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RESUMO

Introducédo: A infecgdo do trato genital pelo Papilomavirus humano (HPV) é considerada a
infeccdo sexualmente transmissivel (IST) mais comum em diversos paises. A prevaléncia dos
gendtipos do HPV em mulheres com ou sem anormalidades citoldgicas pode variar de acordo
com a populacéo e a regido estudada. Objetivos: Detectar e identificar os tipos especificos de
HPV e relacionar com caracteristicas sociodemogréaficas/comportamentais e anormalidades
citologicas presentes em esfregacos cervicais de mulheres quilombolas do Maranhé&o.
Metodologia: Este estudo de corte transversal incluiu 353 mulheres quilombolas usuarias do
Sistema Unico de Salde dos municipios do Maranh&o para rastreamento do cancer do colo
uterino. As amostras foram analisadas quanto & presenca de anormalidades citolégicas pelo
método convencional e testadas para 37 genétipos de HPV por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com os iniciadores PGMY09/11, seguida de hibridizacdo reversa em linhas
através do Kit Linear Array HPV Genotyping Test (Roche Molecular System)®. A associagdo
dos tipos de HPV e o diagndstico citoldgico foi investigada de acordo com as diferentes
faixas etarias. Resultados: A infeccdo pelo HPV foi detectada em 13% (46/353) das mulheres
incluidas. Infeccdes por tipos de HPV de alto risco foram mais frequentes (78,3%; 36/46) do
que por HPV de baixo risco (21,7%; 10/46). Os genotipos 68 (24,2% - 11/46); 58 (19,8% -
9/46); 52 e 31 (10,8% - 5/46 cada) e 62 (8,8% - 4/46) foram 0s mais prevalentes. Apenas
6,6% (3/46) dos casos foram positivos para 0 HPV 61. Os genotipos 73, 70, 54, 53, 45, I1S39 e
18 representaram individualmente 4,4% (2/46) do total de casos. Os genotipos CP6-108, 84,
72,71, 66, 59, 56, 55, 51, 39, 33, e 16 representaram individualmente 2,2% (1/46) do total de
casos. Em mulheres que ndo apresentaram anormalidades citoldgicas, infecgdes virais, tanto
simples quanto multiplas, foram detectadas em 10,7%(35/328) dos casos. Considerando
mulheres com diagnostico de anormalidade citoldgica, a prevaléncia de infec¢do por HPV foi
de 24,0% (11/46), sendo maior nos casos de lesdo intraepitelial escamosa de alto grau (high
grade squamous intaepithelial lesion)-HSIL-75,0%), seguida por mulheres com diagndstico
de células escamosas atipicas ndo podendo excluir alto grau (Atypical squamous cells cannot
exclude high-grade squamous intraepithelial lesions) ASC-H- 50%), com les&o intraepitelial
escamosa de baixo grau (low grade squamous intraepithelial lesion) LSIL- 33,4%) e com
diagnostico de células escamosas atipicas de significado indeterminado (atypical squamous
cells of undetermined significance ASC-US (14,3%). Houve uma associacdo estatisticamente
significativa entre a infeccdo por HPV e a deteccdo de anormalidades citologicas nas faixas
etarias de 31 a 40 anos (OR = 7,40; 95% CI:1,07-51,19, p=0,03) e 51 a 60 anos (OR=20,4,
95%Cl: 1,12-704,69; p = 0,03). Nenhuma das variaveis comportamentais analisadas mostrou
associacdo significante com a infeccdo por HPV, contudo a presenca desta infeccdo foi
positivamente associada a deteccdo de anormalidades citologicas (OR=6,57: 1C:2,772-
15.606), p=0,001. Conclusdo: E possivel que os resultados deste estudo se devam as
caracteristicas da populacdo estudada: isolada geograficamente, com habitos conservadores e
relagbes sexuais apenas entre membros do quilombo. Este estudo em mulheres quilombolas
permitiu delinear a epidemiologia desta infeccdo por HPV em populagdes residentes no
Maranhéo.

Palavras-chave: Papilomavirus humano, citologia, PCR, diagnostico, prevaléncia.
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ABSTRACT

Introduction: Genital infection by human papillomavirus (HPV) is considered the most
common sexually transmitted infection in several countries. The prevalence of HPV
genotypes in women with or without cytological abnormalities may vary according to the
studied population and the region. Objective: To detect and identify specific HPV types
correlating with sociodemographic/behavioral characteristics and cytological abnormalities
present in cervical smears of Maroon women. Methods: This cross-sectional study included
353 maroon women users of the unified health System of the municipalities of Maranhao for
screening of cervical cancer. The samples were analyzed for the presence of cytological
abnormalities by conventional methods and tested for 37 HPV genotypes by polymerase chain
reaction (PCR) with primers PGMYQ09/11 followed by reverse line blot hybridization
performed with the Linear Array HPV Genotyping Test kit by Roche Molecular System®.
The association of HPV types and cytological diagnosis was investigated according to the
different age groups. Results: HPV infection was detected in 13% (46/353) of the cases.
Infection types with high-risk HPV were more frequent (78,3 %, 36/46) than for low-risk
HPV (21,7 %, 10/46). Genotypes 68 (24,2 % - 11 /46), 58 (19,8% - 9/46), 52 and 31 (10,8% -
5/46 each), and 62 (8,8% 4/46) were the most prevalent. Only 6,6% (3/46) of the cases were
positive for HPV 61. The genotypes 73, 70, 54, 53, 45, 1S39 and 18, individually represented
4,4% (2/46) of all cases. The CP6 -108, 84, 72, 71, 66, 59, 56, 55, 51, 39, 33 and 16
genotypes individually represented 2,2% (1/46) of the cases. In women without cytological
abnormalities, viral infections, both simple and multiple, were detected in 10,7%(35/328) of
the cases. For those diagnosed with an abnormality, the prevalence of HPV infection was
24,0% (1 /46), being higher in high grade squamous intraepithelial lesion (HSIL-75,0 %),
followed by atypical squamous cells cannot exclude high-grade squamous intraepithelial
lesions (ASC-H, 50%), low grade squamous intraepithelial lesions (LSIL-33,4 %) and
atypical squamous cells of undetermined significance (ASC-US, 14,3%). The analysis
showed a statistically significant association between HPV infection and the detection of
cytologic abnormalities in the age groups between 31-40 years (OR = 7.40, 95 % CI :1.07 -51
,19, p = 0.03) and 51 to 60 years (OR =20.4, 95 % CI : 1.12 to 704.69, p = 0.03). None of
the behavioral variables showed significant association with HPV infection, however the
presence of this infection was positively associated with detection of cytologic abnormalities
(OR=6,57: I1C:2,772-15,606), p=0,001. Conclusion: It is possible that the results of this study
are due to characteristics of the study population, geographically isolated, with conservative
habits and sexual intercourse only between members of the Quilombo. This study with
Maroon women allowed us to delineate the epidemiology of this HPV infection in
populations living in Maranhao.

Keywords: Human papillomavirus, cytology, PCR, diagnosis, prevalence.
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1. INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1.1. Epidemiologia do cancer do colo do Utero

O cancer de colo do utero € a segunda causa mais comum de morte por neoplasia,
depois do cancer de mama, reconhecido como um problema de salde publica em especial nos
paises menos desenvolvidos, nos quais ocorrem 80% dos casos (SNIJDERS et al., 2006) . A
cada ano ocorrem cerca de 500.000 casos novos, resultando a morte anualmente cerca de
230.000 mulheres devido ao cancer do colo de Utero, as taxas de incidéncia e mortalidade
desta neoplasia ndo sdo uniformes, 0s maiores percencentuais ocorrem em paises em
desenvolvimento (DERCHAIN; ZEFERINO, 2006). Segundo estimativa da International
Agency for Research on Cancer (IARC), 552.710 novos casos de cancer cervical e 288.234
mortes atribuidas a este tipo de cancer ocorreram em 2010 (FERLAY et al., 2010).

O Cancer do colo do Gtero € uma causa evitdvel de morte entre as mulheres com
estimativa de 528.000 novos casos em 2012. A incidéncia é de 15.8/100.000 mulheres no
mundo. E considerado o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres em todo o
mundo, superado pelo cancer de mama, colo-retal e pulméo, sendo mais notavel nos paises de
recursos mais baixos como a Africa sub-saariana. Em 2012 foram notificadas 266.000 mortes
em mulheres no mundo, representando 7,5% de todas as mortes por cancer do sexo feminino.
(FERLAY etal ., 2012, GLOBOCAN, 2012).

Regides de alto risco, incluem a Africa Oriental 42,7/100.000, Melanésia
33,3/100.000, Sul 31,5/100.000 e Africa Central 30,6/100.000. As taxas s&0 mais baixas na
Australia / Nova Zelandia 5,5/100.000 e Asia Ocidental 4,4/100.000 e cancer do colo do Gtero
continua a ser o cancer mais comum em mulheres na Africa Oriental e no Oriente.

Quase nove em cada dez (87%) mortes por cancer do colo do Utero ocorrem em
regibes menos desenvolvidas. A mortalidade varia de 18 vezes entre as diferentes regides do
mundo, com taxas variando de menos de 2/100.000 na Asia Ocidental, Europa Ocidental e
Austrélia / Nova Zelandia a mais de 20/100.000, na Melanésia 20,6/100.000, Oriente
22,2/100.000 e leste da Africa 27,6/100.000 (GLOBOCAN, 2012; IARC, 2012).

A India, o segundo pais mais populoso do mundo, é responséavel por 27% (77.100)
do total de morte por cancer cervical. Em todo 0 mundo, as maiores taxas de incidéncia estdo

na Africa Oriental, Africa Ocidental e Africa Austral, bem como Africa do Sul, Sul-Asia
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Central e América do Sul. As taxas sdo menores na Asia Ocidental, Australia / Nova
Zeléandia, e na América do Norte (GLOBOCAN, 2012; IARC, 2012).

O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou que no Brasil, para 0 ano 2014,
ocorreriam 15.590 casos novos de cancer do colo do utero, com uma taxa bruta de 15,33 por
100.000 mulheres, ocupando o terceiro lugar geral no Pais. Excluindo-se os tumores de pele
ndo melanoma, o céncer do colo Utero € o mais incidente na regido Norte (23,57
cas0s/100.000). E o segundo tipo de cancer mais frequente nas regides Nordeste (18,79
casos/100 mil) e Centro Oeste (22,19 casos/100 mil). Na regido Sudeste (10,15 casos/100 mil)
é 0 quarto, e na regido Sul (15,87 casos/100mil), o quinto mais incidente. (INCA, 2014).

No Maranh&o, segundo estimativa do Instituto Nacional do Céancer (INCA) em 2012,
foram registrados 780 novos casos, com taxa bruta de 23,60, sendo que na capital Sdo Luis,
foram detectados 210 casos, com uma taxa bruta de 37,87 por 100 mil mulheres. Segundo o
(INCA) em 2014, a estimativa de casos para o Estado do Maranhéo é de 880 com uma taxa
bruta de 26,25, sendo que na capital Sdo Luis sdo esperados 200 casos com uma taxa bruta de
36,70.

Em 1987, o primeiro estudo epidemioldgico sobre HPV e céancer cervical foi
publicado. A partir de entdo, varios estudos moleculares e epidemioldgicos confirmam que a
infeccdo cervical por certos tipos de HPVs é um evento precursor na génese da neoplasia de
colo uterino (DE VILLIERS et al., 1987). Este virus esta presente em mais de 99,7% dos
casos de cancer do colo do Gtero e é considerado o agente sexualmente transmissivel mais
comum em varios paises (HOORY et al., 2008; KANODIA et al., 2007; WALBOOMERS et
al.,1999). A infeccdo pelo HPV geralmente € assintoméatica e, na maioria dos casos, é
transitoria, ja que o sistema imunoldgico pode ser capaz de combater o processo infeccioso,
resolvendo-o ou tornando-o inativo. Varios tipos do HPV sdo causadores de lesdes genitais,
manifestando-se, por exemplo, como condiloma acuminado. Algumas lesbes genitais podem
associar-se a infeccao persistente e ao desenvolvimento de neoplasias intraepiteliais cervicais
(NIC) e até evoluir para o cancer, ao longo de anos (PASSOS et al., 2008).

As (NIC) classificadas histologicamente com base na atipia progressiva das células
epiteliais, sdo usualmente pequenas e frequentemente aparecem como focos de células
atipicas que se misturam ao tecido normal, mas sem constituir uma massa tumoral bem
definida (STEENBERGEN et al., 2005). Séo caracterizadas pela perda gradual de funcdes
celulares basicas como divisao e diferenciacdo. As células anormais perdem gradualmente as
funcbes de controle de crescimento normal, ndo se diferenciam adequadamente e, como

consequéncia, ha proliferacdo desordenada. Se a anormalidade progride, as células perdem
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gradativamente a sua capacidade de diferenciacdo até que toda a espessura do epitélio seja
composta por células indiferenciadas (CRUM et al., 1997; DEMAY, 1993).

Quando Richart descreveu a Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC), em 1967, para
classificar as atipias celulares respeitando o limite do epitélio, pensava-se que a displasia,
independente do grau de diferenciacdo, poderia evoluir para carcinoma in situ (CIS) e
carcinoma invasor (KOSS et al., 2006; KUMAR et al., 2008). Acredita-se hoje, que h& grande
possibilidade do grupo das diferentes NIC regredirem espontaneamente ou permanecerem
estaveis por tempo indeterminado e hd pequena chance de progredir para cancer invasor.
Sabe-se também que a lesdo de baixo grau tem estimativa de 80% de regressdo (KOSS et al.,
2006; KUMAR et al., 2008).

Inicialmente, considerava-se a hipétese de que o carcinoma de células escamosas
sempre evoluia de epitélio cervical infectado normal através de um processo de longa duracgéo
em que as NIC 1 evoluiam para NIC 2 e estas para NIC 3. No entanto, ha evidéncias de que
somente parte das NIC1 progridem para NIC 2 e NIC 3, pois a maioria das NIC 1 tem
potencial para regredir . As NIC 2 e NIC 3 sdo denominadas les@es de alto grau e NIC 1 lesdo
de baixo grau (LAX, 2011) . Um conceito alternativo que encontra apoio crescente € de que
as lesbes do tipo NIC 2 e NIC 3 podem ser rapidamente induzidas dentro de dois a trés anos
apos a infeccdo por HPV, e leva entre 10 a 12 anos para desenvolver cancer invasivo. A
maioria das lesdes NIC 1 e algumas NIC 2 ndo podem ser consideradas como verdadeiras
lesbes precursoras do cancer cervical, mas sim o efeito citopatico de uma infeccdo viral
produtiva. Estd caracterizado que as NICL1 correspondem a uma displasia leve, NIC 2
displasia moderada e NIC 3 displasia grave, 0 que em ordem crescente representa atipia no
terco inferior e progressivamente nos dois tergos do epitélio, HSIL representa a combinacéo
de NIC 2 e NIC 3(SNIJDERS et al., 2006)

O Sistema de Bethesda é uma terminologia utilizada para o relato dos resultados do
exame citolégico de forma a fornecer orientagdes claras para o manejo clinico e diminuir a
confusdo entre laboratérios e médicos gerada pela utilizacdo de multiplos sistemas e
classificacdo. Segundo o Sistema de Bethesda revisado em 2001, os achados citoldgicos
podem ser interpretados de acordo com o grau e a natureza das alteracbes morfoldgicas
observadas no esfregaco (SOLOMON; NAYAR, 2004). A observacdo das alteracOes
celulares tipicas como coilocitose, mudanca na forma e no tamanho nuclear, contorno
irregular da membrana nuclear, halos perinucleares, distribuicdo da cromatina e o efeito

citopatico sdo compativeis com a infecgdo pelo HPV (WRIGHT et al., 2006).
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O Sistema de Bethesda adotou o termo lesdo intraepitelial escamosa (SIL) para
indicar neoplasias cervicais restritas ao epitélio, a época denominadas neoplasias
intraepiteliais cervicais. Essas lesdes sdo divididas em leséo intra-epitelial escamosa de baixo
grau (low grade squamous intraepithelial lesion) e leséo intra-epitelial escamosa de alto grau
(high grade squamous intaepithelial lesion)- (SOLOMON; NAYAR, 2004). O diagndstico de
(low grade squamous intraepithelial lesion) LSIL, inclui os diagnosticos de NIC 1 e o
diagnostico citopatologico de (high grade alto squamous intaepithelial lesion) HSIL, do
sistema de Bethesda, corresponde a NIC 2 e NIC 3 (D’OTTAVIANO et al., 2004;
SOLOMON, 1994). A juncdo entre NIC 2 e NIC 3 na categoria (high grade squamous
intaepithelial lesion)- foi questionada, ja que uma lesdo do tipo NIC 2 sem tratamento se
aproxima mais da NIC 1 que da NIC 3, porém a distincdo de NIC 2 e NIC 3 é pouco
reprodutivel (SOLOMON; NAYAR, 2004). A lesdo intraepitelial de alto grau € precursora
direta do céncer invasivo, consequentemente, a melhor estratégia para atingir sucesso na
reducdo da incidéncia e da taxa de mortalidade é a deteccdo precoce e o tratamento desta
lesdo (DERCHAIN; ZEFERINO, 2006).

