no anexo 4
(SAMBROOK et al., 1989).

Em seguida, foi realizada PCR para verificacdo da eficiéncia do processo de
extracdo, e confirmar a presenca do DNA cromossomal humano amplificavel com o objetivo
de verificar a viabilidade do DNA extraido das amostras. Nesta etapa foi amplificado o DNA
gendmico humano, utilizando-se um par de iniciadores designados ISO2G que flanqueiam
uma sequéncia de 260 pares de bases de uma regido microssatélite (GATA)13 do
cromossoma 15 humano (PONTES, 2003). Para todas as reacdes moleculares foi utilizado
um controle negativo (dgua Mili-Q ultrapura) e um controle positivo disponibilizado pelo
Laboratdrio de Diagnostico Molecular da UFAM. O sistema da reag@o foi preparado com o

volume final de 25 pL, conforme Quadrol.
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Figura 6 - Esquema demonstrativo das etapas do estudo molecular

Quadro 1 - Sistema de reagdo para iniciadores ISO2G

Reagente Volume
H20 10,3 uL
Tp 5X 5,0 uL
MgCl12 25Mm 2,0 uL
dNTP 10mM 0,5 uL
ISO2G5pmol 5,0 uL
Taq DNA polimerase (5U/uL)* 0,2 uL
DNA 2,0 uL
Volume final 25,00 uL

*Enzima GO taq DNA polimerase PROMEGA
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A reacdo foi realizada em termociclador Veriti (Applyed Biosystems), de acordo com

as condi¢des de termociclagem mostradas no Quadro 2.

Quadro 2- Condi¢oes da PCR para DNA gendmico humano ( iniciadores ISO2G)

Nuzlil:ll:; de Temperatura ("C) | Tempo (min.) Etapas
1 95 2 Desnaturagdo inicial
95 1 Desnaturacado
40 50 1 Anelamento
72 1 Extensdo
1 72 5 Extensdo final

A seguir, os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a

2,0%, corado com brometo de etideo 1pg/uL, em tampao TEB1X (Tris 89mM borato 89mM

e EDTA 2,5mM), sob tensdo elétrica de 80 a 100 Volts, aproximadamente 40 minutos.

Depois da corrida, os fragmentos (DNA amplificado) foram visualizadas por fluorescéncia
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sob a luz Ultavioleta com o auxilio de um transiluminador e fotografadas em camera digital

Olympus SP-500uz.

4.4.3.1 Deteccao do HPV

Apbs a confirmacdo do DNA gendmico amplificavel as amostras positivas foram
submetidas a PCR para a deteccdo do HPV, na qual se utilizou a técnica de Nested-PCR que
consiste em duas etapas de amplificagdo consecutivas. A primeira etapa da PCR foi realizada
utilizando-se os iniciadores MY09 e MY 11 que amplificam um fragmento de 450pb da regido
L1 do capsideo viral (MANOS, 1989) (Quadro 3). As condigdes de termociclagem estdo
mostradas no Quadro 6.

Para controle da reagdo foi usado um controle negativo de reagentes (dgua Milli-Q
ultrapura) e um controle positivo com uma amostra conhecidamente positiva para o HPV
previamente sequenciada pertencente ao banco de dados do Laboratorio de Diagnéstico
Molecular/Divisao Biotecnologia do Centro de Apoio Multidisciplinar-CAM da UFAM.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e
corados com brometo de etideo 1pug/pul, em tampao TEB 1X (Tris 89mM borato 89mM e
EDTA 2,5mM), sob tensdo elétrica de 80 Volts por aproximadamente, 40 minutos. Ao gel
foram aplicadas aliquotas com um volume final de 10 pL contendo 8 pL do produto da PCR
e 2 uL da solucdo de azul de bromofenol (TEB 5X). Foi utilizado um marcador o ladder
multiplo de 100 pb da Invitrogen Life Technologies.

Depois da corrida as bandas foram visualizadas por fluorescéncia sob luz Ultra
Violeta com o auxilio de transluminador e fotografado em camera digital Olympus SP-500uz.
Os produtos das amostras amplificadas (MY09/MY11) foram armazenados a -20°C para

posterior sequenciamento.
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Quadro 3 - Sequéncias dos primers utilizados para o diagnéstico do HPV e tamanho dos produtos obtidos.

Patégeno | Iniciadores Sequéncia* Taman-ho do
amplicon
MY09 5’ CgTCCMARRgCAWACTEATC 3’
450pb
MY11 5’ gCMCAgggWCATAAYAATGC 3’
HPV
GP5+ 5° TTTgTTACTgTggTAgATACTAC 3’
150 pb
GPo+ 5’sAAAAATAAACTETAAATCATATTC 3’

Posi¢des nucleotideas variaveis M=A ou C; R=A ou G; W=A ouT; Y=C ou T.

Quadro 4 - Sistema de reagdo para iniciadores PCR com iniciadores MY09/MY 11

Reagente Volume
H,0 14,6 uL
Tp 10X 2,5ul
MgCI2 50Mm 0,8 uL
dNTP 10mM 0,5 uL
primer MY 09 Spmol 2,5 uL
primer MY 11 Spmol 2,5 uL
Tag DNA polimerase (5U/pL)* 0,1 uL
DNA 1,5 ul
Volume final 25,00 pLL

*Enzima GO taq DNA polimerase Invitrogen

As amostras que se apresentaram negativas a reagdo com MYO09/MY11 foram
submetidas a uma segunda etapa de amplificagdo (Nested PCR), com o par de iniciadores
(GP5+/GP6+) localizados mais internamente a sequencia de nucleotideos da primeira
amplificacao. Esta reagdo resulta em um produto de 150 pb (Quadro 2).

Os produtos da PCR obtidos com os iniciadores MY09 ¢ MY11 foram utilizados
como amostra para a segunda reacdo onde utilizou-se um par de iniciadores GP5+/GP6+ (

RODA HUSMAN et al., 1995), conforme Quadro 5.

Quadro 5 - Sistema de reagdo para iniciadores PCR com iniciadores GP5+/GP6+

Reagente Volume
H,0 15,6 uL
Tp 10X 2,5 uL
MgC12 50Mm 0,8 uL
dNTP 10mM 0,5 uL
primer GP5+ 5pmol 2,5 ulL
primer GP6+ 5pmol 2,5uL
Taq DNA polimerase (SU/uL)* 0,1 uL
DNA (produto da reagdo do MY) 0,5 uL
Volume final 25,00 pLL

*Enzima GO taq DNA polimerase Invitrogen
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Para a PCR com MY09/MY11 e Nested-PCR com GP5+/GP6+ utilizou-se as

seguintes condi¢des de termociclagem (Quadro 6).

Quadro 6 - Condi¢des da PCR para detecgdo do HPV através dos iniciadores MY e GP

Numero de ciclos | Temperatura ('C) | Tempo (min.) Reaciio
1 95 1 Desnaturagdo inicial
95 1 Desnaturagao
40 55 1 Anelamento
72 1 Extensdo
1 72 5 Extensao final

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese a 2,0% e corados com
brometo de etideo Iug/ul, em tampdao TEB 1X, sob tensdo de 80 Volts por

aproximadamente, 40 minutos e fotografados.
4.4.3.2 Purificacao dos produtos da PCR

Os produtos da PCR positivos quando se utilizou os iniciadores MY09/MY11 e
GP5+/GP6+ foram purificados com o sistema que utiliza as Enzimas, Exo-Sap (Exonuclease-
Exo e Fosfatase alcalina de Camarao — Sap). Esta etapa tem como objetivo a eliminagdo de
substancias ndo incorporadas durante a reagdo de amplificagdo como os sais, primers e
dNTPs, que possam interferir na reagdo de sequenciamento.

O sistema de purificacdo consiste em um volume final de 13 pL, composto de 10 pL
do produto da PCR (MY09/MY11 ou GP5+/GP6+); 2,33 uL de agua Milli-Q; 0,4 pL da
Enzima Sap; 0,27 pL da Enzima Exo, seguindo incuba¢do por 30 minutos a 37°C e 20

minutos a 65°C, temperaturas ideais para a agdo dessas enzimas (Quadro 7).