O exame citopatologico ou Papanicolaou é um exame de triagem que auxilia na
deteccdo precoce do cancer e de lesbes pré-cancerosas da cérvice, apresenta alta sensibilidade,
mas baixa especificidade. Porém, o estudo citologico do esfregaco cervical é considerado o
método de melhor custo-efetividade para a deteccdo de lesdes precursoras. O estudo da
lamina citopatologica permite a identificacgio de um conjunto de alteracdes celulares
classificadas de acordo com a presenca e o grau das atipias, por isso, este exame € o teste de
escolha para programas de rastreamento de cancer do colo uterino (BUENO, 2008;
GUIMARAES et. Al., 2007).

Estudos transversais mais recentes realizados em paises em desenvolvimento
relataram sensibilidade do exame citolégico de Papanicolaou, variando de 44 a 78% e uma
especificidade de 91 a 99% (ALBERT et al., 2012; CRONJE et al., 2003; DENNY et al.,
2002; WRIGHT et al., 2000). Um estudo sistematico relatou uma sensibilidade e
especificidade, respectivamente, de 30% a 87% e 86% a 100% (DERCHAIN; ZEFERINO,
2006).

As verrugas cutaneas e genitais, causadas pelo HPV eram bem conhecidas dos
antigos gregos e romanos, sendo as Ultimas associadas a promiscuidade sexual e vistas como
potencialmente infecciosas (BAFVERSTEDT, 1967). A primeira evidéncia da etiologia viral
foi reportada na Italia no inicio do século XX. Foi usado um filtrado de células de uma

verruga comum para transferir a infeccdo (CIUFFO, 1907). No entanto, a demonstracdo da



20

presenca da particula viral, por microscopia eletrdnica, ocorreu apenas em 1949 (STRAUSS
et al., 1949).

Em 1965, foram feitos os primeiros relatos caracterizando o genoma do HPV
constituido por DNA circular de fita dupla. (CRAWFORD,1965; FINCH,1965). Na década de
70, foram iniciados 0s experimentos que tentaram estabelecer uma relacéo entre a infeccdo
pelo HPV e o céancer do colo do Gtero. Estes experimentos foram baseados em relatos da
literatura médica que falavam sobre a rara conversdo maligna de verrugas genitais em
carcinoma de células escamosas (ZUR HAUSEN, 1977) resultando na hipdtese de que o
cancer cervical poderia surgir a partir de infeccbes com o virus encontrado no Condyloma
acuminata (ZUR HAUSEN et al., 1975; ZUR HAUSEN, 1976).

Na década seguinte, o grupo liderado pelo pesquisador Haral Zur Hausen
demonstrou que sequéncias de DNA de HPV-6 ou HPV-11 eram encontradas na maioria dos
casos de Condyloma acuminata gigante (tumores de Buschke-Ldwenstein), sendo confirmado
em dezembro do mesmo ano, por ZACHOW et al., 1982. Sequéncias de DNA relacionadas,
mas nao idénticas as encontradas no Condyloma acuminata, estavam aparentemente presentes
nos carcinomas cervicais (GISSSMAN et al., 1983). Posteriormente, essas sequéncias de
DNA de carcinomas cervicais foram clonadas e caracterizadas como novos e distintos tipos de
HPV: HPV-16 e HPV-18, sendo HPV 16 encontrado em lesdes precursoras de cancer
anogenital (BOSHAT et al., 1984; DURST et al., 1983).

Evidéncias moleculares e epidemioldgicas indicam claramente que certos tipos de
HPV sdo a principal causa de cancer cervical. Estudo realizado em 1739 mulheres detectou o
DNA-HPV em 99,7% dos canceres cervicais e a Organizacdo Mundial de Salude ja reconhece
este virus como agente etiolégico de cancer de cérvice uterina (MUNOZ et al., 2003;
WALBOOMERES et al., 1999).

A ocorréncia de exames citopatoldgicos falso-negativos e insatisfatérios incentivou o
desenvolvimento de novas tecnologias visando a melhora da qualidade e, consequentemente,
da sensibilidade do teste. O teste de deteccdo de DNA-HPV oncogénico comprovadamente
apresenta maior sensibilidade e menor especificidade do que a citologia, por isso, sua
utilizacdo para o rastreio esta sendo proposta nos paises desenvolvidos, com triagem
citoldgica dos casos positivos, priorizando mulheres com 35 anos ou mais (CUZICK et al.,
2008). Os resultados sobre especificidade e taxa de falso positivo indicam que um DNA-HPV
sozinho, ndo deve ser utilizado como critério para indicacdo de colposcopia em qualquer faixa

etaria dentro de um programa de rastreio regular. O teste de DNA do HPV com citologia de
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triagem diminui o nimero de resultados de triagem falso-positiva em compara¢do com 0 uso
de um teste de DNA-HPV sozinho (LEINONEN et al, 2009).

Entretanto, é importante destacar que a reducdo de mortalidade por cancer do colo do
utero, ocorrida até o presente momento em paises desenvolvidos, é resultado da realizacao
periddica do exame citopatoldgico, pois o teste de HPV-DNA ainda ndo é usado
sistematicamente como método de rastreamento. O teste rapido de deteccdo de DNA-HPV
oncogeénico, que se encontra em fase de pré-qualificacdo, ainda indisponivel comercialmente,
poderia vir a ser uma opcao interessante, pois apresenta baixa complexidade tecnologica e
poderd ser realizado por equipe de generalistas sem especializacdo laboratorial, apés
treinamento basico (GRAVITT et al, 2008; QIAO et al, 2008). O emprego desse teste seria
viavel em regides remotas, sem acesso regular a assisténcia, aplicado por equipes de Saude da

Familia.

1.2. Biologia do HPV (Papillomavirus humano)

O HPV é um virus pequeno, de simetria icosaédrico, isto é, apresenta 20 facetas, 52-
55 nm de didmetro, sendo uma molécula de DNA fita dupla circular, com aproximadamente
8000 pares de bases (pb), envolvido pelo capsideo, composto por 72 capsémeros, e ndo possui
envelope, caracteristica essa que o0 torna estavel e resistente aos solventes organicos e ao
aquecimento. Este virus permanece viavel por pelo menos uma semana em meio extracelular
(KNIPE; HOWLEY, 2007).

1.3. Taxionomia do HPV

Segundo o International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), o0s
papilomavirus (PVs) pertencem a familia Papillomaviridae. Sua classificacdo é baseada em
andlises filogenéticas da regido gendmica L1, que é a mais conservada e, por esse motivo,
utilizada para a classificacdo. Os HPVs sédo classificados em género, espécie e tipo. Géneros
diferentes compartilham menos de 60% de identidade das sequéncias nucleotidicas de L1,
enquanto o genoma completo apresenta mais de 23% e menos de 43% de identidade. Espécies
de um mesmo género compartilham de 60% a 70% de identidade das sequéncias
nucleotidicas. Enquanto tipos pertencentes a uma mesma espécie compartilham 71% a 89%
de identidade das sequéncias nucleotidicas de L1. Um isolado viral é classificado como um

novo genotipo se a sequencia de L1 diferir mais de 10% de qualquer outro genotipo



22

conhecido de HPV; se diferir entre 2% e 10% é definido como subtipo e menos de 2% como
variante (BERNARD et al., 2010; DE VILLIERS et al., 2004).

Os HPVs estdo divididos em 17 géneros e 44 espécies (Figura 1). Os HPVs estéo
distribuidos em cinco desses géneros: Alphapapillomavirus, Betapapillomavirus,
Gammapapillomavirus, Um-papillomavirus e Nu-papillomavirus e 28 espécies (DE
VILLIERS et al., 2004).

Os virus que pertencem a uma mesma espécie geralmente compartilham
propriedades bioldgicas e patoldgicas. Por exemplo, os HPVs que pertencem a espécie nove
do género Alpha-papillomavirus (HPV-16, 31, 33, 35, 52, 58 e 67) sdo considerados de alto
risco oncogénico, podendo causar lesdes malignas em mucosa (DE VILLIERES et al., 2004).
A denominacdo das espécies difere dos termos adotados pelo “Comité Internacional de
Taxionomia dos Virus” (ICTV). Na classificagdo reconhecida por este comité, os grupos alfa-
9 e alfa-7, por exemplo, correspondem as espécies Human papillomavirus 16 e Human
papillomavirus 18, respectivamente (BERNARD et al., 2010; DE VILLIERS et al., 2004;).

Classificacao Filogenética do HPV

Geéneros e Espécies

Alta homologia entre as proteinas L1' determina a afinidade Alpha-papillomavirus
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Figura 1— Arvore filogenética contendo os tipos de Papilomavirus distribuidos entre as

espécies pertencentes ao género Alphapapillomavirus. O semicirculo externo representa o género
e 0 semicirculo interno refere-se a espécie do Papilomavirus. Fonte: Adaptado de Bernard et al.
(2010).
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Mais de 200 tipos de HPV foram caracterizados baseados na similaridade das
sequéncias genéticas virais. Desses, cerca de 40 infectam a regido anogenital (GARCIA.,
2009).

Os HPVs envolvidos em infeccdes da regido anogenital podem ser classificados de
acordo com a sua capacidade de gerar neoplasias malignas (Quadro 1), em HPVs de baixo
risco oncogeénico (HPV 6, 11, 40, 42,43, 44, 55) e de alto risco oncogénico (HPV 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68 ). Os tipos de HPV 26, 53, 66, 67, 70, 73, 82 séo
classificados como genotipos de provavel alto risco (BERNARD et al., 2010).

Em 2009, a International Agency for Research on Cancer (IARC), classificou 12
tipos de HPV (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59) que infectam a mucosa
anogenital como carcinogénicos para seres humanos pela associagdo destes com o cancer
cervical. Esses doze tipos compdem o mesmo grupo de alto risco, que inclui tipos das
espécies Alphapapillomavirus 5, 7, 9 e 11. Outros 11 tipos pertencentes a0 mesmo grupo
foram classificados como possivelmente carcinogénicos baseado nas relacBes filogenéticas
com os doze primeiros, com exce¢do do HPV 68, o qual foi classificado como provavelmente
carcinogénico (IARC, 2012; SCHIFFMAN et al., 2009).
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Quadro 1- Classificacdo filogenética das espécies de HPV do género Alphapapillomavirus.

Género: . _
) ] Espécie Tipos de HPV
Alphapapillomavirus

Alto risco oncogénico Alpha 11 | 34,73

Alpha9 |16, 31, 33, 35, 52, 58, 67
Alpha7 | 18, 56, 66, 39, 45, 59, 68,70
Alpha5 | 26, 51, 69, 82

Baixo risco oncogénico | Alphal | 32,42

Alpha2 | 10, 3, 28, 29, 78, 94
Alpha3 |61, 72, 81, 83, 84, candHPV 62, candHPV 86,
candHPV 87, candHPV89
Alpha4 | 2,27,57

Alpha 6 | 53,69, 82, 30

Alpha8 | 7,40, 43,91

Alpha 10 | 6, 11, 13, 44, 74

Alpha 12 | Rh PV1

Alpha 13 | 54

Alpha 14 | 71

Alpha 15 | *CandHPV90

Lesbes genitais em | Alphal2 | RhPV1

macacos
Fonte: DE VILLIERS et al. (2004) modificado.

*Cand: candidato a tipo
Espécie reagrupadas (Alpha 14) segundo a nova classifica¢do proposta por Bernard et al. 2010

1.4. Epidemiologia da infec¢éo por HPV

A infeccdo pelo HPV ¢é a doenca sexualmente transmissivel predominante em
mulheres de vida sexual ativa, com uma prevaléncia de 20%. Este virus é conhecido por ser
responsavel por produzir lesdes conhecidas como “verrugas genitais”, mas nos ultimos anos
ganhou foco por estudos que demonstraram em pesquisa, que os HPVs 16 e 18 estdo

intimamente relacionado com o desenvolvimento do cancer de colo uterino (DE VILLIERS et
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al., 1987). Acredita-se que a grande maioria das mulheres sexualmente ativas tenha uma ou
mais infecgdes por HPV durante toda a vida, entretanto, a maioria dessas infec¢Oes ocorre de
forma transitoria e evolui para resolucdo espontanea (BOSCH et al., 2008; DERCHAIN;
ZEFERINO, 2006; MOSCICKI, 2008; WOODMAN et al., 2007)

O HPV atinge cerca de 25% das mulheres nos primeiros 10 anos de atividade sexual
e o0 risco de aquisi¢do durante toda a vida é de 80%. O pico de prevaléncia da infeccdo pelo
HPV geralmente ocorre em mulheres com idade inferior a 25 anos (DE SANJOSE et al.,
2007). Nos paises desenvolvidos tais como os paises da Europa e os Estados Unidos, o que se
observa é um declinio dessa curva com o aumento da idade. Entretanto, em algumas partes do
mundo, particularmente em paises da América Latina, essa curva apresenta uma forma em
“U”, evidenciando um segundo aumento da prevaléncia do HPV em mulheres com idade
acima dos 45 anos (BOSCH et al., 2008; DE SANJOSE et al., 2007; FRANCESCHI et al.,
2006; FERNANDES et al., 2009). Estudo realizado na Costa Rica em mulheres jovens
explica que o elevado numero de novos casos da infeccdo pelo HPV justifica a alta
prevaléncia nessa faixa etaria, enquanto que a persisténcia viral € o fator que melhor explica a
prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres com idade mais elevada (HERRERO et al.,
2005).

1.5. Prevaléncia de tipos especificos de HPV em mulheres sem lesbes cervicais

DE SANJOSE et al., (2007) em uma meta-anélise, avaliaram a distribuicdo dos
diversos tipos de HPV em mulheres com citologia normal em 78 estudos, que incluiam
157.879 mulheres randomicamente selecionadas da populacdo de 15 regides do mundo. A
prevaléncia geral de HPV foi de 10,4%, variando de 22,1% na Africa a 8,0% na Asia. Os
cinco tipos de HPV mais comuns em mulheres HPV-positivas foram HPV16, seguido pelos
18, 31, 58 e 52, representando 50% de todas as infec¢des por HPV. Embora os HPV tipos 16
e 18 tenham sido os mais prevalentes, a distribui¢do dos outros tipos varia conforme a regiéo
geografica. No Japdo, Taiwan e leste da Africa 0 HPV52 foi 0 mais comum. O HPV18 foi 0
mais frequente em todas as regides, exceto no sul da Europa, e 0 HPV53 estava entre os cinco
tipos de HPV mais comuns nas mulheres do leste da Africa, América do Norte e Central.

Em um estudo realizado no Brasil envolvendo citologia normal em 975 mulheres da
Regido Sudeste com idades entre 15 a 70 anos, a prevaléncia global na associacdo dos
métodos moleculares a infeccdo pelo HPV foi de 27%. Nesse mesmo estudo, mulheres
jovens, com idade igual ou inferior a 24 anos, mostraram uma positividade de 27,9% para
infeccdo pelo HPV (NONNENMACHER et al., 2002).
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Os resultados de outro estudo também realizado no Brasil, em 2008, mostraram que a
prevaléncia de infecgdes por tipos de HPV de alto risco oncogénico foi de 27,1%
considerando mulheres com idade menor ou igual a 25 anos (RAMA et al., 2008).