Quadro 7 - Sistema de reagdo de purificagido

Reagente Volume
Produto da PCR (MY09/MY11 ou GP5+/GP6) 10,00 uL
Agua Mili-Q 2,33 uL
Exo 0,27 uL
Sap 0,40 uL
Volume final 13,00 nLL
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4.4.3.3 Sequenciamento nucleotidico

O sequenciamento constitui-se de trés etapas: 1) reagdo de sequenciamento e
precipitagdo dos componentes da reacdo; 2) leitura no sequenciador automatico; 3) analise e
edicdo inicial das sequéncias.

A reacdo de sequenciamento foi realizada em uma placa (ABI 3130 Applied
Biosistem) especifica para eletro inje¢do em sequenciador automatico.

O sistema da reagdo de sequenciamento para o volume final de 10 uL foi composto
dos reagentes Big Dye, tampao, primer (podendo ser MY09 ou MY11 5 pmol ou GP5+ ou

GGP6+ 5 pmol) , Agua Mili-Q e produto da PCR purificado conforme mostrado no Quadro

8.
Quadro 8 - Sistema de reagdo de sequenciamento

Reagente Volume
Agua Mili-Q 5,7 uL
Tp 5X 2,0 uL
DBig Dye 0,3 uL
Primer (MY09 ou MY11 ou GP5+ ou GP6) 1,0 uL
DNA 1,0 uL
Volume final 10,00 pL.

As reacdes de sequenciamento foram realizadas de acordo com as condigdes

mostradas no Quadro 9 - em termociclador Applied Biosistems.

Quadro 9 - Condigdes para a reagdo de sequenciamento

Etapas Temperaturas Tempo
Desnaturagao 96°C Imin
Desnaturagdo 96°C 15seg
Anelamento 50°C 15seg .
Extensao 60°C 4min 25 ciclos
Manutengio/Hold 4°C Indefinido

4.4.3.3.2 Precipitacao do produto da reacio de Sequenciamento

Para a precipitacdo do DNA utilizou-se o protocolo com Isopropanol/Etanol (Anexo
5).

A ressuspensdao das amostras foi feita utilizando Formamida HiDi (Applied

Biosystems P/N 4311320) (Anexo 6). Em seguida as amostras foram aplicadas para
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sequenciamentos em seqilienciador automatico ABI 3130 ( Applied Biosystems) de acordo

com a metodologia padrao recomendada pelo fabricante.
4.4.3.3.3 Analises das sequéncias

As sequéncias foram conferidas utilizando-se o programa BioEdit Version 70.0
(HALL, 1999).

A edi¢do inicial das sequéncias foi realizada e em seguida prosseguiu-se a
identificacdo e confirmacdo do tipo de HPV. Compararam-se as sequencias editada das
amostras sequenciadas com as sequéncias nucleotidicas depositadas no Banco Mundial de
Nucleotideos — GenBank, utilizando-se o programa BLAST/BLASTN (ALTSCHUL, 1997)
pelo o site: www.ncbi.nlm.nih.gov. Foram consideradas validas as homologia das sequéncias
com e-value menor que e,

4.4.3.4 Analise dos dados

Foi realizada a correlagdo entre os resultados obtidos na colpocitologia, dados
clinicos e socioecondmicos com os da biologia molecular.

Os dados estdo apresentados por meio de tabelas e graficos de frequéncia, sendo que
para variaveis quantitativas foram calculadas as médias e o desvio padrdo. Na andlise dos
dados foi utilizado ainda o teste do Qui-quadrado de Pearson.

A analise das variaveis quantitativas foi realizada através da comparagdo das médias
e teste exato de Fisher. Quando constatado normalidade dos dados utilizou-se o Teste T de
Student. O nivel de significancia fixado na aplicag¢do dos testes foi de 5% (p<0,05) com um

intervalo de confianca de 95%.
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S. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas da populacao estudada

Foram pesquisadas 70 amostras cervicais de pacientes atendidas na FUAM. O grau

de instrugdo, a renda familiar, o estado civil estdo demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Distribuigdo em relagdo aos dados socioecondmicos das pacientes atendidas no ambulatorio de DST
da FUAM-Manaus-AM.

Variaveis (n = 70) fi %
Escolaridade
Fundamental incompleto 12 17,1
Fundamental completo 7 10,0
Meédio incompleto 3 43
Meédio completo 28 40,0
Superior incompleto 17 24,3
Superior completo 3 4,3
Estado civil
Solteiro 45 64,2
Casado/unido estavel 22 31,4
Divorciada/Separada 2 3,0
Viuva 1 1,4
Renda familiar
Menos de um salario minimo 4 5,8
Um salario Minimo 14 20,0
Dois salarios minimos 18 25,7
Trés Salarios minimos 14 20,0
Quatro Saldrios minimos 12 17,1
Naéo informou 8 11,4
Trabalham
Sim 39 55,7
Nao 31 443
Idade
Média = DP 299+11,1

fi= frequéncia absoluta simples; DP = desvio-padrio.
Fonte: Questionario realizado com as pacientes estudadas.

Observou-se o inicio da atividade sexual das mulheres estudadas bastante precoce
com idade menor que 16 anos correspondendo a 45,7% (32/70). Quanto ao uso de
preservativo, 25,7% (18/70) informaram usar sempre com o parceiro fixo, 31,4% (22/70)
nem sempre usam ¢ 15,7% (11/70) raramente, 12,9% (9/70) nunca ¢ 14,3% (10/70) ndo
responderam. Doze pacientes afirmaram ter parceiros eventuais e 83,3% delas (10/12)
relataram sempre usar o preservativo, 16,7% (2/12) raramente usam ¢ quando foi questionada

quanta a razao, afirmaram sentir incomodo ou o parceiro prefere ndo usar (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribui¢do em relagdo aos dados de inicio das atividades sexuaia, tipo de parceria sexual e uso de
preservativo. Manaus-AM

Variaveis fi %
Idade do inicio das atividades sexual
<16 anos 32 45,7
> 16 anos 38 54,3
Uso de preservativo com parceiro fixo
Sempre 18 25,7
Nem sempre 22 31,4
Raramente 11 15,7
Nunca 9 12,9
Nao respondeu 10 14,3
Uso do preservativo com o parceiro eventual (n =12)
Sempre 10 83,3
Raramente 2 16,7

f. = freqiiéncia absoluta simples; DP = desvio-padrao.

Quando as pacientes foram interrogadas quanto ao nimero de parceiros sexuais ao
longo da vida 71,4% (50/70) das mulheres estudadas tiveram de 1 a 5 parceiros, 15,7%
(11/70) de 6 a 10 e acima de 10 parceiros 12,9% (9/70). Quanto ao nimero de parceiros nos
ultimos 12 meses 70% (49/70) tiveram apenas 1 parceiro fixo, 14,3% (10/70) nenhum, 11,4%
(8/70) dois e 4,3% (3/70) 3 parceiros. Estas mesmas pacientes quando interrogadas quanto ao
nimero de parceiros eventuais nos ultimos 12 meses 82,8% (58/70) delas responderam que
ndo tiveram parceiros eventuais, 17,2% (12/70) tiveram parceiros eventuais nos ultimos doze
meses. E quando interrogadas quanto a antecedentes de DST, 90% responderam sim e 10%

ndo, como mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Distribuigdo do numero e percentagem de acordo com as caracteristicas do comportamento sexual e
antecedentes de DST. Manaus-AM

Variaveis (n = 70) fi %
Numero de parceiros sexuais ao longo da vida
De 1 a 5 parceiros 50 71,4
De 6 a 10 parceiros 11 15,7
Acima de 10 parceiros 9 12,9
Parceria sexual
Parceiros eventuais 12 17,2
Parceiros fixos 58 82,8
Antecedentes de DST
Sim 63 90,0

Nio 7 10,0

f;= frequéncia absoluta simples.
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Conforme ¢ apresentado na Tabela 4, 90% (63/70) das mulheres referiu historico

anterior de DST, sendo que 85,7% (54/63) relataram ter sido tratada para verrugas genitais,

6,3% (4/63) referiram ter herpes genital, 3,2% (2/63) HIV, 1,6% (1/63) j& haviam recebido

tratamento para gonorreia e 3,2% para sifilis.

Tabela 4 - Distribui¢do do numero e percentagem de acordo com os antecedentes de DST. Manaus-AM

Doencas sexualmente transmissiveis anteriores (n = 62) f; %
Verruga genital 54 85,7
Herpes 4 6,3
HIV 2 3,2
Gonorreia 1 1,6
Sifilis 2 3,2

fi= frequéncia absoluta simples.