Em Goiania, Goias, um estudo envolvendo adolescentes sexualmente ativas de 15 a
19 anos da regido noroeste mostrou uma prevaléncia da infecgcéo pelo HPV de 21,9% (80/365)
nos casos de citologia normal e uma prevaléncia global incluindo adolescentes com
anormalidades citologicas de 28,0%. Nesta populacdo os HPV de alto risco foram os tipos

mais frequentes, representando 88,4% dos casos positivos (ALVES, 2006).
1.6. Prevaléncia de tipos de HPV em mulheres com lesdes cervicais

Um estudo mundial mostrou uma prevaléncia do DNA do HPV de 99,7% em
amostras de cancer do colo do utero (WALBOOMERS et al., 1999). Dentre os tipos
detectados, o HPV 16 foi o mais frequentemente detectado, com excec¢do da Indonésia onde o
tipo 18 foi o mais prevalente. Resultados de varios outros estudos foram concordantes com
esses dados, de modo que a prevaléncia dos demais tipos pode variar de acordo com a regido
e a populacdo estudadas (CLIFFORD et al., 2006; RABELO-SANTOS et al., 2003, WEELER
etal., 2009 ).

Outro estudo multicéntrico, mais recente, confirma a predominancia do HPV 16 no
cancer do colo do Gtero, com uma taxa de positividade de 62% nos casos de carcinoma de
células escamosas e de 50% em adenocarcinomas (DE SANJOSE et al., 2010). Os tipos 18 e
45 foram, respectivamente, o segundo e o terceiro tipos mais frequentemente detectados,
sendo mais prevalentes em adenocarcinomas (32% e 12%, respectivamente) do que em
carcinomas escamosos (8% e 5%, respectivamente). Juntos, os tipos 16, 18 e 45 somaram
uma prevaléncia de quase 75% do total de casos de cancer do colo do Utero. Outros tipos
associados principalmente ao carcinoma de células escamosas foram os HPVs 33, 31, 52, 58,
35 e 39 (DE SANJOSE et al., 2010).

Na meta-analise realizada por SMITH et al., (2007), 70% dos casos de carcinoma
cervical invasivo estavam associados com infec¢do pelo HPV 16 (55%) ou 18 (15%). Essa
proporcao de HPV 16/18 é geograficamente diferente, sendo maior na Europa, Ameérica do
Norte e Oceania do que na Africa, Asia e Américas do Sul e Central. Os outros tipos mais
comuns eram HPV 31, 33, 35, 45, 52 e 58, que sdo os encontrados em todos os continentes.
Por outro lado, nas lesdes intraepiteliais de alto grau, a prevaléncia combinada do HPV 16/18
era de 52% (SMITH et al., 2006)
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A prevaléncia de HPV em mulheres com anormalidades citoldgicas e /ou
histoldgicas é de mais e 80% segundo a maioria dos estudos (GARGIULO et al. 2007;
MONSONEGO et al. 2008; PITTA et al. 2009; RIBEIRO et al. 2011 e BARROS, et al.
2012).

CLIFFORD et al. (2005) fizeram um levantamento e incluiram 8.308 mulheres com
alteracOes citologicas compativeis com lesdo intraepitelial de baixo grau (LSIL) oriundas de
55 estudos, onde a prevaléncia total de HPV foi de 80% na América do Norte e menor que
70% em outras regides, diferenca essa atribuida aos critérios utilizados para o diagndstico
destas lesdes. Entre as 5910 mulheres com lesGes de baixo grau HPV-positivas, o HPV16 foi
0 tipo mais comum (26,3%), seguido pelo HPV31 (11,5%), HPV51 (10,6%), HPV53 (10,2%),
HPV56 (9.5%), HPV52 (9.0%), HPV18 (8.6%), HPV66 (8.6%), HPV58 (8,4%), HPV6
(8.0%), HPV39 (7.6%), HPV33 (7.4%), HPV59 (6.1%), HPV35 (5.7%), e HPV45 (4.9%).

Os HPV tipos 16 ¢ 18 estdo associados a aproximadamente 35% dos casos positivos
de lesdo escamosa de baixo grau e 70% em cancer do colo do Gtero em todo o mundo
(CLIFFORD et al. (2005). Os tipos de HPV envolvidos nas lesbes de alto grau em ordem de
prevaléncia sdo os HPV16, 18, 33, 45, 31, 58, 52, 35, 59, 56, 51, 39, 68, 73, 66 e 70 foram
obtidos a partir do meta-anélise. Os mais encontrados nas NIC de baixo grau sdo os HPVs
16, 31, 51, 53, 56, 52, 18, 66 € 58 (CLIFFORD et al., 2006). Como demonstrado, também em
mulheres com anormalidades citoldgicas sugestivas de lesdo intraepitelial de baixo grau (low
grade squamous intraepithelial lesion - LSIL) e lesdo intraepitelial de alto grau (high grade
squamous intraepithelial lesion — HSIL) HPV 16 é o tipo mais frequentemente detectado,
sendo que sua prevaléncia é maior quanto mais grave a lesdéo. Em meta-anélise recente, a
prevaléncia de tipos de HPV mais comuns em HSIL por regido, 0 HPV-16 é o mais comum
em todas as regides, variou de 34% na Asia para 52% na Europa. O HPV-18 foi 0 segundo
tipo mais comum em todas as regides, variando de 6% na Europa e 10% na América do Norte
(CLIFFORD et al., 2006; GARGIULO et al., 2007; SMITH et al., 2007).

Um estudo de rastreamento de LSIL/ASC-US (ASC-US, Atypical Squamous Cells of
Undetermined Significance) mostrou uma positividade do HPV de aproximadamente 60%.
Nesse estudo, os HPV 16 e 18 representam 24% e 8% das infecgdes, respectivamente. Em
mulheres jovens (18-24 anos), o estudo mostrou uma maior propor¢do dos tipos 16 e 18
(35%) em relagéo a observada em mulheres com idade superior a 35 anos (19%) (CLIFFORD
et al., 2006).
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Em mulheres com anormalidades citolégicas do Rio Grande do Norte, a infec¢do
pelo HPV esteve presente em 62,5% em pacientes com displasia de baixo grau NIC1, 75,0%
em displasia moderada NIC2 e 82,6% na displasia grave NIC3 de alto grau. O tipo mais
prevalente foi 0 HPV 16, seguido do HPV 58 e 18 (FERNANDES et al., 2009).

No Brasil, o tipo 16 é também o mais prevalente nos casos de carcinoma invasor e
NIC 3 diagnosticado histologicamente em todas as regides representadas nos estudos de
prevaléncia (RABELO-SANTOS et al., 2003).

O HPV 18 é o segundo mais frequente na Regido Sudeste. Nas regiGes Centro-Oeste
e Nordeste, os tipos 33 e 58 ocupam o segundo lugar, respectivamente (BOSCH et al., 1995;
ELUF-NETO et al., 1994, LORENZATO et al., 2000; NORONHA et al.,1999; RABELO-
SANTOS et al., 2003). Os HPV tipos 16 e 18 estdo associados a aproximadamente 25% dos
casos de lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau, 50% das de alto grau, 70% dos casos de
carcinoma epidermoide e 90% dos adenocarcinomas de colo uterino e, ainda, 70% dos outros
carcinomas genitais na mulher e 90% dos casos de carcinoma anal (MUNOZ et al., 2005).

Um estudo realizado em Campinas, Sdo Paulo, indicou uma prevaléncia total de
HPV de 99%, incluindo 35,3% de infec¢cBes simples e 64,7% de infecgdes mdaltiplas em
mulheres diagnosticadas com NIC 2 ou NIC 3 (PITTA et al., 2009). Os autores identificaram
37 tipos de HPV em 32 amostras, sendo que o 16 foi 0 gendtipo mais prevalente (presente em
57,1% das amostras), ou como uma simples infec¢do ou juntamente com outros tipos de HPV.
Outros genoétipos frequentes em infeccBes maultiplas ou Unicas foram HPV 58 (26/105,
24,7%); HPV 33 (16/105, 15,2%); HPV 52 (14/105, 13,3%); HPV 31 (11/105, 10,4%) e HPV
51 (8/105, 7,6%) (PITTA et al. 2009).

RIBEIRO et al., (2011) em Goiania , Goias demonstraram que do total de mulheres
HPV positivas, 45% (77/171) estavam infectadas por HPV 16 em infec¢Ges simples e
maultiplas. Os tipos de HPV 31 e 35 foram respectivamente, o segundo e o terceiro mais
prevalentes. A prevaléncia do HPV 16 foi de 52% (40/76) nas neoplasias intraepiteliais
cervicais de alto grau (NIC 2/3) e de 88,8% (8/9) nos casos de carcinomas invasivos. As
prevaléncias dos tipos 31 e 35 em neoplasias intraepiteliais cervicais de alto grau (NIC 2/3)
foram de 10,5% (8/76) e 6,6% (5/76), respectivamente.

Outro estudo realizado em Goias por BARROS et al.,, (2012)vmostrou uma
prevaléncia de 86,3% em populacdo semelhante. O tipo HPV 16 foi 0 mais prevalente em
todos os diagnosticos, em infecgcdes simples ou multiplas (35,9%). A prevaléncia total de

HPV 18, como uma infec¢do simples ou multipla foi de 6,1% (8/131), constituindo o quarto
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tipo mais predominante. O tipo 16 esteve presente em 51% das NIC 2 e NIC 3 e em 100% dos
casos de carcinomas invasores (BARROS et al., 2012)

1.7. Genoma do HPV

O genoma circular do HPV (Figura 2) é constituido por nove regides codificadoras
divididas em trés segmentos: uma regido de expressdo precoce, por ser a primeira a se
expressar denomina-se early (E), compreendendo oito genes, E1 a E8, necessarios a
replicacéo viral e com propriedades de transformacdo oncogénica, sendo que E3 e E8 ndo tém
funcdo conhecida; uma regido de expressdo tardia, denominada late (L), que codifica duas
proteinas estruturais, as proteinas L1 e L2 do capsidio viral (BURK et al., 2009; CONWAY;
MEYERS, 2009; CHOW et al., 2010). A regido ndo codificadora, regulatéria conhecida como
Long Control Region (LCR) contém a origem de replicacdo (ORF) e sitios de ligacdo para a
maioria dos promotores de transcricdo (BERNARD et al., 2010).

Figura 2 — Representacdo esquematica do genoma do HPV 16: regido reguladora (LCR); regido precoce (E); e
regido tardia (L). Adaptado de Ghittoni et al., (2010).

1.8. Patogénese e papel oncogénico do HPV

Os Papilomavirus humanos sdo inoculados através de microtraumatismos ou
solucBes de continuidade nos epitélios pavimentosos integros da pele ou mucosas do

hospedeiro (BUCK et al., 2008). Os virions perdem o seu invélucro proteico e o genoma viral
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atinge o ndcleo da célula, onde ele se estabelece de forma epissomal. As células alvo para a
infeccdo podem ser células proximas da juncdo escamocolunar, tais com as células de reserva,
que se encontram imediatamente por baixo do epitélio da endocérvice e que formam o epitélio
estratificado e o epitélio glandular. (BOUVARD et al., 2012)

Segundo Doorbar (2004), o ciclo normal da infeccdo pelo HPV passa por cinco
etapas consecutivas: infeccdo, manutencdo do genoma, fase proliferativa, amplificacdo

gendmica e sintese de particulas virais (Figura 3).
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Figura 3 — Expresséo génica viral no ciclo da infecgdo produtiva do HPV segundo Doorbar.
Fonte: Adaptado Doorbar (2012).

Assim apds a infeccdo, acredita-se que o virus mantenha seu genoma com um baixo
namero de cdpias sob a forma epissomal nas células da camada proliferativa, principalmente
em células de reserva presentes em areas de metaplasia. Nesta fase, hd um baixo nivel de
expressao dos genes E6, E7, E1 e E2, suficiente para a manutencdo genémica do virus.

Para a producdo de particulas virais ocorre a amplificacdo do genoma do HPV, que é
dependente da expressdo dos genes E6 e E7. A montagem das particulas infecciosas ocorre
nas camadas médias e superiores do epitélio cervical, para as quais hd& um aumento da
expressao dos genes virais E1, E2, E4 e E5. Na fase final, os genes L1 e L2 codificam as
proteinas virais do capsideo viral e sdo expressas nos grupos de células com maior expressao
do gene E4, importante na alteracdo da matriz intracelular, maturacdo e replicacdo do virus
(DOORBAR, 2005; SCHEURER et al., 2005). A funcdo da proteina E4 ainda ndo foi bem
determinada, mas ela esta presente tanto na fase precoce quanto na fase tardia da infeccéo
viral produtiva e, provavelmente por interagir com a citoqueratina, pode estar relacionada as

alteracdes estruturais no citoplasma das células infectadas o que leva a formacdo dos
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coilocitos - células atipicas com uma cavitacdo perinuclear no citoplasma que indica
alteraces citopaticas devidas a infeccdo pelo HPV (IARC, 2010; STOLER, 2003).

Esta organizacdo da expressao viral no ciclo de uma infecgcdo produtiva é semelhante
para os diferentes tipos de HPV. O desenvolvimento de uma NIC e do cancer cervical esta
associado com a perda da regulacdo deste ciclo reprodutivo do HPV, evento que caracteriza
0s HPV oncogénicos (DOORBAR, 2006). Tal fato é caracterizado pelo aumento da fase de
expressao dos genes E6 e E7 que se estende mais amplamente na espessura do epitélio, da
profundidade para a superficie, com simultanea diminuicdo da expressdo dos genes
importantes nos estagios finais da infeccdo, fato que impossibilita que o ciclo produtivo se
complete (Figura 4). E justamente esta perda da capacidade de completar o ciclo que
diferencia a infec¢éo viral produtiva presente nas lesbes de baixo grau, de uma infeccao viral
transformante (DOOBAR, 2012).

L= ‘;~‘> & s 1®7e
= == A . AA
pre BT S - 3 P A nAN O
== B W :
C‘QQ B 5 ..aa-. s $ o1 ol o]\ S ejs Slere
= LRESSasecen g -
...-39-.-,.. P o/eled ..‘..'-. .
"cuu::.lu.."”.“:l':-l.i .I'0'!1.;‘:/.‘.,’.,’,:a.t’u.»'-" 'I'."lll‘l’l';\‘||'\‘"lll.l'."
NIC1 NIC 2 NIC3

Figura 4 — Padrdo de expressdo génica viral do HPV de acordo com o grau da NIC (Neoplasia Intraepitelial

Cervical). Fonte: Adaptado DOORBAR et al., (2012)

A expressdo de produtos de genes virais que leva a producdo de particulas de virus é
interrompida em neoplasias associadas ao HPV. A expressdo de E6 e E7 aumenta de acordo
com a gravidade da lesdo cervical. As lesdes do tipo NIC 1 retém a capacidade para completar
o ciclo de vida do HPV e produzir particulas virais (MIDDLETON et al., 2003).