Na populag@o estudada o nimero de gestagdes foi de aproximadamente duas sendo

que o numero maximo de gravidez foi de sete e o numero maximo de filhos foi de seis.

Dessas mulheres, 34,28% (26/70) ja fizeram aborto e 100% ja realizaram o Preventivo de

Cancer de colo do Utero (PCCU) nos ultimos dois anos e 8,6% (6/70) ja se relacionou com

um parceiro sexual tendo conhecimento do mesmo ser portador de DST (Tabela 5).

Tabela 5 - Distribuicdo do niumero e percentagem de acordo com o niimero de gestagdes, aborto ¢ antecedentes

de DST. Manaus-AM.

Variaveis f; %
Numero de gestacdes (n=44)
Uma 10 22,7
Duas 13 29,5
Trés 8 18,2
Quatro 4 9,1
Cinco 5 11,4
Seis 3 6,8
Sete 1 2.3
Numero de abortos (n=26)
Espontaneo 15 57,7
Provocado 11 42,3
Parceiro sexual com DST (n=70)
Sim 6 8,6
Nio 64 91,4

fi= frequéncia absoluta simples.

Um total de 70 mulheres recrutadas a partir do resultado citologico (34/70-ASC-US e

36/70-LSIL) no periodo janeiro a julho de 2011 foi submetido a repeticdo do PCCU. A média

de idade dessas mulheres fo1 29,9 + 11,1.
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Na repeticdo da citologia obtivemos os seguintes resultados: Dentro do Limite da
Normalidade 11,4% (8/70), inflamagao 47,2% (33/70), ASC-US 31,4% (22/70) e LSIL 8,6%
(06/70) e HSIL 1,4 (1/70), melhor demonstrado na Tabela 6. Portanto, 40% (28/70)

apresentaram as lesoes de interesse do estudo.

Tabela 6 - Distribuigdo do nimero e percentagem de acordo com o resultado da primeira e da 0ltima citologia.
Manaus-AM

Variaveis (n = 70) fi %
Primeira citologia
ASC-US 34 48,7
LSIL 36 51,3
Citologia Atual
Dentro do limite da normalidade 8 11,4
Inflamagdo 33 47,2
ASC-US 22 31,4
LSIL 6 8,6
HSIL 1 1,4

fi= frequéncia absoluta simples.

5.2 Procedimentos Moleculares

Apo6s a extracdo do DNA foi feita uma PCR para verificagdo da eficiéncia do
processo de extracdo e confirmar a presenca do DNA cromossomal humano, assim como
verificar a integridade e viabilidade do DNA extraido. Nesta etapa amplificou-se o DNA
gendmico humano, utilizando-se iniciadores ISO2G (PONTES et al., 2003). As amostras

foram consideradas adequadas para o estudo molecular (Figura 7).

——-——----‘.--"‘L 260 pb

Figura 7 - Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo 1pug/uL, evidenciando um
fragmento em torno de 260 pb correspondente a amplificagdo de uma regido microssatélite (GATA)13 do
cromossomo 15 humano, utilizando-se dos iniciadores IS02G (PONTES et al., 2003).M: Marcador de peso
molecular 100 pb Invitrogen Life Tecnologie. Amostras de 25 a 37, C+ = controle positivo, Br = Branco, M =
Marcador.
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A infec¢do pelo HPV foi encontrada em 28,6% (20/70) das amostras examinadas.
Utilizando-se os iniciadores MY09/MY11 foi possivel detectar a presenga do HPV em 20,0%
(14/70) das amostras (Figura 8). Quando utilizamos os iniciadores GP5+/GP6+ (Nested-PCR)
foi possivel detectar a presenca do HPV em mais seis (6) amostras perfazendo um total de

28,6% (20/70) das amostras positivas para HPV.

6 911 12 13 14 19 20 23 28 29 31 34 35 C+Br M

—p 450pb

Figura 8 - Perfil eletroforético em gel de agarose a 2% corado em brometo de etideo 1pg/pL, evidenciando um
fragmento de 450 pb, utilizando-se dos iniciadores MY09/MY 11. Amostras de 6, 9, 11, 13, 14, 19, 20, 23, 29,
31, 34, e, 35, C+ = controle positivo Br = branco ¢ M = marcador.

Tabela 7 - Distribuigdo do numero e percentagem de acordo com o resultado da PCR e iniciadores utilizados.
Manaus-AM

Variaveis (n=70) fi %
PCR
Positivo 20 28,6
Negativo 50 71,4
Iniciadores (MY09/MY11)
Positivo 14 20
Negativo 56 80
Iniciadores (GP5+/GP6+)(n=56)
Positivo 6 10,8
Negativo 50 89,2

f;= freqiiéncia absoluta simples.
Todas as amostras positivas para HPV foram sequenciadas e, apés comparagdo com
as sequencias depositadas no GenBank, através do programa BLAST, foi possivel identificar

08 tipos de HPV diferentes, conforme representado no Grafico 1.
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Figura 9 — Grafico da distribuicgo dos tipos de HPV encontrados nas mulheres estudadas

30,0
25,0 25,0

Ind 6 16 58 61 70 83 84 85

Resultado do sequenciamento para HPV (Tipos)

O tipo de HPV mais prevalente dentre as amostras sequenciadas foi o HPV 58,
encontrado em 25% (5/20) das amostras positivas, seguido do HPV 06 encontrado em 20%
(4/20) das amostras. No restante das amostras foi encontrado o HPV 16, 70, 61, 83, 84 e 85
(Grafico 1). Nao foi possivel identificar o tipo de HPV em cinco amostras (25%) com
resultado positivo, uma vez que as sequéncias obtidas ndo apresentaram similaridade com as
sequencias depositadas no GenBank. Para a definicdo dos genétipos, seria necessaria a
clonagem molecular dos produtos de PCR e posterior sequenciamento.

Observou-se que de acordo com o resultado do novo exame citologico o DNA do
HPV 58 foi encontrado em 40% (2/5) das amostras com resultado de citologia inflamatoria.
Nos resultados de LSIL e ASC-US foi encontrado em 20% (1/5) em cada um dos resultados

citologicos, como demonstrado na Tabela 9.
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Tabela 8 - Distribuigdo do resultado do sequenciamento em relacdo resultado da citologia atual. Manaus-AM

Nova Citologia
Variaveis (n = 20) Normal Inflamagdo ASC-US LSIL HSIL

Tipo de HPV TOTAL
6 - 1 3 - - 4
16 - - - - 1 1
58 1 2 1 1 - 5
61 - - 1 - - 1
70 - - - 1 - 1
83 - - 1 - - 1
84 - 1 - - - 1
85 - 1 - - - 1

Indeterminado - 1 4 - - 5

Quando comparamos o resultado da citologia atual com a citologia realizada
anteriormente, observamos que 65,7% das mulheres que apresentaram lesdo de baixo grau na
primeira citologia, persistiram com este resultado mesmo 1 ano tempo depois como

demonstrado na Tabela 10.

Tabela 9 - Distribuicdo dos resultados de Papanicolaou atual em comparagao ao resultado deste exame realizado
previamente. Manaus-AM

Primeira Citologia

Citologia Atual (n=70) ASC-US LSIL Total
fi % fi %
Dentro do limite da normalidade 3 37,5 5 62,5 8
Inflamagédo 18 54,5 15 45,5 33
ASC-US 10 45,5 12 54,5 22
LSIL 2 33,3 4 66,7 6
HSIL 1 100,0 - - 1

fi= frequéncia absoluta simples

De acordo com o demonstrado na Tabela 11, verificou-se que o maior percentual de
positividade para a presenga do HPV-DNA foi naquelas mulheres que apresentaram no

ultimo exame citologico ASC-US.



60

Tabela 10 - Distribui¢do em relagdo a citologia atual e o resultado da PCR. Manaus-AM

PCR
Citologia Atual (n = 70) Positivo Negativo Total
fi % fi %
Normal 1 12,5 7 87,5 8
Inflamacédo 6 18,2 27 81,8 33
ASC-US 10 45,5 12 54,5 22
LSIL 2 33,3 4 66,7 6
HSIL 1 100,0 - - 1

;= frequéncia absoluta simples

Quando analisamos os dados socioecondmicos em relacdo ao resultado da PCR para
HPV-DNA nas mulheres que participaram do estudo ndo observamos significancia estatistica
entre as pacientes positivas e negativas (p-valor>0,05) conforme mostra a Tabela 12.