A elevacdo da expressdo de E6 e E7 na infeccdo por HPV de alto risco, que leva a
NIC 2 ou lesdo mais severa pré-dispde na célula um acumulo de alteracdes genéticas que
contribui para a progressao tumoral. De acordo com esta hipotese, 0s baixos niveis de E6 e
E7 presentes em NIC 1 ndo comprometem as funcdes de seus alvos celulares o suficiente para
facilitar a progressao do tumor. A desregulacéo viral vista em NIC 2 e NIC 3 é facilitada pela
integracdo dos epissomas virais no cromossomo da ceélula hospedeira, a qual pode desregular
a expressdo dos genes E6 e E7, que sdo referidos como oncogenes virais (DOORBAR et al.
2012; PAAVONEN et al., 2009).
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A Figura 5- mostra a progressdo da infeccdo pelo HPV, passando pelas lesGes
precursoras até chegar ao carcinoma invasor, bem como o perfil de integracdo do genoma

viral ao DNA da célula hospedeira durante este processo.
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Os oncogenes virais E6 e E7 atuam em duas etapas distintas do ciclo celular: no
controle da passagem da fase G1 para S e na regulacdo da entrada da célula em apoptose. O
padréo aberrante de expressdo de oncogenes virais E6 e E7 nas células proliferativas favorece
que a proteina E7 induz a degradacdo da proteina pRB. A pRB tem papel fundamental na
manutencdo da célula em G1, exercendo sua funcdo por formar complexos estaveis com o fator
de transcricdo E2F (E2F). O E2F, quando livre, ativa diversas quinases dependentes de ciclinas,
desencadeando o processo de replicacdo do DNA. A inativagdo do pRB aumenta a proliferacéo
celular do epitélio infectado, o que pode ser diretamente demonstrado através da detec¢do do

antigeno nuclear associado a proliferagdo (Ki-67). A p16™<

, uma CDKI que inibe a
fosforilagdo da pRB, mantendo-a ativa e ligada ao E2F, que tem sua expressdo controlada por
feedback negativo exercido pelo pRB. A inativacdo da pRB pela proteina E7 do HPV resulta
em um aumento da expressdo de p16™ * nas células infectadas. (SINGH, et al., 2010)

O HPV também interfere no controle do ciclo celular e apoptose através de produto de
seu oncogene E6 e E7, o qual se liga ao produto do gene P53, ou proteina p53, degradando-a.
Desta forma, a degradacdo de p53 induzida pelas oncoproteinas virais compromete a

integridade do DNA replicado, causando instabilidade cromossomal, imortalizacdo e
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proliferacdo anormal das células transformadas, favorecendo o desenvolvimento do
tumor(GANGULY, PARIHAR., 2009).

Atualmente sdo descritas novas funcdes para estas oncoproteinas. A proteina E6
promove a diminuicdo dos niveis de Notchl, gene humano que atua no controle do destino
das células, mecanismo que tem sido apontado como necessario para sustentar a expressao da
proteina E6 juntamente com a proteina E7 e para a transformacdo maligna em fases tardias da
carcinogénese cervical. A baixa regulacdo de Notchl pela proteina E6 parece levar a inibicdo
da diferenciacéo e o crescimento celular anormal (CATTANI et al., 2009).

E provavel ainda que as proteinas E6 e E7 causem a perda da integridade dos
cromossomos em nivel numérico através de mdltiplas vias, que inclui a desregulacdo da
expressao génica e mitdtica, embora 0s mecanismos moleculares subjacentes precisem ser
definidos com mais detalhes (CATTANI et al., 2009).

Além de seu papel na desregulacdo do ciclo celular e do controle da apoptose
descrito anteriormente, as proteinas E6 e E7 tém um importante papel na evasdo do resposta
imune. Hassan et al. (2008) demostraram que as proteinas E6 e E7 podem interferir também
na resposta imune inata contra o HPV, na medida em que inibem a expressdo de um receptor
transmembrana presente na superficie da mucosa envolvido no reconhecimento do virus (Toll-
like receptor-9TLR-9) (HASSAN; HO, 2008).

A ativacdo de tais receptores € uma etapa critica no desencadeamento da defesa
local. Os TLRs ativam o0s macrofagos teciduais e outras células do sistema imune a
produzirem citocinas, mediadores capazes de coordenar a resposta imune ao desencadear
outras etapas da resposta inflamatoria. Ja foi demonstrada a liberagdo de Interferon-y (INF-vy)
em resposta a infeccdo por virus, provavelmente devido a estimulagdo do TLR-9. Esta
citocina, por sua vez, estimula a resposta imune mediada por células e é responsavel por
diferentes atividades antivirais (MEDZHITOV, 2008).

1.9. Diagnéstico da infec¢do pelo HPV

1.9.1 Métodos ndo moleculares
1.9.1.1 Citopatologia
O exame citopatologico de colo do utero identifica alteracBes celulares benignas e

malignas, sendo utilizado como teste de triagem. Testes citopatoldgicos sdo realizados a partir

do exame do esfregaco cérvico-vaginal corado. Esse conceito de teste foi introduzido por
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Papanicolaou e Babes na década de 20. Posteriormente, Papanicolaou aprimorou a técnica e
demonstrou que a citologia convencional poderia ser usada para identificar lesbes pré-
cancerosas cervicais. Essa técnica permitiu que a citopatologia fosse utilizada para prevenir o
desenvolvimento de cancer cervical ao invés de simplesmente detectar o cancer em estagio
precoce (INCA, 2011). A coloracdo de Papanicolaou produz trés cores basicas: azul (nucleo),
verde (citoplasma) e vermelho (citoplasma). Apos a coloragdo, as laminas sao montadas em
balsamo e posteriormente lidas através da microscopia optica (KOSS; GOMPEL, 2006).

Em relacdo ao diagndstico das anormalidades em células escamosas, de acordo com
o Sistema de Bethesda, os esfregacos podem ser interpretados como células escamosas
atipicas de significado indeterminado (ASC-US), quando apresentam alteraces citoldgicas
em células intermedidrias e superficiais sugestivas, porém, qualitativa e/ou quantitativamente
insuficientes para a interpretacdo definitiva de LIE. As principais caracteristicas
citomorfoldgicas sdo: leve aumento da relagdo nucleo/citoplasma e nucleos arredondados
ligeiramente hipercromaticos, apresentando tamanho de duas a trés vezes maior do que o
normal (HODA; HODA, 2007; WRIGHT et al., 2004). Em casos onde estas alteracfes estdo
presentes em células mais jovens, o resultado é interpretado como células escamosas atipicas,
nédo podendo excluir leséo de alto grau (ASC-H) (WOODMAN et al., 2007).

Considerando os esfregacos citologicos caracterizados como LIEBG, os principais
critérios citomorfoldgicos usados séo: citomegalia, multinucleacdo, hipercromasia, contorno
irregular da membrana nuclear, halo perinuclear e a presenca de células com escavacdes
irregulares ao redor do nucleo (coildcitos), caracterizando o efeito citopatico provocado pelo
HPV (coilocitose). Essas alteracfes citolégicas sdo observadas principalmente em células
escamosas maduras, ja que estdo associadas a infeccdo produtiva pelo HPV, na qual a
replicacdo viral e a producdo de novas particulas virais sdo fortemente acopladas ao processo
de diferenciacéo do epitélio (WRIGHT, 2006).

Em esfregacos citologicos caracterizados como LIEAG ou mais grave, as
caracteristicas citomorfoldgicas provocadas pelo efeito citopatico do HPV sdo geralmente
menos proeminentes do que nos esfregagos interpretados como LIEBG. Desta forma, a
deteccdo de sinais citologicos classicos da infeccdo pelo HPV tais como coilocitose e
citomegalia aumenta a probabilidade do diagnostico de NIC grau 1 (NIC 1). Os principais
critérios citomorfologicos observados em LIEAG séo a presenca de células jovens com
elevada relacdo nucleo-citoplasmética, nucleos hipercromaticos, contorno irregular da

membrana nuclear, pleomorfismo nuclear e figuras mitéticas anormais (WRIGHT, 2006).
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Os critérios citomorfolégicos observados no carcinoma escamoso invasor sdo: a
presenca de formas celulares bizarras, apresentando variagdes de tamanho e forma,
anisonucleose e queratinizacdo e a presenca de células em forma de girino. Esfregacos
evidenciando hema@cias lisadas, nucleos desnudos e diatese tumoral, quando associados aos
fatores citomorfoldgicos também s&o indicativos de carcinoma de células escamosas ( HODA,;
HODA, 2007; WRIGHT et al., 2004).

Para as alteracdes em células glandulares, a presenca de células glandulares atipicas
(AGC) pode ser identificada pela presenca de alguns, mas ndo de todos os critérios
citomorfoldgicos usados para caracterizar o adenocarcinoma in situ (AIS). Células com
nacleos apinhados e hipercromaticos, com perda da polaridade, dispostas em grupamentos
morfologicamente caracteristicos, tais como tira pseudoestratificada, roseta e plumagem sao
0s principais critérios citomorfoldgicos utilizados na caracterizacdo de esfregacos sugestivos
de AIS. Nos casos de adenocarcinoma invasor, as células glandulares apresentam-se
significativamente atipicas, podendo ser observadas em grupamentos fortemente irregulares e
isoladas (células individuais atipicas preservadas) (AYER et al.,, 1991; HODA; HODA,
2007).

1.9.1.2 Histopatologia

Nas amostras obtidas por conizacdo ou amputacdo cervical, o material deve ser
inteiramente submetido a exame histoldgico para minimizar a possibilidade de perda de
algum foco de invasdo estromal. As margens cirargicas devem ser adequadamente
identificadas nos cortes histoldgicos, avaliando sua localizagcdo topografica e extensdo da
lesdo para criptas glandulares. O efeito citopatico classico da infeccdo viral é observado nas
camadas superiores do epitélio, classificado como NIC 1. Ainda sdo encontradas outras
alteracdes como hiperplasia ou acantose, hipercromatismo ou disceratose (WRIGHT, 2006).

Nas NIC 2 e NIC 3 as alteracdes se estendem ao terco superior do epitélio cervical. A
coilocitose € menos proeminente, sdo encontradas células imaturas apresentando além da
hiperplasia, disceratose e hipercromatismo, também é observado o apinhamento nuclear,

pleomorfismo e figuras mitdticas nos casos de lesdes mais severas (WRIGHT, 2006).

1.9.2 Métodos moleculares para deteccdo de DNA
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Atualmente, os testes de deteccdo com base no acido nucleico sdo a forma mais
avancada de metodologia de testagem com base diagndstica molecular nos estudos HPV. Na
analise do DNA ou RNA, os métodos podem ser divididos, genericamente em trés grandes

grupos: testes ndo amplificados, testes amplificados pelo alvo e testes amplificados pelo sinal.
1.9.2.1 Hibridizagdo “insitu”

A hibridizagdo “in situ” é uma técnica utilizada visando especialmente a
identificacdo e deteccdo de virus, tais com HPV, virus de Epstein-Barr, virus da hepatite B.
Também usada para verificacdo de presenca de outros agentes infecciosos em tecidos
suspeitos de infeccéo e de tipos especiais de cromossomos (DO CARMO; FIORINI, 2007)

Esta técnica € menos sensivel do que a técnica que utiliza a PCR (Polymerase Chain
Reaction), porém mais sensivel que a imuno-histoquimica. Sob condi¢bes apropriadas, a
hibridizacdo “in situ” ocorre através do estabelecimento de liga¢cdes de hidrogénio da sonda
com a sequéncia-alvo do DNA viral, que podem ser visualizadas através de marcadores
fluorescentes ou radioativos ligados as sondas, permitindo a deteccdo e localizacdo de
sequéncia de acidos nucleicos do HPV em material citoldgico e histologico (DO CARMO;
FIORINI, 2007).

A hibridizacdo “in situ” detecta a forma epissomal do virus e a forma integrada ao
DNA hospedeiro, aléem de possuir sondas especificas para HPV de alto e baixo risco. A
otimizacdo da visualizacdo da reacdo entre as moléculas de DNA ou RNA em estudo, as
sondas sdo marcadas com fluorescéncia, FISH (Fluorescence In Situ Hibridization), é o
método de hibridizacdo “in situ” mais utilizado atualmente, por n&o utilizar marcagéo
radioativa. Possui sensibilidade de 92,5% e especificidade de 72,7% (OLIVEIRA et al.,
2008).

A otimizacdo da visualizacdo da reacdo entre as moléculas de DNA ou RNA em
estudo e as sondas € feita por associacdo a moléculas radiativas, fluorescentes ou tiramina
biotiniladas que ndo utiliza marcagéo radiativa com boa sensibilidade e especificidade (DO
CARMO; FIORINI, 2007).

1.9.2.2 Captura Hibrida (CH)

E uma reacdo de hibridizacdo molecular, com amplificacdo do sinal dos hibridos

formados pela utilizacdo de sonda de RNA especifico, ndo radioativa. Estes hibridos de DNA-
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RNA sdo posteriormente capturados por anticorpos monoclonais e visualizados através de
métodos de quimioluminescéncia (CAVALCANTI & CARESTIATO, 2006; HUBBARD,
2003; SOUZA, 2004; SALVIA, 2004). A CH ¢é um procedimento de processamento rapido e
leitura confiavel para detectar 18 tipos de HPV divididos em grupos de baixo e de alto risco
oncogénico (HUBBARD, 2003; GONTHJO et al., 2005), além de permitir avaliacdo de carga
viral (SALVIA, 2004; RAMA, 2006). O método ndo distingue entre os tipos de HPV dentro
destes grupos (HUBBAR, 2003; MOLIJN et al., 2005; WOLSCHICK et al., 2007).

A segunda geracdo desta técnica, a versdo Captura Hibrida Il (CHII) idealizada para a
deteccdo de 13 tipos de alto risco, € um método de fécil realizagdo, rapido e reprodutivel,
aplicado a anélise de um grande nimero de amostras (WOLSCHICK et al., 2007). Apresenta
alguns problemas de resultados falso-positivos, resultantes de reacdes cruzadas e de falso-
negativos (CAVALCANTI; CARESTIATO, 2006).

1.9.2.3 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica de PCR, desenvolvida por Kary Mullis no fim da década de 1980, baseia-
se na amplificacdo de segmentos especificos do DNA do organismo e consiste na replicacdo
in vitro de segmentos especificos de DNA pela enzima DNA-Polimerase (SAIKI et al., 1988).
Para a deteccdo molecular do HPV por PCR tém sido usadas véarias combinacdes de
iniciadores genéricos para amplificacdo de segmentos especificos do DNA de diferentes
regibes do genoma viral detectando niveis muito baixos de carga viral em células e tecidos,
mesmo em infec¢des ditas ndo produtivas (CHAN et al., 2006; HUBBARD, 2003;).

Existem duas abordagens relevantes para deteccdo do DNA do HPV por PCR que
sdo: a PCR de consenso e a PCR tipo especifica. Os ensaios de PCR mais amplamente
utilizadas usam os primers GP5+/GP6+, MY09/MY11, e SPF, cujo alvo € uma regido
altamente conservada do gene L1 do HPV, amplifica numerosos tipos de HPV genital numa
mesma reacdo. O conjunto PCR GP5+/GP6+ consiste de dois primers que detectam uma
ampla gama de HPVs em baixa temperatura de anelamento. O MY09/11, por outro lado, é
sintetizado com varios nucleotideos degenerados em cada um dos primers, gerando uma
mistura de 25 iniciadores que sdo capazes de amplificar um amplo espectro de tipos de HPV
(Multiplex PCR). Embora os sistemas de primers MY09/MY11 e GP5+/GP6+ produzam uma
prevaléncia quase idéntica de HPV em um conjunto de amostras clinicas, os MY09/MY11
detectam o dobro de infecgbes por mdaltiplos tipos. Os primers GP5+/GP6+ amplificam
fragmentos de aproximadamente 150 pb (BOULET et al., 2008).
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Os primers PGMYQ09/PGMY11 foram desenhados para melhorar a sensibilidade do
sistema MY09/MY11 de todo o espectro de tipos com aumento da detecgdo de infeccOes
multiplas com melhor reprodutibilidade e especificidade (BOULET et al., 2008). Esse
conjunto de primers consiste em uma mistura de oligonucleotidios que permitem a
amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 450 pb da regido L1 do HPV (GRAVITT
etal., 2007).