Tabela 11 - Distribuicdo segundo aos dados socioeconomicos em relagdo ao resultado da PCR para HPV das
pacientes atendidas no ambulatorio de DST da FUAM.

PCR
Variaveis (n = 70) Positivo Negativo
f; % f; % Total P
Escolaridade
Fundamental incompleto 2 16,7 10 83,3 12 Hox
Fundamental completo 3 429 4 57,1 7
Meédio incompleto 1 33,3 2 66,7 3
Meédio completo 7 25,0 21 75,0 28
Superior incompleto 6 35,3 11 64,7 17
Superior completo - 3 42,9 3
Estado civil
Solteiro 13 28,9 32 71,1 45 *kk
Casada/ unido estavel 6 27,3 16 72,7 22
Divorciada/Separada 1 50,0 1 50,0 2
Vitva - - 1 100,0 1
Renda familiar
Menos de um salario 2 40,0 3 60,0 5 wkE
Um salario minimo 4 28,6 10 71,4 14
Dois salarios minimos 5 27,8 13 72,2 18
Trés salarios minimos 5 35,7 9 64,3 14
Quatro salarios minimos 2 16,7 10 83,3 12
Acima de cinco salarios 2 33,6 4 66,1 6
Nao sabe informar - 1 100,0 1
Trabalham -
Sim 10 25,6 29 74,7 39 0,542%*
Nao 10 32,2 21 67,7 31
Idade
Média = DP 29.0+9,6 30,3£11,8 0,674*

fi= freqiiéncia absoluta simples; DP = desvio-padrao; *Teste T de Student; **teste do Qui-quadrado de Pearson
***¥Nao ¢é possivel aplicar o teste devido a restricdo do Qui-quadrado (VIEIRA, 2010).

A analise das variaveis clinicas foi realizada por meio de testes que verificaram a

independéncia das variaveis como teste do Qui-quadrado de Pearson, quando este teste ndo
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pode ser aplicado foi utilizado o teste exato de Fisher. A grande maioria das variaveis ndo
obteve significancia estatistica, apenas as variaveis uso de anticoncepcional e aborto

apresentaram p-valor 0,034 e 0,032 respectivamente como demonstrado na Tabela 13.

Tabela 12 - Comparag@o entre varidveis e resultado da PCR das mulheres atendidas no ambulatério de DST da
FUAM, na cidade de Manaus — AM.

PCR
Variaveis (n = 70) Positivo Negativo
f; % f; % Total P
Abortos
Sim 3 12,5 21 87,5 24 0,032*
Nio 17 37,0 29 63,0 46
Idade da primeira relacdo sexual
<16 anos 12 26,7 33 73,3 45 0,636*
> 16 anos 8 32,0 17 68,0 25
Idade de primeira gravidez
<16 anos 6 40,0 9 60,0 15 0,066*
> 16 anos 4 14,3 24 85,7 28
Uso de Preservativo com parceiro fixo
(n=58)
Sempre 8 50,0 8 50,0 16 *k*
Nem Sempre 1 4,5 21 95,5 22
Raramente 3 273 8 72,7 11
Nunca 6 30,0 3 6,0 9
Uso do preservativo com parceiro eventual
(n=12)
Sempre 5 41,6 5 41,6 10 ok
Nunca - - 2 100,0 2
Numero de parceiros ao longo da vida
Delas 14 28,6 36 71,4 50 HoHx
De6al0 3 27,3 8 72,4 11
Acima de 10 3 15,0 6 12 09
Uso de anticoncepcional
Sim 9 47,4 10 52,6 19 0,034*
Nio 11 21,6 40 78,4 51
Presenca de Queixa
Sangramento - - 1 100,0 1 oAk
Verrugas genitais 11 423 15 57,7 26
Presenca de corrimento - - 4 100,0 4
Consulta de rotina 9 23,1 30 76,9 39
Antecedentes de DST
Sim 16 25,8 46 74,2 62 0,156**
Nio 4 50,0 4 50,0 8

f; = frequéncia absoluta simples; DP = desvio-padréao; *Teste do qui-quadrado de Pearsson;** Teste exato de
Fisher; ***Nao ¢ possivel aplicar o teste devido a restrigdo do Qui-quadrado (VIEIRA, 2010). Valor de p em
negrito italico indica diferenga estatistica ao nivel de 5% de significancia.

FONTE: Questionario realizado com as mulheres que participaram do estudo.
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6 DISCUSSAO

No periodo alvo do estudo (janeiro de 2009 a julho de 2011), a amostra era composta
de 100 mulheres que tiveram resultado citologico de ASC-US e LSIL. Como este estudo
propods a busca ativa destas pacientes ndo foi obtido éxito em 100% das amostras. Porém,
70% da amostra inicial foi recuperada. Os motivos pelos quais ndo foi conseguido 100% da
amostra proposta variaram desde a troca de enderego, telefone até mesmo a recusa em
participar de uma nova avaliagao.

Neste estudo, foi observado que a maioria das mulheres infectadas pelo HPV sio
jovens, solteiras e tiveram o inicio de suas atividades sexuais precocemente. Possuem baixa
escolaridade e renda familiar. Esses resultados mostram-se de acordo com os encontrados nos
diversos estudos de detec¢do desses patogenos (FERNANDES et al., 2008; JAIME LOPEZ
et al., 2010; TAKEHARA et al., 2011).

O presente estudo ndo encontrou associagdo entre os fatores socioecondmicos e
clinicos e a infeccdo pelo HPV (Tabelas 12 e 13). Porém, foi encontrada associacdo com a
presenga do HPV e o numero de abortos e uso prolongado de contraceptivos orais (Tabela
13) corroborando com os relatos de Muiioz et al. (2006).

Para a deteccdo do HPV-DNA nessas amostras, utilizou-se a técnica de Nested-PCR,
a fim de aumentar a sensibilidade da reacdo, ja que utilizando somente os iniciadores
MYO09/MY11, 8,6% das amostras (6/70), resultariam em um diagndstico falso-negativo. A
vantagem apresentada pelo sequenciamento direto ¢ a identificagdo inequivoca do tipo viral e
uma das desvantagens ¢ a dificuldade de sequenciar pequenos fragmentos de DNA. Sendo
assim, ndo foi possivel identificar o HPV em cinco amostras das 6/56 (10,8%), as quais sé
obtivemos resultado positivo apos a segunda reagdo (Nested-PCR), cujo produto final foi de

150 pb (GP5+/GP6+). Em virtude disso, um passo técnico adicional de alto custo e
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complexidade deveria ser usado como alternativa: a clonagem desses fragmentos (SANTOS
2007). Esses detalhes técnicos resultariam no aumento da complexidade da fase experimental.

O HPV-DNA foi encontrado em 28,6% das 70 pacientes neste estudo. Os resultados,
em relacdo a deteccdo do HPV-DNA em mulheres com citologia normal encontrados neste
estudo (12,5%), estdo de acordo com as prevaléncias encontradas por outros autores, que
relatam uma faixa bastante variada, de 3 a 51% dependendo da populagdo estudada
(NONNEMACHER et al., 2002; DE PAULA et al., 2007; TABORA et al., 2009).

Um estudo realizado por Nuiez-Troconis et al. (2009), revelaram uma prevaléncia de
8,7% para o HPV em mulheres com citologia normal na Venezuela. Vaucel et al. (2011),
relataram uma prevaléncia de 13% em amostras de mulheres normais na Franga. Tébora et al.
(2009), relataram prevaléncia de 51% do DNA do HPV em mulheres com essa mesma
caracteristica, em Benin, Oeste da Africa. Piras et al. (2011), encontraram o DNA do HPV
em 26,7% das amostras que tiveram como resultado citologia normal em mulheres, em Madri
na Espanha. Lindemann et al. (2011), demonstraram uma prevaléncia de 29,8% do DNA do
HPYV nas mulheres nessas mesmas condicdes citologicas.

No Brasil, Fernandes et al. (2008) relataram uma positividade de 24,5% do DNA do
HPV para mulheres com citologia normal em Natal, Rio Grande do Norte. Outro estudo
realizado por Oliveira et al. (2006), relataram um prevaléncia de 27,4% em mulheres nessas
mesmas condigdes citologicas no Rio de Janeiro.