Para deteccdo do genoma do HPV, foi utilizada a técnica convencional de PCR com
oligonucleotideos iniciadores consensuais PGMYQ09/11, cujo produto é visualizado pela
presenca de uma banda de aproximadamente 450 pb. As sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores PGMY09/11 encontram-se no quadro 2. As concentragdes dos reagentes utilizados
nesta reacdo encontram-se descritos no quadro 3. Cada experimento de amplificacdo utiliza

controles positivos e negativos para garantir a confiabilidade da reacdo.
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1.9.2.4. Deteccdo do genoma viral utilizando utilizando os oligonucleotideos
iniciadores consensuais PGMY09/11
Quadro n° 2 — Sequéncia do primer PGMY09/11 / - Adaptado de Gravitt et al, 2000

Nome do primer Sequéncia do primer (5’-3”)

PGMY11-A e GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B...oooiiiiii GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C..ooovriiiiiiie GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D..oooviiiiiiiii, GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGYMIL-E ..o, GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMYO09-F.....oooviiiiiiiiicc CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMY09-G.....ccovviiiiiiiiiie, CGA CCT A AAGGAAACTGATC
PGMYO09-H.....ooiiiiiiii CGT CCAAAAGGAAACTGATC
PGMYO09-1 ...ccviiiiiiiiii, GCC AAG GGG AAACTG ATC
PGMY09-J ..o CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMYO09-K.....cooiiiiiiiiiiiiec, CGT CCAAGG GGATACTGATC
PGMYO09-L ..o, CGA CCT AAAGGG AATTGATC
PGMYO09-M.....coiiiiiiiiii CGA CCT GAT GGA AAT TGATC
PGMYO09-N.....oiiiiiiiiiieiei e CGA CCAAGGGGATATTGATC
PGMYO09-P.....oooiiiiiiiiiiiicc GCC AACGGA AACTGATC
PGMY09-Q...oooviiiiiiiiieiiee e CGA CCC AAG GGAAACTGG TC
PGMYO09-R....ccoooiiiiiiiii CGT CCT AAAGGA AACTGG TC
HMBOL.........oooiiiiiiiiiiiic e GCG ACCCAATGC AAATTG GT

A PCR em tempo real (PCR-RT), por sua vez, € uma variacdo do método de PCR
convencional - PCRc). Essa metodologia permite distinguir as sequéncias de bases
amplificadas de DNA por analise da temperatura de separacdo das duplas fitas, e, como as
reagdes ocorrem em ambiente fechado, diminui a ocorréncia de contaminagdes. E um método
gue permite a determinacdo da carga viral, bem como o estado fisico (epissomal ou integrado)
do DNA do HPV (MOLIJN et al., 2005). A guantificacdo ocorre por meio do monitoramento
do acumulo de amplificagOes, utilizando iniciadores que podem ser marcados com moléculas
capazes de emitir fluorescéncia. Além disso, 0 uso de primers universais permite,
teoricamente, a deteccdo de todos os tipos de HPVs existentes (LEFEVER et al., 2009,
RODRIGUES et al., 2009).

Na PCR tipo-especifica sdo utilizados iniciadores desenhados para amplificar um
unico tipo de HPV, exclusivamente. Entretanto, sdo validados iniciadores especificos apenas
para a deteccdo dos tipos 16, 18, 31 e 33 (BAAY et al., 1996). Além disso, para detectar a
presenca do DNA de qualquer um dos tipos de HPV para os quais existem iniciadores
validados, vérias reacdes tipo-especificas devem ser processadas separadamente para uma
mesma amostra. A PCR tipo-especifica possui alto custo e alta demanda de tempo (MOLIJN
et al., 2005).
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1.9.2.5 Genotipagem do HPV

Os testes de genotipagem do HPV séo utilizados em estudos de prevaléncia de HPV
de tipo especifico entre a populacdo, na avaliacdo de vacinas e na implementacdo e
monitoramento de programas de vacinacdo. A aprovacao de qualquer um destes ensaios para
uso clinico é alcancada apds uma andlise cuidadosa dos resultados obtidos em estudos de
validacdo, que podem, eventualmente, ter um desempenho aceitavel em termos de
sensibilidade e especificidade para a deteccdo de doenca clinicamente relevante (NIC 2)
(SCHUTZBANK et al., 2012).

Um grande namero de ensaios para a genotipagem do HPV tém sido desenvolvidos
nos ultimos anos, e alguns deles tém sido comercializados e introduzidos em laboratorios
clinicos e de investigacdo, sendo os mais usados no momento: INNO-LiPA HPV Extra
Genotipagem (Imuno-genética), PailloCheck HPV Teste de triagem (Greiner Bio-One), Clart
HPV 2(Genomica), Infiniti HPV Genotyping assay (AutoGenomics), Linear Array HPV Teste
Genotipagem (Roche).

1.9.2.5.1 INNO-LIPA HPV Genotipagem Extra (Imuno-genética)

Este teste baseia-se na hibridacdo reversa em linha ‘line blot’, e foi projetado para a
identificacdo de 28 diferentes gendtipos de HPV: 17 de alto risco e tipos provavelmente
carcinogénicos de HPV (HPV16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68 e
82), sete tipos de baixo risco (HPV 6, 11, 40, 43, 44, 54 e 70), e quatro tipos de HPV de risco
oncogénico desconhecido (HPV 69, 71, 73 e 74) (BOUVARD et al., 2009). A amplificacdo
de um segmento do gene do complexo principal de histocompatibilidade humano, classe I,
DP 1 beta (HLA-DPB1) é usado para monitorar a qualidade da amostra e a eficiéncia da
extracdo de DNA. O limite de deteccdo varia entre 20 e 70 cdpias por reacao, dependendo do

gendtipo testado.

1.9.2.5.2 PAILLOCHECK® HPV Teste de triagem (Greiner Bio-One)

O Test Kit PapilloCheck® é um ensaio baseado em PCR usado para a detecgdo e
identificacdo de 24 gendtipos de HPV . O método detecta 16 tipos de alto risco (HPV16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68 e 82), sete tipos de baixo risco (HPV-6, 11,
40, 42, 43, 44 e 70) e dois tipos de possivel risco oncogénico (HPV55 e HPV73) (BOUVARD

et al., 2009). Os tipos 44 e 55 séo detectados simultaneamente ndo podem ser discriminados.
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A amplificacdo de um fragmento do gene E1 de HPV com primers especificos é
seguida por hibridacdo com sondas de DNA especificas. A amplificagdo de um segmento do
gene Adenosina desaminase especifica para tRNA1 é incluida com controle interno. O limite

de deteccdo do ensaio varia entre 30 a 750 cOpias por reacdo e depende do genotipo.

1.9.2.5.3 Clart ® Papilomavirus humano 2 (Genomica, Madrid, Espanha)

O Clart ® Papilomavirus Humano 2 é um ensaio baseado em PCR, que detecta 35
tipos de HPV, 17 de alto risco (HPV16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68 e 82), doze tipos de baixo risco (HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e 89), e seis
tipos de risco oncogénico indeterminado (HPV-62, 71, 73, 83, 84 e 85 (BOUVARD et al.,
2009). A amplificacdo de um fragmento de 450 pb do gene L1 de HPV é seguida pela
deteccdo usando a tecnologia de microarray de baixa densidade CLART ® (Array Clinica
Technology). A amplificacdo de uma sequéncia do gene da proteina transmembrana
reguladora da condutancia da fibrose cistica (CFRT) é usada como controle interno. A

sensibilidade analitica varia entre 10 e 100 cdpias, dependendo do gendtipo.

1.9.2.5.4 Ensaio Infiniti Genotipagem HPV (Auto Genomics Inc, California, EUA)

Existem trés diferentes testes de genotipagem do HPV Infiniti para uso em
investigacdo, todas elas baseadas em PCR. A hibridagdo automatica e deteccdo de um
fragmento de 300 pares de base amplificado a partir do gene E1). O Infiniti HPV QUAD que
identifica 13 tipos de HPV individualmente (HPV 16, 18, 31, 33, 45) ou em combinac¢éo
(35/68, 39/56, 58/52, 59 /51), bem como dois tipos de HPV de baixo risco (HPV 6/11). O
Infiniti HPV de alto risco QUAD detecta 14 tipos de alto risco ou tipos de HPV
provavelmente carcinogénicos (HPV16, 18, 31, 33, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68).
Finalmente, o Infiniti HPV Genotipagem identifica 26 tipos de HPV: 17 de alto risco ou tipos
provavelmente carcinogénicas de HPV (HPV16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58,
59, 66, 68 e 82), trés tipos de HPV de baixo risco (HPV 6, 11 e 70), e seis de risco oncogénico
indeterminado (HPV 30, 34, 67, 69, 73 e 85). A amplificacdo do fragmento do gene da Beta
globina end6gena humana € usada como controle interno. A sensibilidade analitica varia de
300 copias por reacdo para HPV-16 de 3.000 copias para 0 HPV-18 (ERARI et al., 2009).
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1.9.2.5.6 Linear Array HPV Genotipagem Test (Roche Molecular Systems)

Hibridizacéo reversa

A tecnologia de hibridizacéo reversa utiliza uma tira de membrana contendo varias
sondas imobilizadas como linhas paralelas, chamadas Line Probe Assay (LIPA); Ensaio Line
Blot (LBA) ou da matriz linear (AL) (GRAVITT et al., 2003; MOLIJN et al., 2005). Este
método fornece uma ferramenta atraente para hibridacdo simultdnea de um produto da PCR
com mdltiplas sondas de oligonucleotideos e compreende a imobilizagdo de sondas em uma
fase solida e do produto da PCR em fase liquida. O produto da PCR é gerado, usando primers
biotinilados. Este sdo desnaturados em condic6es alcalinas e adicionado em solucdo tampéo
de hibridizacdo. Apo6s a hibridacdo, o material é lavado e os hibridos podem ser detectados
pela adicdo de um conjugado de estreptavidina e um substrato, gerando cor na linha de sonda,
que pode ser visualmente interpretada. Alguns métodos de hibridizacdo reversa em linha
podem incluir 27-37 sondas para diferentes tipos de HPV de alto e baixo risco oncogénico.
Este método permite a deteccdo de multiplos tipos de HPV com alta sensibilidade e
especificidade em uma Unica etapa e requer somente uma quantidade limitada do produto da
PCR (GUTIERREZ-XICOTENCATL, 2009). O ensaio inclui a amplificacdo de um segmento
do gene da Beta globina humana como controle interno. Figura 6.

A diversidade dos gendtipos e a incidéncia de infeccbes maltiplas tornaram
necessario o estabelecimento de métodos confidveis para identificacdo dos varios tipos virais,
ndo somente para estudos epidemioldgicos como também para o acompanhamento de
pacientes (DIDELOT-ROSSEAU et al.,, 2006). Varios métodos tém sido descritos para
identificar os diferentes tipos de virus HPV (CARESTIATO et al., 2006; CARMO; FIORINE,
2007; MOLIJN et al., 2005 ) .

Alguns kits com coquetéis de sonda especificas para varios tipos de HPV estdo
disponiveis comercialmente, sendo os mais usados o0 PGMY-LB Assay, que identifica 37
tipos (KORNEGAY et al., 2003) e Amplicor HPV test que reconhece 13 tipos de alto risco
ambos da Roche Applied Sciense , o INNO-LIPA, da Innogenetics, que identifica 28 tipos de
genotipos (DIDELOT-ROSSEAU et al, 2006), e o Papillocheck, da Greiner Bio-one, que
identifica 24 tipos (KOIDL et al, 2008). Esses Kits apresentam como vantagem a
identificacdo de mudltiplos tipos, mas podem ocorrer reacdes cruzadas entre os tipos

relacionados.
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Testes moleculares - Genotipagem

Deteccao viral - PGMY09/11 — 450 pb
Genotipagem - Hibridizacao reversa em pontos

Substrato

Biotina | Precipitado azul

‘ PCR alvo amplificado

‘ Sonda imobilizada
%
{

Tira com sondas para
tipos especificos

Roche Molecular Systems,Inc

Figura 6 — Teste de hibridizacao reversa em pontos.
Fonte: Roche Molecular Systems

1.10. Vacinas

A descoberta de que a proteina L1 é capaz de organizar-se em particulas de estrutura
icosaédrica, semelhante ao capsideo viral, VLPSs (Virus-Like Particles), mas sem o DNA do
virus, possibilitou o avanco do conhecimento sobre a imunogénese do HPV. A expresséo
dessas proteinas (L1 e L2) gera os VLP, que sdo a principal fonte de antigenos empregado
para o desenvolvimento das vacinas profilaticas (SILVA et al., 2009).

Duas vacinas profilaticas contra o0 HPV foram recentemente licenciadas em muitos
paises, inclusive no Brasil. A chamada Cervarix, da GlaxoSmithKline — protege contra 0s
HPVs 16 e 18, e a Gardasil, da Merck Shap & Dohme — protege contra os HPVs 6, 11, 16 e
18. Ambas contém a proteina L1 do capsideo viral, produzida por meio de tecnologia
recombinante para a obtencdo de particulas analogas as virais (VLPS) dos dois virus mais
comuns nos canceres cervicais: 0s HPV 16 e HPV 18. A vacina, Gardasil também contém
VLPs de tipos ndo-oncogénicos HPV-6 e HPV-11, que estdo implicados em 75-90% das
verrugas genitais (EINSTEN et al., 2009).

A quantidade de VLPs, assim como o sistema adjuvante, difere em cada vacina. Uma
consideravel quantidade de trabalhos multicéntricos ja foi realizada, demonstrando evidéncias
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convincentes favoraveis a vacinagdo anti-HPV. Para as duas vacinas, a protecdo contra 0s
tipos oncogénicos HPV 16 e 18 esta bem estabelecida. Estudos randomizados de ensaios
clinicos tém mostrado eficacia em 6,4 anos pds-vacinagédo para a Cervarix e em pelo menos 5
anos para Gardasil (EINSTEIN et al., 2009).

A vacinacéo é recomendada para jovens entre 09 a 12 anos de idade. E aceitavel em
mulheres até 26 anos, embora sua eficacia diminua com o aumento da idade, sendo necessario
0 uso de trés doses para a imunizacdo (MASSAD et al., 2009).

A eficécia da protecdo cruzada da vacina quadrivalente foi investigada em um estudo
de caso-controle para 14 outros tipos de HPVs. Observou-se diminui¢cdo da incidéncia,
principalmente do HPV 31 e outros tipos como os HPVs 33, 45, 52 e 58. Considerando as
espécies filogenéticas, a protecdo cruzada foi mais evidente nos HPVs da espécie A9 e para 0s
HPVs da espécie A7; houve eficacia para os HPVs 39, 45 e 59 em relacdo a eficacia da
protecdo cruzada em pacientes com NIC 1, NIC 2, NIC 3 e Adenocarcinomas. Nesse mesmo
estudo a diminuicgéo da incidéncia foi significativamente maior em pacientes com NIC 2, NIC
3 e Adenocarcinomas para os tipos de HPV 31 e 45, e protecdo cruzada para 0s outros tipos
de HPVs foi semelhante aos ja relatados (BROW et al. 2009). A vacina bivalente da Glaxo
Smith Kline também apresentou protecdo cruzada para os HPVs 31, 33 e 45 (PAAVONEN et
al., 2009).

Varios aspectos da resposta imune as vacinas contra 0 HPV devem ser levados em
consideracdo, a fim de compreender a informacdo disponivel e os problemas a serem
enfrentados na selecdo de dados sobre protecio cruzada. E necessario distinguir a
neutralizacdo e protecdo cruzada . A neutralizagdo cruzada significa que anticorpos induzidos
pela vacinagcdo com um tipo de HPV, neutralizam virions de outro tipo de HPV em grau
variavel in vitro (BISHOP et al., 2007 ). Uma protecdo cruzada significa que a imunizagéo
com um determinado tipo de vacina proporciona uma protecdo clinicamente significativa
contra a infecg¢do ou doenca, devido a um outro tipo de HPV( BONANNI et al., 2009 )

Embora o mecanismo de protecdo cruzada ndo tenha sido completamente elucidado ,
é possivel que esteja associada com a relacdo filogenética de tipos de HPV . HPV-16 , 18, 31
e 45 que pertencem ao género Alpha-papillomavirus. Os tipos de HPV que pertencem a
mesma espécie, sdo filogeneticamente relacionados; HPV 31 compartilha 83% de homologia
com a regido L1 de HPV 16 e HPV 45 compartilha 88% de homologia com a regido L1 do
HPV 18 (SCHIFFMAN et al., 2005).