Em Manaus, Castro (2002), encontrou uma positividade do HPV-DNA em 6,45%
das mulheres com citologia normal e Lira (2010) 48,78% em mulheres com estas mesmas
particularidades citologicas. No estudo apresentado neste trabalho, 30,7% das 20 mulheres
com PCR positiva para o HPV apresentaram citologia normal. Castro (2002) apesar de ter
trabalhado com a populagdo manauara encontrou uma positividade muito baixa e isto pode

ter ocorrido em fun¢@o da metodologia utilizada, pois utilizou somente a reagdo com MY09 e
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MY11. Assim como diversos autores, enfatizamos a necessidade do Nested-PCR para o
diagnodstico do HPV, pois como relatado anteriormente, quando se utiliza somente a reacdo
com MY09 ¢ MY11 muitos resultados culminam com falso negativo (CASTRO et al.,
2011).

O HPV-DNA encontrado nas pacientes com citologia alterada neste estudo,
corroboram com os resultados obtidos por Camara et al. (2003) que encontraram 26,4% do
HPV-DNA quando analisaram uma populacdo de 159 mulheres com diagndstico que
variaram desde citologia de ASC-US, LSIL e AGUS em mulheres de Brasilia-DF. Assim
como Camara et al. (2003), Oliveira et al. (2006) encontraram o HPV-DNA em 25,3% das
mulheres com LSIL no Rio de Janeiro.

No nosso estudo, encontramos o0 DNA do HPV em 10 casos (45,5%) das mulheres
com ASC-US, 2 casos (33,3%) com LSIL e 1 caso (100%) nas mulheres com HSIL. A
frequéncia do HPV-DNA neste estudo ficou abaixo da relatada por outros autores como
Lidemann et al. (2011) que relataram uma prevaléncia do HPV-DNA em 52% de n=498
mulheres com LSIL na Espanha e Lopez et al. (2010) que encontraram uma prevaléncia de
61,2% (n=116) do HPV-DNA em mulheres com LSIL e 78,2% (n=119) em mulheres com
HSIL no Chile. Porém os resultados de Nufiez-Troconis et al.(2009) que encontraram uma
prevaléncia de 40% do HPV-DNA em mulheres com LSIL na é4rea urbana da Venezuela
estdo mais proximos dos resultado encontrado em nosso estudo.

No Brasil, Fernandes et al. (2008) relataram uma prevaléncia de 38,6% do HPV-
DNA nas mulheres com LSIL em Natal-RN. E Lippman et al. (2010) relataram uma
prevaléncia de 9,8% do DNA do HPV nas mulheres com ASC-US/AGUS e 6,1% nas
mulheres com LSIL em Sao Paulo.

Em Manaus, Castro (2002) encontrou uma positividade de 39,2% para o HPV-DNA

nas mulheres com LSIL e HSIL usando como iniciadores somente MY09/MY11. Usando
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iniciadores GP5+/GP6+ aumentaria a sensibilidade ¢ provavelmente encontraria positividade
maior para o DNA deste virus. Outro estudo, realizado por Ferreira (2007) relatou uma
prevaléncia do HPV-DNA em 100% das mulheres com LSIL. Assim como Ferreira, Lira
(2010) identificou prevaléncia de 100% do HPV-DNA nas mulheres estudadas com LSIL na
capital Manaus.

Observou-se uma variagdo nos nossos resultados nos diversos estudos citados onde
relacionam o resultado do exame citologico e a avaliagdo molecular. A avaliagdo molecular
pode ser considerada mais exata, pois a avaliacdo citologica ¢ subjetiva e depende da pericia
do observador, pois além do conhecimento técnico o citologista interpreta as alteragdes
citologicas no contexto de cada esfregaco (CUZICK et al., 2003; GUTIERREZ-
XICOTENCATL et al., 2008).

No presente estudo, foi possivel a genotipagem de 8 tipos diferentes do HPV (HPV-
6, 16, 58, 61, 70, 83, 84 ¢ 85) nas amostras analisadas. Quase todos os tipos encontrados
foram de baixo risco ¢ risco indeterminado, com excecdo dos tipos 58 e 16, considerados de
alto risco (MUNOZ et al., 2006).

Nas mulheres estudadas, o HPV 58 que pertence ao género alfa-papilomavirus e
espécie 9, classificado como de alto risco para o cancer (de VILLIERS et al., 2004; MUNOZ
et al., 2006), foi o tipo mais frequente e foi encontrado em 25% das amostras analisadas. Foi
também o mais prevalente nos dois tipos de alteragdes estudadas (ASC-US-40%, LSIL-60%),
seguido do HPV 6 (ASC-US-25%, LSIL-75% ). No estudo de Ferreira (2007), realizado em
Manaus, em pacientes da FCECON-AM, o HPV 16 foi o mais prevalente nas mulheres
estudadas com LSIL, HSIL e Cancer.

A frequéncia do HPV 58 neste estudo foi maior do que a relatada por outros autores:
2,6% em mulheres com lesdo de baixo grau no Chile (JAIME LOPEZ et al., 2010), 4,4% em

mulheres nessa mesma situag@o citologica na Republica Tcheca (TACHEZY et al., 2011),
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8,2% em mulheres com LSIL em Madri na Espanha (LIDEMANN et al., 2011), 13,4% em
Benin Oeste da Africa (PIRAS et al., 2011).

Na regido central do México, Pina et al. (2006) encontrou uma prevaléncia de 18,6%
deste genotipo. O HPV 58 foi também o mais comum no Japao em mulheres com ASC-US
(22%) e LSIL (21,9%) (TAKEHARA et al.,, 2011), curiosamente Touze et al. (2001)
mostraram na Espanha que 75% das mulheres testadas soropositivamente para o tipo 58
haviam nascido em um pais latino-americano.

No Brasil, o HPV 58 foi encontrado em 12,5% das mulheres com lesdes precursoras,
sendo o segundo gendtipo mais frequente em Brasilia, Distrito Federal (CAMARA et al.,
2003). Um estudo realizado por Fernandes et al. (2008) encontraram uma prevaléncia de
8,7% do genodtipo do HPV 58 nas mulheres em Natal-RN. Assim, diferentes areas do Brasil
podem ter variagdes na prevaléncia deste genotipo do HPV.

Embora menor que o relatado no México e no Japao, as prevaléncias de HPV 58 na
América Latina sdo superiores a média mundial. No Brasil, foi encontrado 12,5% nas
mulheres com lesdes precursoras do cancer do colo uterino (CAMARA et al., 2003), na
Costa Rica 10% em mulheres com lesao de alto grau (HERRERO et al., 2000), na Colémbia
5,1% em mulheres saudaveis (SO-TO-DE LEON et al., 2009).

No nosso estudo, o HPV 58 mostrou-se o mais prevalente entre as mulheres
infectadas (25%). Esta taxa ¢ muito alta, quando comparada a outros estudos realizados no
Brasil. Este ¢ um dado importante, pois como evidenciado por Muiioz et al. (2006), o HPV
58 apresenta uma odds ratio (OR) de 91,3 para carcinoma de células escamosas ¢
adenocarcinoma. Assim, faz-se necessario o rastreamento epidemioldgico destas pacientes
com ASC-US e LSIL que apresentaram como resultado da genotipagem, o HPV 58 neste

estudo, devido seu potencial para o desenvolvimento de cancer cervical.
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Apesar de o estudo ter sido feito em uma populagdo amostral pequena, a alta
prevaléncia do HPV 58 nas lesdes precursoras do cancer do colo uterino leva a uma reflexao
em relagdao ao impacto das vacinas disponiveis no mercado.

O HPV 6 foi o segundo tipo mais frequente e foi encontrado em 20% (4/20) das
mulheres estudadas com amostras positivas para o HPV-DNA. Foi também um dos mais
prevalentes nos dois tipos de alteragdes citologicas analisadas (ASC-US-25%, LSIL-75%),
corroborando com os resultados encontrados por Dursun et al. (2009) que, estudando a
prevaléncia dos tipos de HPV em mulheres turcas, encontraram o HPV-DNA do tipo 6 em
22% das mulheres com citologia normal ¢ 19% com citologia alterada. O HPV 6 ¢ benigno,
responsavel por lesdes exofiticas (verrugas), pertence ao género alfa e espécie 10 considerado
de baixo risco para o cancer.

Um estudo de prevaléncia molecular do HPV em mulheres na Irlanda, realizado por
Meton et al. (2009) relataram que um dos genotipos presentes mais incidente no estudo foi o
do HPV 6. Insinga, Dasbach, Elbasha (2007), nos Estados Unidos, encontraram uma
prevaléncia de 3,2% do gen6tipo do HPV 6 em mulheres jovens Norte-Americanas, arroladas
num estudo aleatorio duplo cego e teste de Papanicolaou anormais, resultado menor do que o
encontrado por este estudo.