A primeira evidéncia de protecdo cruzada em ensaios clinicos foi descrito por Harper

em 2006 em relacdo a vacina bivalente e dirigida contra a infeccéo incidente com o HPV 45 e
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HPV 31 (HARPER et al., 2006). Trabalhos realizados por (BROWN et al., 2009) relataram
andlises de protecdo cruzada pela vacina quadrivalente contra lesdes causada por tipos de
HPV filogeneticamente relacionados.

Em 2007, apos a fase de sucesso de ensaios clinicos da vacina quadrivalente contra o
HPV, a Australia adotou uma abordagem priméria para a prevencdo do cancer do colo do
utero, por meio do Programa Nacional de Imunizacdo (PNI). A vacina contra 0 HPV,
também conhecida como o cervical cancer vaccine (GARLAND et al., 2011). Este é um
programa continuo em que a vacina quadrivalente € oferecido gratuitamente para meninas
com idade entre 12 a 13 anos, principalmente através das escolas. Além disso, desde o inicio
deste programa, houve uma grande iniciativa de 2 anos, que comecou em julho de 2007 e
terminou em Dezembro de 2009, em que a vacina foi oferecida a individuos do sexo feminino
com idade entre 13 e 26 anos através de base comunitaria programas, praticas gerais e escolas
(GARLAND etal., 2011).

A Australia foi um dos primeiros paises a implementar a vacina quadrivalente anti-
HPV gratuita para a populacdo feminina. Foi aprovada a partir de abril de 2007 nas escolas
para meninas de 12 a 18 anos e julho de 2007 em centro de saude e clinicas para mulheres de
18 a 26 anos até o final de 2009. A cobertura vacinal registrada ao final da vacinacéo nessa
idade foi de 80% para duas doses (LEASK et al., 2009). A partir de 2010, a vacina tem sido
realizada somente para meninas de 12 a 13 anos com 73% de cobertura para as trés doses A
vacina quadrivalente anti-HPV também foi aprovada na Australia para mulheres na idade de
27 a 45 anos e para meninos e homens de nove a 26 anos (CRAWFORD et al., 2011).

Estes resultados de cobertura vacinal, demonstraram que tais reducdes de lesbes de
alto grau confirmados histologicamente estéo de fato ocorrendo entre mulheres vacinadas no
periodo de estudo, de 1 de abril de 2007 a 31 de dezembro de 2011, um total de 24.871
mulheres entre 12 e 17 anos de idade que foram vacinadas contra 0 HPV e que tinha
comecado rastreio do colo do utero (GERTIG et al., 2013). E de notar que 85 % destas

mulheres estavam vacinados, enquanto que o restante recebeu uma ou duas doses de vacina.
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1.11. Histdria dos quilombos no Maranhéo

No Brasil existem 1.711 comunidades quilombolas certificadas pela Fundacéo
Cultural Palmares, das quais 7,7% (n=131) na Regido Sul; 9,2% (n=158) na Regido Norte;
14,1% (n=241) na Regido Sudeste; 62,8% (1.075) na Regido Nordeste e 6,2% (106) na
Regiédo Centro-Oeste (BRASIL, 2011).

Segundo informacdes da (FAMEM) Federagdo das AssociacBes dos Municipios do
Estado do Maranhdo (2007), o Maranh&o é o estado brasileiro que concentra 0 maior nimero
de remanescentes de quilombos. Sdo 642 comunidades quilombolas, sendo apenas 369
reconhecidas pela Fundacdo Cultural Palmares e pelo Governo Federal com publica¢fes no
Diario Oficial da Unido (BRASIL, 2011). Apesar das numerosas comunidades quilombolas
distribuidas nas cinco mesorregides existe maior concentracdo de quilombos nas mesorregides
do litoral leste e mesorregido norte, cujo Unico acesso a salde ¢ através do Programa Saude da
Familia (PSF). A pesquisa desenvolvida junto a comunidade quilombolas permite verificar
que as barreiras culturais e sociais poderiam estar impedindo maior abrangéncia em relagédo ao
universo de mulheres com idade aconselhavel para o exame preventivo, além do acesso as
referidas comunidades. As comunidades quilombolas sdo grupos étnico-raciais, segundo
critérios de auto-atribuicdo, com trajetdria histérica propria, isolamento geogréaficos, dotados
de relacbes territoriais especificas e com presuncdo de ancestralidade negra, relacGes
monogamicas, apenas entre membros dos quilombos e resisténcia a opressdo historica sofrida
(CARDOSO, 2010).

Quando se pensa nas comunidades quilombolas e seu acesso as politicas sociais e de
salde, ndo ha como fechar os olhos ao grave problema dessa populacdo. As comunidades, em
sua maioria, caracterizam-se pelo forte vinculo com o meio ambiente, as familias destas
comunidades vivem da agricultura de subsisténcia, sendo a atividade econémica baseada na
médo de obra familiar, para assegurar os produtos béasicos para o consumo. As criangas
aprendem a lida na roca desde muito tenra idade. As condicdes sanitarias destas populacdes
sdo insuficientes; a maior parte ndo possui agua tratada e nem esgoto sanitario. Outra
caracteristica importante dessas comunidades é a auséncia de servicos de saude locais,
fazendo com que, ao surgirem doencas, seus habitantes sejam obrigados a percorrer grandes
distdncias em busca de ajuda. Todas estas questdes acabam por aumentar o baixo indice de
indicadores de saude entre as comunidades quilombolas (BRASIL, 2005; BRASIL, 2006;
SILVA et al., 2008; NARVALI, 2006 )
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A falta de perspectiva com relacéo ao futuro e ao crescimento pessoal, somados as
dificeis condicbes de moradia e a falta de uma politica de valorizagdo do homem do campo,
tem sido apontados frequentemente como causa do alto indice de alcoolismo e tabagismo
entre as populacdes quilombolas. Enfermidades decorrentes destes habitos nocivos a saude e a
exacerbacdo de outras condicOes estabelecidas, demonstram a necessidade de uma estratégia
especial junto a estes grupos populacionais (LEITE, 2008; MELO, 2010; VICENTE, 2004 )

A visdo de vulnerabilidade social €, usualmente, referida nos quilombos em relacéo a
salude e a doenca. A morbimortalidade, tanto de origem infectocontagiosa quanto cronico
degenerativa, compde o repertdrio de reflexdo desta rede de causalidade da inseguranca. A
importancia do recorte étnico/racial na assisténcia e na atencdo em salde relativa as doencas e
as condicdes de vida da populacdo negra permite que sejam identificados contingentes
populacionais mais suscetiveis aos agravos a saude, como hipertensdo e anemia falciforme
(BRASIL, 2005; BRASIL, 2006; CALHEIROS et al., 2010; OLIVEIRA, 2004).

A Politica Nacional de Saude Integral da Populacdo Negra aprovada em novembro
de 2006 pelo Conselho Nacional de Saude (CNS) propBe acOes transversais inseridas no
Sistema Unico de Sadde (SUS), visando garantir a efetivacdo do direito a saide da populacéo
negra em relacdo a promocdo, prevencdo e tratamento dos agravos transmissiveis e nao
transmissiveis (BRASIL, 2006). Nesse sentido, a criacdo da Politica Nacional de Salde
Integral da Populacdo Negra (PNSIPN) veio consolidar agdes e planos voltados para a aten¢do
a saude da populacdo negra, que ainda persiste sob um quadro de desigualdades ao longo da
historia. Assim, efetivar o direito humano a salde da populacdo negra é também um marco
constituido pela luta para o estabelecimento de padrfes de equidade étnico-racial e de género
na politica de salde do Pais (BRASIL, 2007).

A assisténcia a saude é realizada pelas equipes da Estratégia de Saude da Familia
(ESF), porém, ha precariedade dos servicos de saude, nimero reduzido de unidades, equipes e
profissionais, especialmente médicos, dentistas e enfermeiros. Observou-se que o Agente
Comunitéario de Saude (ACS) é quem se mantém responsavel pelo acompanhamento do
estado de salde das familias quilombolas. Embora a Politica Nacional de Saude Integral da
Populacdo Negra (PNSIPN) assegure a ampliacdo do acesso e a qualidade do atendimento
béasico, a fragilidade desses fatores constituem-se como fatores de risco nas comunidade
quilombolas (BRASIL, 2007).

Assim, analisar a prevaléncia das anormalidades citoldgicas em uma amostra de
mulheres quilombolas é importante para fornecer informagGes epidemioldgicas que auxiliem

no planejamento e na avaliagdo de programas e prevencdo e controle do cancer do colo do
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Utero e no gerenciamento dos servigos de saude. Os dados sobre tipos especificos de HPV em
mulheres sexualmente ativas seriam Uteis para a populacéo prever os potenciais beneficios da
vacinacao.

O Maranhdo apresenta (5) cinco regifes geograficas e em todas encontramos
comunidades quilombolas distribuidas na Figura 7, representadas no mapa.

Areas Quilombola do
Estado do Maranhéo

gen Thriague, /B85
{ Curunipu® ™

B  cingico Mendﬁ. ® oceano ATLANTICO

San @5 Pg. Nac. de Lengdis
idy 3 aranhenses
, - @Lu‘i‘s"’v‘.r%,&

; . - £ § . [ ®eaty e Araioges
Baixada Ocidental Oeste / | PAR%-' i Matmha,..- P Rosario eUrbano sﬁmg',"

il L '\‘\:tmpeervMiﬂ [

Corodtie - *Chapadinha
Bncaba_!' &

by SRy
_ /
/ .
|

Pré-Amazonia /
/

Zona dos Cocais
Leste

Mesorregido Sul

FAMEM, 2007. www.famem.org.br

Figura 7 — Mapa das areas quilombolas do Estado do Maranh&o
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2. JUSTIFICATIVA

Considerando a associacdo do cancer do colo do utero com 0s grupos que tém
vulnerabilidade social — baixo nivel econdmico, infere-se que sdo exatamente esses grupos
que estdo mais expostos, também, as maiores barreiras de acesso a rede de servigos de salde
para deteccdo e tratamento precoce da doenca e suas lesdes precursoras, advindas de
dificuldades econémicas e geograficas, insuficiéncia de servigos e questdes culturais, como
medo e preconceitos dos maridos, entre outras barreiras (INCA, 2011). Nascimento et al.
(2003) apontam que no Maranhdo, no periodo de 1999 a 2000, foram diagnosticados 9.991
(1,6%) exames positivos para alteracdes celulares epiteliais escamosas e glandulares, com
2,5% dos diagnosticos com atipias de significado indeterminado em células epiteliais
escamosas; 2,1% por cento com neoplasia intraepitelial cervical grau | e 1,6% com alteracGes
celulares compativeis com Papilomavirus humano (HPV).

E de extrema importancia realizar estudos regionais ndo so sobre a prevaléncia da
infeccdo pelo HPV, mas também sobre a distribuicdo de tipos, com o intuito de avaliar os
potenciais beneficios da vacina. InformacGes sobre a distribuigdo de tipos especificos de HPV
na regido e sua relacdo com o potencial carcinogénico dos mesmos no que diz respeito ao
diagnostico das anormalidades citologicas associadas sdo importantes ferramentas para
avaliacdo do comportamento destas infeccdes e lesdes associadas nos periodos pds-vacinais.

Poucos estudos avaliaram a prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres
quilombolas, mais especificamente no Estado de Maranh&o, onde ndo h& publicacdo referente
a este tema. O estabelecimento de estratégias adequadas para a prevencdo do cancer cervical
requer o conhecimento prévio da epidemiologia da infec¢do pelo HPV, em diferentes faixas
de idade e nivel socioecondmico e cultural. Os dados gerados por este estudo sdo importantes
para se identificar variagdes na importancia dos diferentes tipos de virus de acordo com a
gravidade das lesbes. Tais informacGes sdo Uteis na identificacdo de tipos ou grupos de tipos
que diferem largamente entre si quanto ao potencial carcinogénico — e, portanto, devem ser
manejados diferentemente nos programas de prevencio e rastreamento. E fundamental que as
politicas publicas em salde busquem a inclusdo de tais grupos nas efetivas ages que

completam o ciclo da responsabilidade social do Estado na prevencéo do cancer do colo Utero.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Detectar a infeccdo e identificar os tipos especificos de HPV em mulheres
quilombolas e relacionar com caracteristicas sociodemograficas/comportamentais e

anormalidades citoldgicas detectadas em esfregagos cervicais

3.2. Objetivos especificos

= Descrever as caracteristicas sociodemogréficas e comportamentais de mulheres
quilombolas.

= Estimar a prevaléncia global e de tipos especificos de HPV em mulheres
quilombolas com e sem anormalidades citoldgicas.

= Avaliar a associagdo entre as anormalidades citoldgicas e a infecgdo por HPV em
mulheres quilombolas.

= Analisar os fatores comportamentais associados a infeccdo por HPV e

anormalidades citoldgicas em mulheres quilombolas
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4. METODOLOGIA: NATUREZA, LOCAL DO ESTUDO E POPULACAO

4.1. Desenho do estudo e tamanho amostral

Para este estudo de corte transversal, a populacdo foi constituida de mulheres
quilombolas usuérias do Sistema Unico de Satde (SUS) dos municipios do Maranhdo—Regio
de Itapecuru, Regido do Litoral Leste, para rastreamento do cancer do colo uterino. As
mulheres que atenderam ao convite preencherem aos critérios de inclusdo e concordaram, em
assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE foram incluidas (Apéndice A).
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario,
HU/UFMA, segundo Parecer n® 233/2011(Anexo B). Foram atendidas e incluidas no estudo
395 mulheres, foram excluidas amostras de 42 mulheres porque houve degradacdo do DNA
ou por esfregaco cervico-vaginal considerado insatisfatorio, portanto, o estudo incluiu a

analise de amostras bioldgicas provenientes de 353 mulheres.

Fhxograma da amostras coletadas

395 amostras de mulheres foram
selecionadas no estudo

I

47 amostras com degradacio do DINA ou
esfregaco cervico-vaginal consideradas
insatisfatoria foram exchidas

355 amostras biologicas foram inchidas
no estudo
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4.2. Critérios de inclusédo

Mulheres quilombolas, que ja tiveram ou tém atividade sexual e procuraram
espontaneamente pelo exame de Prevencdo do Cancer do Colo do Utero (PCCU), sendo
usuarias do Sistema Unico de Satde dos municipios do Maranh&o, e que assinaram o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.3 Critério de exclusao

Mulheres quilombolas histerectomizadas, aquelas submetidas a cirurgias em colo
uterino e portadoras de déficit mental que prejudicasse o entendimento das respostas para
preenchimento do formulério especifico, e aquelas amostras que apresentaram degradacao do
DNA ou esfregago cervico vaginal considerado insatisfatorio.

4.4 Coleta de dados

A coleta das 395 amostras foi realizada entre julho de 2011 e margo de 2012.
Procedeu-se a entrevista no momento da coleta utilizando-se um questionario epidemiolégico
estruturado que incluia informacdes sobre caracteristicas sociodemograficas, habitos e historia
sexual e reprodutiva.

As mulheres foram submetidas a exame clinico cuidadoso com inspecdo dos genitais
externos e regido perianal. Secrecdes de ectocérvice e endocérvice foram colhidas para exame
citoldgico realizado através de método convencional. Este material também foi colocado em
uma solucdo tampdo preservadora (Universal Colection Médium Digene Corporation) e
utilizado para deteccdo de DNA-HPV por PCR (GRAVITT et al., 2000, GRAVITT et al.,
2003), e genotipagem por meio de hibridizagdo reversa em pontos utilizando o Kits Linear
Array HPV Genotyping Test (Roche Molecular Systemas). As amostras foram armazenadas
em freezer a -20°C até a extracdo de DNA, no Laboratorio de Diversidade Genética da

Pontifica Universidade Catolica de Goias.

4.5 Exame citoldgico
As amostras coradas pelo método de Papanicolaou foram analisadas no Centro de

Analises Clinicas Rdmulo Rocha da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias
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(UFG). Todos os esfregacos foram submetidos a um rigoroso controle de qualidade adotado
pelo referido laboratério realizado através da revisdo rapida de todos os esfregacos negativos
para anormalidades citologicas cervicais. Os resultados de adequabilidade das amostras e grau
de anormalidades cervicais foram interpretados de acordo com o Sistema de Bethesda
revisado em 2001 (SOLOMON; NAYAR, 2004).

4.6 Detecgcdo do HPV

4.6.1 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi feita a partir das células descamativa cervicais colhidas com
escova coletora mergulhada em solugéo de PBS, kit comercial de purificagdo de DNA cujo
método se baseia na ligacdo seletiva do DNA a uma membrana de silica na presenca de sais
caotropicos (PureLink™, Invitrogen), sendo as amostras processadas e extraido o DNA a
partir do esfregaco cervical. Apds ressuspensdo por agitacdo em vortex foi transferido um
volume de 200 pL do meio universal de coleta (UCM) contendo o material para um tubo tipo
eppendorf ao qual foram adicionados 20 pL de Proteinase K e 20 uL de RNAse. A mistura
resultante foi incubada por dois minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi
adicionado ao material 200 uL do tampéo de lise/ligagédo e a mistura incubada por 30 minutos
a 55°C. Terminada a etapa de lise, foram adicionados 200 pL de etanol a 96%, seguido por
agitacdo em vortex de modo a se obter uma solucdo homogénea. O material lisado foi
aplicado a coluna e o procedimento de purificacdo foi realizado de acordo com as instrucoes
de uso do kit comercial em trés etapas: ligacdo do DNA a coluna de silica, lavagem para
retirada de material ndo ligado e recuperacdo (eluicdo) do DNA ligado a coluna. O DNA
extraido foi armazenado em freezer a -20°C.
4.6.2 Amplificacdo do DNA genémico humano

Para confirmacdo de existéncia de material genémico humano e auséncia de
substancia inibidora de PCR foi realizado o controle interno das amostras extraidas, através de
PCR para partes do gene (gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase) - GAPDH, utilizando-se
primers previamente desenhados, conforme a sequéncia: GAPDH — 5> AAG GCT GGG GCT
CAT TTG 3’ e GAPDHr — 5°GTG TGG TGG GGG ACT GAG 3°.

A visualizacdo da amplificagdo com primers GAPDH foi feita em gel de
poliacrilamida. As condi¢des de amplificacdo do GAPDH, para as fases as quais 0
termociclador foi regulado encontram-se descritas na técnica ( os itens foram repetidos por 40

ciclos).
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QUADRO 3 —Protocolo de PCR para amplificacdo do gene constitutivo de GAPDH

Protocolo de PCR para amplificacdo do gene constitutivo de GAPDH

Reagente [ Jinicial [ ]final Volume p uma reacao
Tampéao 10x [10x] [1x] 2,5ul
MgCl 50 mM 2 Mm 1,0 ul
dNTP’s 2mM 0,2 Mm 2,5ul
P 2,5uM 0,05 uM 0,5ul
P? 2,5 uM 0,05 Um 0,5ul
DNA 100 ng/ul 2 ng/ul 2,0 ul
Tag. Polim. 5 Ulul 0,2 Ulul 1,0 ul
H,0 milli-Q q.s.p. 25ul - 15,0 ul
Total -- -- 25,0 ul

Nas amplificagcdes do DNA envolvendo o GAPDH, os componentes de cada reagéo
foram: 2,5 mmol/bhL de MgCl,, 200 umol/L de cada dNTPs 10X, 10 umol/L de mistura de
primer (05 pumol/L de RW e 05 umol/L de FF), 0,25 unidades de Tag DNA polimerase. O
volume final de reacdo foi de 25uL, sendo completado com &gua de miliQ na quantidade
suficiente. No controle negativo da PCR, em um dos tubos foi utilizada somente 4gua em
substituicdo as amostras contendo DNA e, como controle positivo, a amostra tida como
padrdo ouro de extracdo, que em todos os testes, sempre se apresentou positivo para HPV.

ApoOs o término da reacdo, as amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida 8%
corado com nitrato de prata para verificagdo de uma banda de aproximadamente 98pb
correspondente ao fragmento do gene GAPDH. As amostras positivas para amplificacdo de
GAPDH foram submetidas a reacfes de PCR para a deteccdo do DNA do HPV. As amostras
negativas para o gene GAPDH tiveram o DNA re-extraido e foram novamente testadas para
esse gene. Somente as amostras positivas para 0 GAPDH foram utilizadas para detecgéo.

4.6.3 Amplificacdo do DNA e genotipagem do HPV

A amplificagdo do DNA e genotipagem do HPV foram realizadas através do kit
Linear Array HPV Genotyping Test (Roche Molecular Systems, Branchburg Inc.). O DNA do
HPV foi amplificado por PCR com o par de iniciadores de consenso para a regido L1
PGMY09/PGMY11 marcados com biotina em um termociclador utilizando a ciclagem: 95°C

por 13 minutos, seguida por 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por um minuto, anelamento a
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uma temperatura de 55°C por um minuto e extensdo a 72°C por um minuto. Ao final, foi
realizada uma extens&o terminal de cinco minutos a uma temperatura de 72°C. O controle de
amplificacdo foi feito usando par de iniciadores para o gene da B-globina GH20 e PC04
marcados com biotina. A genotipagem do HPV foi realizada por metodologia de hibridizacdo
reversa: o produto da PCR foi desnaturado com uma solucéo de NaOH a 1,6%.

Apos a desnaturagdo, o material foi aplicado em uma tira de nylon contendo sondas
imobilizadas para duas concentracGes diferentes de B-globina, 18 gendtipos de HPV de alto
risco oncogénico (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 55, 56, 58, 59, 68, 73, 82 ¢ 83) e 9
tipos de HPV de baixo risco oncogénico (6, 11, 40, 42, 53, 54, 57, 66 e 84). A presenca de
hibridos na tira foi visualizada por um sistema de precipitacdo de cor nas linhas contendo
sondas especificas para os diferentes genotipos do HPV apds a adi¢do de um conjugado de

estreptavidina-peroxidase e o respectivo substrato (figura 8).
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Figura 8 — Representacdo esquematica das principais etapas envolvidas na genotipagem do HPV através da
hibridizacdo reversa do produto da PCR baseada no sistema de iniciadores PGMY09/11 marcados com biotina.

Fonte: Adaptado de Shepard et al. (2004).
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa estatistico Biostat 5.0. Inicialmente
foram feitas as tabelas de frequéncias das variaveis sociodemograficas e comportamentais. A
distribuicdo de prevaléncia do HPV, a frequéncia da infeccdo pelo HPV nos diferentes
resultados citoldgicos de acordo com a faixa etaria e a distribui¢do dos genétipos do HPV nos
diferentes resultados citoldgicos foram estabelecidas. Foi calculado o Odds ratio (OR) com o0s
respectivos intervalos de confianca de 95% (IC 95%) e nivel de significancia estatistica de 5%
(p < 0,05) para verificar a magnitude de associagdo entre a infeccdo por HPV nos diferentes
grupos etarios e a deteccdo de anormalidades citoldgicas. A associagdo entre fatores de risco
sociodemograficos e comportamentais com a deteccdo de HPV e o diagnostico de
anormalidades citoldgicas também foi avaliada Odds ratio (OR) com os respectivos intervalos

de confianca de 95% (IC 95%) e nivel de significancia estatistica de 5% (p < 0,05).
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Foram incluidas 353 mulheres no estudo, sendo 28,0% (99/353) com idade inferior a
30 anos; 24,9% (88/353) com idade entre 31 e 40 anos; 20,3% (72/353) com idade entre 41 e
50 anos; 16,7% (59/353) com idade entre 51 e 60 anos e 9,9% (35/353), idade superior a 60
anos. Em relacédo a escolaridade, mulheres que cursaram o ensino fundamental, ensino médio
e ensino superior representaram, respectivamente, 64,3% (227/353), 17,5% (62/353) e 2,5%

(9/353) dos casos. Mulheres analfabetas corresponderam a 15,5% (55/353) do total dos casos.

Quanto ao estado civil, 31,4% (111/353) corresponderam as mulheres solteiras; 60,0%
(212/353) as mulheres casadas; 1,6% (6/353) as mulheres divorciadas e 6,7% (24/353) as

mulheres vilvas (Tabela 1).

Tabela 1 — Caracteristicas sociodemogréficas de 353 mulheres quilombolas do Maranhéo -

Brasil.
Caracteristicas n (%)
Idade (anos)
<30 99 (28,0)
31-40 88 (24,9)
41-50 72 (20,3)
51-60 59 (16,7)
> 60 35(9,9)
Escolaridade
Analfabeta 55 (15,5)
Ensino Fundamental 227 (64,3)
Ensino Médio 62 (17,5)
Ensino Superior 09 (2,5)
Estado Civil
Solteira 111 (31,4)
Casada 212 (60,0)
Divorciada 06 (1,6)
Vilva 24 (6,7)
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A Tabela 2 mostra as caracteristicas comportamentais, sendo mais prevalentes
mulheres que iniciaram atividade sexual com 15 anos ou mais (61,1,0% 216/353); que
tiveram mais de um parceiro sexual (57,2% 202/353); com idade da menarca superior a 12
anos (59,4% 210/353); com mais de uma gestacdo (84,1%, 297/353); sem sinais de DST
(71,6% 253/353); sem uso de contraceptivo (82,1% 290/353); que realizaram higiene vaginal
mais de uma vez ao dia (91,7% 324/353); que ja haviam realizado exame citopatoldgico de
Papanicolaou (86,1% 304/353); que apresentaram colo normal (54,9% 194/353); que nao
fumavam (91,7% 324/353) e que nao faziam uso de bebida alcodlica (62,6% 221/353).



Tabela 2 — Caracteristicas comportamentais de 353 mulheres quilombolas do Maranhdo.

Variavel n (%)

Inicio da atividade sexual

<15 anos 137 (38,8)

> 15 anos 216 (61,1)
NUmero de parceiros

Um 151 (42,7)

Mais de Um 202 (57,2)
Idade da menarca

<12 anos 143 (40,5)

> 12 anos 210 (59,4)
NC gestacdes

Até uma 56 (15,8)

Mais de uma 297 (84,1)
Sinais de DST

Né&o 253 (71,6)

Sim 100 (28,3)
Uso de contraceptivo

Sim 63 (17,8)

Né&o 290 (82,1)
Frequéncia de higiene

Uma vez por dia 29 (8,2)

Mais de uma vez por dia 324 (91,7)
Realizagdo de exame Papanicolaou

Né&o 49 (13,8)

Sim 304 (86,1)
Inspecéo do colo

Alterado 159 (45,0)

Normal 194 (54,9)
Tabagista

Sim 29 (8,2)

Né&o 324 (91,7)
Etilista

Sim 132 (37,3)

Né&o 221 (62,6)
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Entre as 353 mulheres analisadas, 93% (328/353) tiveram diagndstico negativo para
lesdo intraepitelial escamosa ou malignidade e 7 % apresentaram anormalidades citologicas,
variando entre os diagndsticos de ASC-US e HSIL. (Figura 9).. Anormalidades em células
epiteliais foram encontradas em 7,1% (25/353) dos casos. Estes diagnosticos incluiram 28%
(7/25) de ASC-US, 24% (6/25) de LSIL, 32% (8/25) de HSIL e 16% (4/25) de ASC-H (figura
10)

A prevaléncia total de HPV foi de 13% (Figura 11). Considerando as mulheres que
apresentaram anormalidades citologicas, 11/25 (44%) foram positivas para HPV. Dos
diagndsticos de inflamagdo, 35 (10,7%) casos foram positivos para HPV. Das 7 pacientes
diagnosticadas com ASC-US, 1 (14,2%) foi positiva para infeccdo por HPV. Das 6 pacientes
que apresentaram LSIL, 2 (33,3%) tinham infec¢do por HPV. Para os diagnosticos de ASC-H
e HSIL, a taxa de infeccdo encontrada foi, respectivamente, de 50% (2/4) e 75% (6/8)
(Tabela 3).

Distribui¢do Citologicas
92,9%
2,26%
0, r
1,98% 1,69%
l -| 1,13%
y '7
Inflamatério  ASC-US LSIL HSIL ASC-H

Figura 9 — Resultado de citologia cervical observados em 353 amostras coletadas de mulheres

guilombolas usuarias do SUS em municipio do Maranhao.



Anormalidades Citologicas

32%
28%

24%
I 16%

ASC-US LSIL HSIL ASC-H

Figura 10 - Distribuicdo das anormalidade citoldgicas 25/353 amostras
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Figura 11 — Prevaléncia total de HPV nas 353 amostras
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Tabela 3 — Prevaléncia de HPV nas amostras com resultados de anormalidades citoldgicas
em mulheres quilombolas.

Anormalidades Infeccdo por HPV
Citologicas
Positivo Negativo
n (%) n (%) Total
n (%)
Inflamatério 35 (10,7) 293 (89,3) 328 (100,0)
ASC-US 1(14,2) 6 (85,8) 7 (100,0)
LSIL 2(33,4) 4 (66,6) 6 (100,0)
ASC-H 2 (50,0) 2 (50,0) 4 (100,0)
HSIL 6 (75,0) 2 (25,0) 8 (100,0)
Total 46 (13,0) 307 (87,0) 353 (100,0)

ASC-US, atypical squamous cells of undetermined significance; LSIL: low grade squamous intraepithelial
lesion; ASC-H: atypical squamous cells can not exclude high-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL: high
grade alto squamous intaepithelial lesion;

A Figura 12 mostra a distribuicdo dos tipos de virus HPV na populacdo estudada. Os
genotipos 68 (24,2% - 11/46); 58 (19,8% - 9/46); 52 e 31 (10,8% - 5/46 cada) e 62 (8,8% -
4/46) foram os mais prevalentes. Apenas 6,6% (3/46) dos casos foram positivos para 0 HPV-
61. Os gendtipos 73, 70, 54, 53, 45, 1S39 e 18 representaram individualmente 4,4% (2/46) do
total de casos. Os tipos CP6-108, 84, 72, 71, 66, 59, 56, 55, 51, 39, 33, e 16 representaram
individualmente 2,2% (1/46) do total de casos.
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Em relacdo a presenca de HPV nos diferentes resultados citoldgicos, os tipos de

alto risco oncogénico foram mais frequentes (78,3% 36/46) que os de baixo risco oncogénico

(21,7%-10/46). Em mulheres que ndo apresentaram anormalidades citoldgicas, infeccdes

virais, tanto simples quanto mdaltiplas, foram detectadas em 10,7% (35/328) dos casos. Para

aquelas diagnosticadas com alguma anormalidade, a prevaléncia de infec¢do por HPV foi de
24,0% (11/46), sendo maior nos casos de HSIL (75,0%), seguida por ASC-H (50%), LSIL

(33,4%) e ASC-US (14,3%). Em todos os diagnosticos, as infecgdes simples foram mais

frequentes que as multiplas.
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O tipo 68, em infec¢gdes simples ou multiplas, foi detectado exclusivamente em
mulheres cujos esfregacos foram considerados como inflamatoérios. Nove outros tipos de HPV
de alto risco oncogénico (31, 18, 45, 70, 39, 56, 59, 66 e 53) também foram identificados em
mulheres com esfregacos considerados como inflamatorios ou negativos para neoplasia.
Outras seis infeccbes por HPV de baixo risco oncogénico (54, 61, 62, 72, 84) foram
detectadas em mulheres com esfregagos inflamatoérios. Mulheres com diagnostico de ASC-US
e LSIL mostraram infeccdes por HPV de baixo risco oncogénico (HPV 62) e por tipos de alto
risco oncogénico (HPV 31 e HPV 52). Os tipos de HPV de alto risco 58, 52, 18 e 16 foram

detectados em mulheres quilombolas com diagnostico citoldgico de HSIL (Tabela 4).