No Brasil um estudo realizado por Bagarelli e Oliani (2004) encontrou uma
prevaléncia de 6,4% do gendtipo do HPV 6 em mulheres com LSIL. Lira (2010) relatou uma
prevaléncia de 11% nas mulheres com citologia inflamatéria considerada normal por ndo
apresentarem lesdes pré-malignas e malignas, na cidade de Manaus, estado do Amazonas. O
HPV 6, segundo tipo viral mais encontrado neste estudo, apresenta OR baixa de 3,6, segundo
Muiioz et al. (2006).

O HPV-6 e 11 sdo relatados na literatura como os genotipos mais prevalentes entre

os de baixo risco (HARIRI et al., 2011), porém o tipo 11 ndo foi detectado neste estudo, o
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que ¢ surpreendente, pois se esperava encontra-lo em casos de LSIL. Tal fato, talvez, deva-se
ao niumero da amostra deste estudo ou pode ser que verdadeiramente ndo tenha este tipo de
HPV nas mulheres estudadas ou, pelo fato do método usado nesta pesquisa para tipificagdo
viral s6 possibilita detectar o HPV que tenha a maior carga viral no caso de uma co-infecgao.

Ferreira (2007) estudando mulheres com LSIL atendidas na FCECON-AM verificou
que o HPV 11 ndo esteve presente nas amostras estudadas usando a mesma metodologia
utilizada por este estudo. Lira (2010) encontrou uma prevaléncia de 1,5% do HPV 11 nas
amostras com citologia normal e inflamatéria usando este mesmo método em mulheres
atendidas pelo servico de ginecologia da policlinica Castelo Branco situada na zona centro-
sul de Manaus.

O HPV 16 pertencente ao género alfa espécie 9 de alto risco oncogénico, ndo foi o
tipo mais frequente nas mulheres estudadas e foi encontrado em 1 caso (5%) das amostras
positivas analisadas, diferente do relatado por outros autores: 17,9% (n=56) em mulheres
com ASC-US e 29,3% (n=75) com LSIL na regido Sudeste da Espanha (CANESA-
ZAMORA et al., 2009), 19,3% em mulheres com LSIL no México ( CANHE et al., 2010),
18% em mulheres chilenas com LSIL (JAIME LOPEZ et al., 2010), 19% em mulheres com
ASC-US e 20% com LSIL nas mulheres francesas (VAUCEL et al., 2011), 28,4% nas
mulheres tchecas com LSIL (TACHEZY et al., 2011).

Para o Brasil, Freitas et al. (2007) relataram um positividade de 20% do DNA do
HPV-16 para mulheres com LSIL, em Belo Horizonte, Minas Gerais. Ainda no Brasil, uma
revisdo sistematica realizada por Ayres e Silva (2010) relatam uma prevaléncia de 9% do
HPV-16 em mulheres com LSIL e 2% em mulheres com citologia normal. Outro estudo,
realizado por Pitta et al. (2010), revelou uma prevaléncia de 40% em um estudo utilizando

amostras de mulheres em Campinas. No Amazonas, Lira (2010), relatou que o tipo de HPV



69

mais frequente em mulheres com citologia normal e alterada foi o 16 (LSIL-57,4%, HSIL-
66,7%, normal-90,9%).

Um artigo publicado por Muiioz et al (2006) relatam o alto risco que mulheres HPV-
positivas, sem qualquer lesdo citologica aparente, t€ém de desenvolver lesdes do tipo LSIL e
HSIL. Esse risco aumenta quando a infec¢do € causada pelo HPV-16 ou por tipos
relacionados filogeneticamente a ele como o HPV 58. Esses autores observaram durante dois
anos o desenvolvimento de lesdes deste tipo apds a deteccdo do HPV. Isso indica, que nem
sempre ¢ necessaria uma infecgdo por tempo prolongado. Essas lesdes podem se manifestar
precocemente, inclusive em mulheres jovens (MUNOZ et al., 2006). Neste estudo uma
paciente teve evolugdo semelhante ao relatado anteriormente (citologia prévia em 2009 com
LSIL e a atual em 2011 com HSIL) e constatado HPV-16 na PCR realizada logo apos o
segundo teste citologico.

Neste estudo, foi possivel avaliar a situagao de mulheres atendidas na rede publica de
saude, através do exame citopatologico e métodos sensiveis de biologia molecular, o que
evidenciou uma consideravel prevaléncia do HPV. Este quadro corrobora com as altas taxas
de incidéncia do cancer cervical no Brasil e, principalmente na Regido Norte, onde a
incidéncia deste tipo de cancer ainda ¢ maior do que a observada no restante do pais
apresentando uma estimativa de 23,65 a 35,13 por 100.000 mulheres para este ano de 2012
(BRASIL, 2011).

A presenca do HPV de alto risco oncogénico, destaca a importancia das agdes
especificas, voltadas para a prevengdo da infecgdo por este virus, como o uso de vacinas que
ainda ndo estdo disponiveis para a popula¢do na rede publica e no rastreamento da doenca

através do exame citologico nas mulheres da cidade de Manaus.
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A retomada da discussdo em relagdo a implementacdo da vacina anti-HPV na rede
publica é importante, pois elas estdo atualmente disponiveis somente nas clinicas
particulares.

A distribuicdo dos tipos de HPV varia conforme a regido, fato que deve ser
considerado na confeccdo de uma vacina que leve em conta as diferengas regionais em
relacdo aos gendtipos mais frequentes.

Os resultados deste estudo reforcam a importancia de medidas preventivas urgentes
para o controle dessa infec¢do a fim de reduzir seu impacto sobre a populagdo de mulheres
vulneraveis ao cancer do colo uterino.

Este estudo ainda evidencia a grande importancia do uso de técnicas mais sensiveis,
como as técnicas de biologia molecular, aliada aos exames como o PCCU na prevengdo do

cancer do colo uterino.
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7 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos neste estudo, conclui-se que:

1. A prevaléncia de infeccao pelo HPV foi de 28,6% na amostra estudada.

2. Houve alteragdes nos resultados entre a primeira e a segunda citologia; na primeira
citologia encontrou-se 34 casos de ASC-US e 36 de LSIL. Na segunda citologia
encontrou-se 8 casos normais (dentro do limite da normalidade), 33 casos de
inflamagao, 22 ASCUS e 6 LSIL e 1HSIL.

3. Considerando o resultado da segunda citologia, encontrou-se o DNA do HPV em
12,5% das mulheres com citologia normal, 18,2% com citologia inflamatoria, 45,5%
com ASC-US, 33,3% com LSIL e 100% de HSIL

4. O tipo de HPV mais prevalente foi o HPV 58, estando presente em 25% das
mulheres infectadas, seguido pelo HPV 6, presente em 20% das mulheres infectadas.
5. Os outros tipos de HPV identificados foram: HPV 6, 16, 61, 70, 83, 84 ¢ 85.

6. A populacdo estudada apresentou um perfil tipico da epidemiologia da infecgdo
pelo HPV, sendo constituida na sua maioria de mulheres jovens que tiveram o inicio
de suas atividades sexuais precocemente.

7. Nao foram encontradas associacOes estatisticamente significantes entre a infec¢do
pelo HPV e os fatores socioecondmicos e clinicos analisados, com excecdo das
variaveis contraceptivos orais (p= 0,034) e aborto (p= 0,032).

8. A vacina anti-HPV bivalente ndo atenderia a necessidade desta amostra
populacional, uma vez que o HPV 16 foi encontrado em baixa prevaléncia e o HPV
18 nao foi encontrado.

9. Por sua vez, a vacina quadrivalente teria um maior impacto devido o HPV 6 ter

sido encontrado em 20% das mulheres infectadas.
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10. Considerando que o HPV 58 foi o mais prevalente, enfatizamos a necessidade de

producdo de uma vacina mais direcionada a diversidade genotipica regional.
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APENDICES

APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Deteccdo molecular e genotipagem de papilomavirus humano (HPV) em mulheres com
citologia positiva para lesdes de baixo grau e células atipicas de significado
indeterminado.

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Vocé esta sendo convidada a participar do projeto “Deteccao molecular e genotipagem de papilomavirus
humano (HPV) em mulheres com citologia positiva para lesdes de baixo grau e células atipicas de
significado indeterminado”. O objetivo deste estudo é verificar a presenca do HPV, microorganismo
responsavel pelo cincer do colo do utero que quando diagnosticado e tratado precocemente evita a
evoluciio para o cincer nas pacientes com essas alteracdes citolégicas quando o HPV esta presente. Para
isso serdo coletadas amostras do colo do utero e vagina para serem analisadas nos Laboratérios da FUAM.
Nio existem riscos associados a participacdo deste estudo. O tinico desconforto sera o momento da
introducio do especulo para a coleta da amostra que sera feita com espatula e escova apropriadas. O
material biologico coletado (amostra cervical) sera armazenada e posteriormente utilizada para os testes
laboratoriais a que se propdem este estudo. Os resultados obtidos a partir deste estudo deveriao ser
publicados em revista cientifica especializada, além e serem divulgados em congresso cientifico de
abrangéncia nacional e/ou internacional. Serio feitas algumas perguntas sobre dados pessoais e sobre sua
satide (havera questionario). Vocé podera recusar-se a responder algumas delas e todas as informacdes
obtidas serao sigilosas. Em momento nenhum sua identidade sera revelada.

Sua participacdo nesse estudo é voluntaria e caso nao queira participar, continuara a receber o tratamento
atual ou futuro neste servico. Nao recebera pagamento para sua participacio no estudo e nem vale
transporte para o seu deslocamento até a FUAM. Podera ser contatada pelo telefone ou por carta caso haja
necessidade de mais coletas ou para comunicacio de algum resultado.

Se tiver alguma pergunta ou problema quanto a esse estudo, podera contatar Dra. Francisca Andrade de
Queiroz no tel: (092)99970674 e 3212-8300 no Lab. de Citologia da FUAM de 8:00h as 11:00h pela manhi e
de 14: as 17:00h no horario da tarde as segundas, tercas, quartas e sextas-feiras.

Uma vez que li e entendi o propésito desse estudo, os procedimentos que serao realizados,

os riscos e beneficios, VOLUNTARIAMENTE concordo em fazer parte neste estudo, e assino

abaixo: s de de20 .

Assinatura:

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE DO INVESTIGADOR

Expliquei a natureza, objetivos, riscos e beneficios deste estudo. Coloquei-me a dis[ berguntas e
as respondi em sua totalidade. O individuo compreendeu minha explicacdo e aceito icoes, em

assinar este consentimento.
, de de 20

Assinatura do investigador local:




APENDICE B — Questionario de Detec¢iio molecular e genotipagem de
papilomavirus humano (HPV) em mulheres com citologia positiva para
LSIL e ASC-US

Pront. n°®
QUESTIONARIO
IDENTIFICACAO
1. Citologia anterior: 2. Data: / / 3. Resultado:
4 Nome:
5. Idade: 6. Data de nascimento: / /
7. Naturalidade: 8. Telefones:
9. Endereco:
ASPECTOS SOCIOECONOMICOS
10. Qual € o seu grau de escolaridade?
1. Ensino fundamental incompleto () 2. Ensino fundamental completo ()
3. Ensino médio completo () 4. Ensino superior incompleto ( )

5. Pés-graduagdo (especializagdo, mestrado ou doutorado) completo ()

6. Nao alfabetizado 7 . Ensino superior completo
11. A senhora trabalha?

1. Sim ()
2. Nao ()

12. Se sim, qual ¢ a sua profissao?
13. Qual a renda total da sua familia?

1. Menos de um salario minino () 2. Um saléario minimo ()

3. Dois salarios minimos () 4. Trés salarios minimos ()

5. Quatro saldrios minimos () 6. Acima de cinco salarios minimos( )

ASPECTOS DE HISTORIA CLINICA/DST
14. Qual € o seu estado civil?
1. Solteira ()
2. Casada/unido estavel ()
3. Divorciada/Separada

4. Vilva
15. A senhora esta gravida atualmente?
1. Sim ()
2.Néo ()

16. Quantas gestacdes a senhora ja teve?
17. Dessas gestacdes, quantos filhos a senhora teve?
18. Quantos nasceram vivos?
19. A senhora ja sofreu abortos:
1. Sim( )
2.Nao ()
20. Se ja, quantos foram espontaneos?
21. Se ja, quantos foram provocados?
22. A senhora lembra qual era sua idade quando a senhora teve sua primeira relagdo sexual?
I.Sim( )
2.Ndo( )
23. Se sim, qual era?
24. A senhora lembra qual era sua idade quando a senhora teve sua primeira gestacao?
1.Sim( )
2.Nao( )
25. Se sim, qual era?




26. Com quantos parceiros FIXOS a senhora tem se relacionado sexualmente nos ultimos 12 meses?

27. Com que freqiiéncia a senhora usa(va) preservativo com este(s) parceiro(s) fixo(s)?
1. Sempre () 2. Nem sempre ()
3. Raramente () 4. Nunca ( )
28. Se nao usa(va), qual € o motivo?
29. Com quantos parceiros EVENTUAIS a senhora tem se relacionado sexualmente nos ultimos 12 meses?

30. Com que freqiiéncia a senhora usa (va) preservativo com este(s) parceiro(s) eventuais(s)?

1. Sempre () 2. Nem sempre ()

3. Raramente () 4. Nunca( )
31. Se nao usa(va), qual € o motivo?
32. Quantos parceiros sexuais a senhora ja teve ao longo da sua vida?

I.l1a5( ) 2.5al10( ) 3. Acimade 10 ( )
33. A senhora ja realizou o exame preventivo alguma vez? Teste para deteccdo do HPV e cancer do colo
uterino?

1.Sim( ) 2.Nao( )
34. Se sim, qual foi o motivo?
35. Se ndo, qual foi o motivo?
36. A senhora sabe dizer o resultado?(caso tenha respondido sim na questdo 34)

1.Sim( ) 2.Nao( )

37. Se sim qual foi o resultado?

1. Dentro do Limite da Normalidade ( ) 2.Inflamagdo ()

3. ASC-US- cel.e sc.() em cél.end.() 4. LSIL ()

5. HSIL () 6. HSIL ndo podendo excluir micro-invasao( )

7. Carcinoma invasor ()
38. A senhora teve alguma doenga sexualmente transmissivel?

1.Sim( ) 2.Nao( )
39. Se sim, qual ¢ esta doenga?

1.Verrugas (doengas relacionadas com HPV) () 5. Citomegalovirus ()

2. Corrimento () 6. Sifilis ()
3. Ferida( ) 7. Hepatite B ()
4. HIV 8.Outra () Especificar:

40. A senhora se relaciona ou se relacionou sexualmente nos ultimos 12 meses com um parceiro (fixo ou
eventual) que vocé sabia ser portador de alguma dessas doengas?

1.Sim( ) 2.Nao( )
41. Se sim, qual era a doenga?

1.Verrugas (doengas relacionadas com HPV) () 5. Citomegalovirus ()
2. Corrimento () 6. Sifilis ()

3. Ferida( ) 7. Hepatite B ()
4. HIV 8. Outra () Especificar:

42. A senhora ja se vacinou contra o papiloma virus humano (HPV)?
1.Sim () 2.Nao ()
43. A senhora usa algum método anticoncepcional (exceto camisinha)? 1. Sim () 2. N&o ()

1. Pilula (anticoncepcional oral) () 2. Anticoncepcional injetavel ()
3. Adesivo anticoncepcional () 4. Dispositivo intra-uterino (DIU) ()
5. Diafragma () 6. Camisinha feminina ()
7. Tabelinha () 8. Coito interrompido ()

9. Outro () Especificar:
44. Qual o motivo de sua consulta hoje?

1. Consulta de rotina para realizagdo de preventivo ()

2. Apresentacdo de queixas clinicas ()

3. Outro () Especificar:
45. Se estiver apresentando queixas clinicas, quais sao?

1. Ulceras genitais () 2. Dificuldade de urinar ()
3. Corrimento vaginal () 4. Coceira ()
5. Dor pélvica () 6. Outras () Especificar:

46. A senhora fez uso de algum medicamento sistémico nos tltimos 3 meses?
1.Sim( ) 2.Nao( )
47. Se sim, qual foi o tipo?



1. Antibiotico ()
3. Antiinflamatério ()
5. Outro () Especificar:

2. Antifungico ()
4. Analgésico ()

48. Qual foi a data da sua ultima menstruacao?

/

/

89

Resultado da citologia atual:

1. Dentro do Limite da Normalidade (

3. ASC-US( )

5.HSIL( )

7. Carcinoma invasor ()
Resultado da PCR:

)

2.Inflamacdo ()
4 LSIL( )
6. HSIL ndo podendo excluir micro-invasao

Resultado da Genotipagem:

Em / /
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ANEXO 2 — Requisicao de exame citopatologico — colo do tultero (frente)
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ANEXO 2 -Requisicao de exame citopatologico — colo do ultero (verso)
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ANEXO 3 - POP da citologia 131

Elaborado: Rev.: N°:
PROCEDIMENTO OPERACIONAL 00 0131
PADRAO Aprovado: Data: Fi(s):
27/10/2009 11
PROCESSO: ATIVIDADE:
Histopatologia Conjunto para Coloragédo de Conjunto de Corantes para Coloragao
Papanicolau Citoldgica
MATERIAL NECESSARIO:
1. Laminas
2. Cubas de coloragédo
ITEM DESCRICAO FOTOS / DESENHOS

INFORMAGOES TECNICAS PRINCIPIO

Coloragdo utilizada para a pesquisa de células cancerosas do utero (por
coleta cérvico vaginal) dos brénquios pelo exame do escarro. Em caso de
derrame pleural, do pericardio e do peritdnio, permite a pesquisa de células
cancerosas e de metastase. Pode ser utilizado na citologia hormonal, na
pesquisa da cromatina sexual (esfregaco de mucosa oral). Permite o
diagnostico de diversos agentes etioldgicos, tanto nos esfregacos vaginais
quanto no escarro.

A Hematoxilina de Harris € um corante nuclear, que atua em meio aquoso,
por isso requer hidratacdo previa dos esfregagos em concentragdes
alcoolicas decrescente. A coloragdo citolasmatica é feita pelo Orange G6 e
EA-36, que séo precedidos por uma desidratagdo em concentragéo alcodlica
crescente. Por ultimo, os esfregagos sdo lavados e clarificados com alcool a
96% e xilol. A transparéncia conferida ao citoplasma permite a observagéo de
esfregacos celulares grossos.

TECNICA DE COLORACAO

Imergir as laminas nas cubas de coloragdo contendo as solugdes na
sequiéncia abaixo discriminada, respeitando o tempo determinado.

CUBANY REATIVO TEMPO

1 Etanol a 80% 2 minutos
2 Etanol a 70% 2 minutos
3 Etanol a 50% 2 minutos
4 Agua destilada 2 minutos
5 HEMATOXILINA DE | 45 segundos

HARRIS
6 Agua corrente 10 minutos
7 Etanol a 50% 2 minutos
8 Etanol a 70% 2 minutos
9 Etanol a 80% 2 minutos
10 Etanol a 96% 2 minutos
11 ORANGE G6 2 minutos
12 Etanol a 96% 2 minutos
13 Etanol a 96% 2 minutos
14 EA-36 2 minutos
15 Etanol a 96% 2 minutos
16 Etanol a 96% 2 minutos
17 Etanol a 96% 2 minutos
18 Xilol 2 minutos
19 Xilol 2 minutos
20 Montagem com

Balsamo do Canada

94



ANEXO 3 -POP da citologia 131

OBSERVAGAO:

- A fase de hidratagdo é gradativa, que é a preparagdo da célula para o corante nuclear que é a
HEMATOXILINA, que é uma solugdo aquosa.

- Na coloracéo do citoplasma ocorre uma desidratagdo, porque os corantes citoplasmaticos séo alcodlicos.

- O orange tem a afinidade por ceratina e vai corar as células ceratinizadas, corando-as de rosa a alaranjada
brilhante, o nucléolo também é corado pelo orange, corando-se de rosa a vermelho.

- O Xilol tem como fungao desidratar e clarificar.

- Os tempos dos corantes podem ser ajustados conforme a preferéncia tintorial de cada profissional.

- Deve-se eliminar o excesso das solugdes quando se passa de uma cuba para outra, menos na passagem da
Hematoxilina para a ;agua corrente que deve ser imediata.

- Os corantes devem ser renovados regularmente.

- Os corantes devem ser filtrados antes do uso e regularmente.

- As solugdes alcodlicas devem ser renovadas regularmente porque evaporam e turvam facilmente.

- Tempo maior no Xilo pode alterar a coloragéo dos nucléolos.

- Seguindo os principios técnicos de Masson, as passagens pelo alcool podem ser feitas diretamente pelo
alcool absoluto, para hidratagdo e desidratagdo dos esfregacos. Assim, eliminam-se as passagens pelos
alcoois de concentragdo mais baixa, o que torna a coloragdo mais rapida.

CONDICOES ADEQUADAS PARA ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE O PRODUTO
Conservar este produto entre 15 e 30°C.

Valido por 02 anos apds a fabricagao.

Nunca utilize produtos com prazo de validade expirado.

CUIDADOS COM A AMOSTRA

Por tratar-se de amostra biolégica, manusea-la de acordo com as normas de biosseguranca, utilizando
equipamentos de protecgao individual (luvas, avental e mascara).
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ANEXO 4 - Protocolo de Extracado de DNA - Método
FENOL;CLOROFORMIO (Sambrook et al., 1989)

1. Adicionar 400uL de Fenol hidratado a 400uL da amostra que foi previamente digerida
com proteinase K;

2. Homogeneizar suavemente por 10 min. Seguidos de 10min. De centrifugacdo a 12000rpm;
3. Coletar o sobrenadante e adicionar 400pL de Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico
(25:24:1);

4. Homogeneizar essa mistura por 10min. E a seguir centrifugar a 12000rpm por 10 min.;
5. Coletar o sobrenadante e adicionar 400uL de Cloroférmio hidratado 1:1

6. Agitar por 10min. E centrifugar a 12000rpm.

7. Coletar o sobrenadante e adicionar 1/10 (10%) do volume do sobrenadante de NaCI3M e
1000uL de Etanol Absoluto gelado;

8. Deixar precipitar a -20°C por 12 horas;

NO DIA SEGUINTE

9. No dia seguinte pegar o material precipitado e centrifugar a 10000rpm por 30 min.
10. Descartar o sobrenadante cuidadosamente e lavar o sedimento de DNA (pellet) com
500uL de Etanol a 70% gelado;

11.Centrifugar a 8000rpm por 10min. E em seguida descartar o sobrenadante
cuidadosamente;

12. Secar os sedimento por aproximadamente 40min. No fluxo laminar;

13. Ressuspender o sedimento de DNA com 50pL de Agua MilliQ
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ANEXO 5 - Protocolo para a precipitacido do DNA com Isopropanol/Etanol
— (Applied Biosistems)

1.Foram adicionados 80uL de Isopropanol 75% em cada pogo de uma placa constituida de 96
pocos ( com reagdo de seqiienciamento de 20uL);

2. A placa deve ser selado e deixada a temperatura ambiente por 15 min.;

3. Em seguida a placa foi centrifigada durante 30min. A 4000rpm em centrifuga refrigerada.
4. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida sobre papel absorvente;

5. Foi aplicado um pulso da centrifuga com a placa invertida em papel absorvente;

6. Foram adicionados 200uL de Etanoel a 70% em cada amostra ¢ a placa foi selada
novamente;

7. Cetrifugou-se durante 10min. a 4000rpm em centrifuga refrigerada;

8. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida sobre papel absorvente;

9. O passoa de 6 a 8 foram repetidos;

10. A placa foi acondicionada em termociclador a 60°C durante 5 a 8 min. paraque o ap!/let
secasse;

11. Em seguida as amostras foram preparadas para o seqlienciador.



ANEXO 6 - Protocolo para o preparo das amostras para o seqiienciador

1. Foram adicionados 10puL de Formamida Hi-Di em cada amostra;

2. A placa foi selada e vortexada, em seguida, aplicou-se um pulso na centrifuga;

3. As amostras foram desnaturadas em termociclador durante 2min.;

4. Em seguida a placa foi imediatamente colocada no gelo durante 2 min.;

5. Foi aplicado m pulso na centrifuga para a remocdo de bolhas de ar;

6. O adesivo foi removido e a septa foi colocado na placa;

7. Em seguida, a placa com a bandeja ¢ a tampa adaptadora foram colocadas no
“autosampler”;

8. As amostras com formamida foram corridas antes de completar 48 h para prevenir a
degradacgdo da fluorescéncia e da propria formamida.
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