Tabela 4 — Distribuicdo dos geno6tipos do HPV nos resultados citologicos de mulheres quilombolas do Maranh&o

Tipos de HPV

Negativo

ASC-US

Anormalidades Citoldgicas

LSIL

ASC-H

HSIL

Simp  Mdltip  Simp Mdltp Simp  Mdltip  Simpl  Mdltp  Simp Miltip Total
HPV-Alto risco n% n% n% n% n% n% n% n% n% n% n%

68 5(1,5) 6(1,8) - - - - - - - - 11(3,1)

58 4(1,3) 3(0,9) - - - - - - 1(12,5) 1(12,5) 9(2,5)

52 - - 1(14,3) - - - - - - - 1(0,28)

31 2(0,6) - - - 1(16,7) - - - - 3(0,86)

18 1(0,3) - - - - - - - 1(12,5) - 2(0,57)

45 2(0,6) - - - - - - - - - 2(0,57)

70 1(0,3) - - - - - - - - - 1(0,28)

73 - - - - - - 1(25,0) - - - 1(0,28)

16 - - - - - - - - - 1(12,5) 1(0,28)

39 1(0,3) - - - - - - - - - 1(0,28)

56 1(0,3) - - - - - - - - - 1(0,28)

59 1(0,3) - - - - - - - - - 1(0,28)

66 1(0,3) - - - - - - - - 1(0,28)

33 1(0,3) - - - - - - - - - 1(0,28)

HPV-Baixo risco - - - - - - - - - -

1S39 - - - - - - 1(25,0) - 1(12,5) - 2(0,57)

54 1(0,3) - - - - - - - - - 1(0,28)

61 2(0,6) - - - - - - - - - 2(0,57)

62 2(0,6) - - - 1(16,7) - - - - - 3(0,86)

72 1(0,3) - - - - - - - - - 1(0,28)

84 - - - - - - - - 1(12,5) - 1(0,28)
Total de Positivos 35(10,6) 1(14,3) 2(33,4) 2(50) 6(75) 46(13,1)
Total de Negativos 293(89,4) 6(85,7) 4(66,6) 2(50) 2(25) 307(86,9)

Total 328(100,0) 7(100,0) 6(100,0) 4(100,0) 8(100,0) 353(100,0)

* Entre as 6 infecdes multiplas do virus 68, 3 estavam associadas ao tipo 52.
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A Tabela 5 mostra a prevaléncia de HPV nos diferentes resultados citoldgicos,
estratificados por faixa etaria. Em mulheres com idade inferior a 30 anos, a positividade para
0 HPV variou entre 15,0% (14/93) nas pacientes com esfregacos considerados inflamatérios e
100% nos de LSIL e HSIL. Houve uma associacdo limitrofe entre a positividade para o0 HPV
e a deteccdo de anormalidades citoldgicas nesta faixa etaria (p=0,06). A positividade para o
HPV foi significativamente associada a deteccdo de anormalidades citoldgicas na faixa etéaria
de 30 a 40 anos (OR =7,40; IC: 1,07-51,19; p = 0,03). As pacientes HPV positivas, na faixa
etaria de 41 a 50 anos, ndo mostraram associacao estatisticamente significativa com a
deteccdo de anormalidades citologicas (OR = 5,0; IC: 0,51-44,91; p = 0,12). Em pacientes
com idade entre 51 e 60 anos, a positividade para o HPV foi de 8,9% (5/56) nos esfregacos
considerados inflamatorios e de 66,6% (2/3) nos casos de HSIL. Nesta faixa etéria, as
mulheres HPV positivas apresentaram 20,4 vezes mais chance de serem diagnosticadas com
HSIL (OR = 20,4,: IC: 1,12-704,69; p = 0,03) quando comparadas a mulheres negativas para
a infecgdo por HPV. As pacientes HPV-positivas, na faixa etaria acima de 60 anos, ndo
mostraram associacdo estatisticamente significativa com a deteccdo de anormalidades
citoldgicas (OR = 7,25; IC: 0,01-351,91; p = 0,37).



populacéo estudada.
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Tabela 5 — Prevaléncia de HPV nos diferentes resultados citol6gicos de acordo com a faixa etaria na

Deteccdo do HPV OR 9% IC P
Resultado citoldgico Positivo Negativo
n (%o) n (%o)
Faixa etaria (< 30 anos)
Inflamatorio 14 (15,0) 79 (85,0) 1
ASC-US - 3 (/100,0) 5,64 0,06
LSIL 1 (100,0) - 0,80-40,39
ASC-H -
HSIL 2 (100,0) -
Total 17 (17,1) 82 (82,8)
Faixa etéria (31- 40 anos)
Inflamatorio 6(7,5) 74 (92,5) 1
ASC-US - 2 (100,0) 7,40 0,03
LSIL 1 (25,0) 2 (75,0) 1,07-51,19
ASC-H 2 (100,0) -
HSIL - 1 (100,0)
Total 9 (10,2) 79 (89,7)
Faixa etaria (41-50 anos)
Inflamatorio 6 (9,0) 60 (90,9) 1
ASC-US - 1 (100,0) 5,0 0,12
LSIL - 1 (100,0) 0,51-44,91
ASC-H - 2 (100,0)
HSIL 2 (100,0) -
Total 8(10,9) 65 (89,0)
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Tabela 5 (Cont.)

Deteccdo do HPV OR 9% IC P
Resultado citoldgico Positivo Negativo
n (%) n (%)
Faixa etaria (51 - 60 anos)
Inflamatdrio 5 (8,9) 51 (91,0) 1
ASC-US - -
LSIL - - 20.40
0.03
ASC-H ] ] 1.12-704,69
HSIL 2 (66,6) 1(33,3)
Total 7 (11,1) 56 (88,8)
Faixa etéria (> 60 anos)
Inflamatério 4 (12,1) 29 (87.,8) 1
ASC-US 1 (100,0) -
LSIL - 1(100,0)
12 0,37
ASC-H - - 0,01-351,91 '
HSIL
5(14,2) 30 (85,7)

Total

OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca; ASC-US, atypical squamous cells of undetermined significance;
LSIL: low grade squamous intraepithelial lesion; ASC-H: atypical squamous cells can not exclude high-grade
squamous intraepithelial lesion; HSIL: high grade alto squamous intaepithelial lesion;

A Tabela 6 descreve a associacdo entre as varidveis comportamentais e a
positividade para o0 HPV na analise univariada dos fatores preditores para a infeccao viral.
Nenhuma das varidveis analisadas (inicio da atividade sexual, nimero de parceiros, idade da
menarca, numero de gestagdes, sinais de DST, uso de Contraceptivo, frequéncia de higiene,
realizacdo de exame de Papanicolaou, resultado da inspecdo do colo) mostrou associacéo

significante com a positividade para HPV.
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Tabela 6 — Andlise univariada de fatores preditores associados a infeccdo pelo HPV em

mulheres quilombolas do Maranhéo.

HPV
Variaveis — -
Comportamentais Positivo Negativo (OR - 1C95%) P
n (%) n (%) n (%)
Inicio ativid. sexual
<15 anos 22 (16,0) 115 (83,9) 1,53 (0,79-2,98) 0,17
>15 anos 24 (11.1) 192 (88,8)
NUmero de parceiros
Um 19 (12,5) 132 (87,4) 1,07 (0,55-2,11) 0,81
Mais de um 27 (13,3) 175 (86,6)
Idade da Menarca
<12 anos 21 (14,6) 122 (85,3) 1,27  (0,65-2,48) 0,44
> 12 anos 25 (11,9) 185 (88,0)
NUmero de gestacdes
Até Uma 4 (7,1) 52 (92,8) 2,14 (0,69-7,36) 0,15
Mais de uma 42 (14,1) 255 (85,8)
Sinais de DST
Né&o 32 (12,6) 221 (87,3) 1,00 (0,48-2,04) 0,99
Sim 14 (14,0) 97 (86,0)
Uso de Contraceptivo
Sim 06 (9,5) 57 (90,4) 0,66 (0,24-1,32) 0,30
Né&o 40 (13,7) 250 (86,2)
Frequéncia de Higiene
Uma vez 01 (3,4) 28 (96,5) 0,22 (0,02-1,58) 0,08
Mais de uma vez 45 (13,8) 279 (86,1)
Exame de Papanicolaou
Né&o 08 (16,3) 41 (83,6) 1,37 (0,54-3,32) 0,46
Sim 38 (12,5) 266 (87,5)
Inspecéo do Colo
Alterado 25 (15,7) 134 (84,2) 1,54 (0,79-3,00) 0,17
Normal 21 (10,8) 173 (89,1)
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A Tabela 7 descreve a associacdo entre os fatores comportamentais e relativos a
infeccdo por HPV e a deteccdo de anormalidades citologicas. As mulheres HPV-positivas
mostraram 6,5 vezes mais chances de serem diagnosticadas com anormalidades citologicas
(OR =6,57; IC: 2,772-15,606; p = 0,001). As demais varidveis analisadas (inicio da atividade
sexual, nimero de parceiros, idade da menarca, nimero de gestagdes, sinais de DST, uso de
contraceptivo, frequéncia de higiene, realizacdo de exame de Papanicolaou, resultado da
inspecdo do colo) ndo mostraram associacdo significante com a deteccdo de anormalidades

citoldgicas.
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Tabela 7 — Associacdo de fatores de risco comportamentais com anormalidades
citoldgicas.

c Variaveis . Anormalidades  Anormalidades
omportamentais de (OR - 1C95%) P

Anormalidades Citologicas + Citologicas -

citolégicas n (%) n (%) n (%)
Inicio Ativid. Sexual
<15 anos 9(6,5% ) 128 (93,4%) 0,878 (0,377-2,048) 0,93
>15 anos 16 (7,4%) 200 (92,5%)
NUmero de parceiros
Um 10 (6,6%) 141 (93,3%) 1,13 (0,46-2,80) 0,93
Mais de um 15 (7,4%) 187 (92,5%)
Idade da Menarca
<12 anos 14 (9,7) 129 (90,2) 1,96 (0,864-4,458) 0,15
> 12 anos 11 (5,2) 199 (94,7)
NUmero de gestacgdes
Até uma 2(3,5%) 54 (96,4%) 2,57 (0,50-14,3) 0,40
Mais de uma 23 (7,7%) 274 (92,2%)
Sinais de DST
Néao 18 (7,1%) 235 (92,8%) 0,98 0,36-2,60 0,84
Sim 7 (7,0%) 93 (93,0%)
Uso de Contraceptivo
Sim 5(7,9%) 58 (92,0%) 1,16 (0,37-3,46) 0,98
Né&o 20 (6,8%) 270 (93,1%)
Frequéncia de Higiene
Uma vez 3(10,3%) 26 (89,6%) 1,58 (0,35-6,1) 0,73
Mais de uma vez 22 (6,7%) 302 (93,2%)
Exame de Papanicolaou
Néao 03 (6,1%) 46 (93,8%) 0,84 (0,19-3,11) 0,98
Sim 22 (7,2%) 282 (92,7%)
Inspecéo do Colo
Alterado 12 (7,5%) 147 (92,4%) 1,14 (0,47-2,57) 0,92
Normal 13 (6,7%) 181 (93,2%)
Anormalidades e HPV
11 (22,0%) 35 (78,0%) 6,57 (2,77-15,60) <

HPV Positivo
HPV Negativo 14 (4,2%) 293 (95,7%)

0,001
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Abstract

Obijectives: to determine the frequency of Human papillomavirus (HPV) types and behavioral
characteristics related to cytological abnormalities in women descendants of slaves, who live
in isolated communities known as Quilombos in the state of Mranhéo, Brazil.

Methods: Cervicovaginal specimens of 353 women were analyzed by conventional cytology
and genotyping. HPV detection and genotyping was performed using a Linear Array HPV
genotyping test kit. Behavioral factors and their association with cytological abnormalities
were analyzed as well as the association between cytological abnormalities and HPV infection
Results: The prevalence of HPV infection was 13%, and infection by high-risk HPV types
was the most frequent (78%). The most prevalent genotypes were HPV 68 (24%), HPV 58
(20%), HPV 52, HPV 31 (10.8%) and HPV 62 (8.8%). There was a significant association
between HPV infection and the presence of cytological abnormalities in women 31-40 years
of age and in women 51-60 years of age.

Conclusions: A distinct profile of high-risk HPV genotypes was detected, with predominance
of types 68 and 58. It is possible that the results of the present study are due to specific
characteristics of the population, which is geographically isolated and maintains conservative
sexual habits.

Keywords: HPV types, Infection of the genital tract, Cervical smear, Epidemiology, Isolated

Communities
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1. Introduction

Genital tract infection by Human papillomavirus (HPV) is highly prevalent worldwide
and is considered the most common sexually transmitted disease (STD). HPV infection is
typically acquired at the beginning of an individual’s lifetime sexual activity period® 2. It is
believed that the great majority of sexually active women contract one or more HPV
infections during their lives 2, and it is suggested that the prevalence of infection depends on
age and is higher in women under 25 years of age * *. The observed decrease in the average
HPV infection rate associated with increasing age most likely result from a combination of
decreased HPV exposure, the self-limiting nature of most infections and resistance to
reinfection *.

Currently, more than 200 HPV genotypes are recognized based on their DNA
sequences. Of those, approximately 40 display tropism for the anogenital tract *, and more
than 20 HPV genotypes are associated with cervical cancers. Several years elapse between
infection by high-risk oncogenic HPV and the development of cervical cancer, reinforcing the
idea that the cervical carcinogenesis induced by the virus follows a multi-stage pattern >. A
meta-analysis of a systematic literature review, which included 78 studies with 157,879
women in populations from 15 areas of the world, found that HPV 16 is among the five most
common HPV types in HPV-positive women, followed by HPV 18, HPV 31, HPV 58 and
HPV 52; together, these five types represent 50% of all HPV infections.

In Japan, Taiwan and East Africa, HPV 52 is the most common type. HPV 18 is the
most frequent type everywhere else except in southern Europe, and HPV 53 and 58 are among
the most common HPV types found in women in East Africa and North and Central America
® In Brazil, HPV 16 is the most prevalent type in all regions of the country. HPV 18 is the
second most prevalent type in the North, Southeast, and South regions of Brazil. In the
Midwest and Northeast regions of the country, HPV 33 and HPV 31, respectively, are the
second most prevalent types .

There are three types of HPV infection: latent, productive and transformant. During
latent infection, a low number of copies of the episomal form of the viral genome is
maintained in cells of the proliferative layer, especially reservoir cells present in metaplastic
areas ®. In productive infection, which is mainly characterized cytologically as low-grade
intraepithelial squamous lesions and as grade 1 cervical intraepithelial neoplasia (CIN 1) on
histopathological examination, viral replication and the production of virions are strongly
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associated with epithelial differentiation; thus, abnormalities are observed in mature cells °. In
transformants infections, which are usually characterized as high-grade intraepithelial
squamous lesions in cytology and as CIN 2 and CIN 3 in histopathology, there is a
considerable increase in the expression of the E6 and E7 proteins, resulting in genetic
instability °.

In Brazil, many slaves who escaped or were released began to live in communities
isolated from urban centers. These communities, which were called Quilombos, still exist.
The current inhabitants of these communities, the quilombolas, represent ethnic and racial
groups with characteristic behavioral features, including geographic isolation, specific
territorial relationships, conservative habits, and monogamous relationships only between
Quilombo members. In addition, the quality of life in these communities is generally poor,
and poverty, low educational level, difficulty in accessing general services, hunger,
malnutrition, occupational and social violence risks, morbidity and mortality occur at higher
rates than are recorded at the national level ' **,

The literature includes limited data on the health of Quilombo communities, especially
on the prevalence of specific HPV types and cytological abnormalities among women in these
communities. Thus, we emphasized the importance of conducting research involving this
social group given that there is a disparity in local healthcare attention to this population
compared to the general population of Brazil *°. Therefore, the present study aimed to
determine the frequency of HPV genotypes and relate them to sociodemographic behavioral
characteristics of the population and to cytological abnormalities present in cervical smears of
women from quilombo communities in the state of Maranhéo, Brazil.

2. Materials and methods
2.1. Study design and sample collection

The present investigation is a cross-sectional study. The location was the rural
quilombola community of the east coast, a remnant of a Quilombo formed by the
municipalities of Alcantara, Bequim&o, Central do Maranhdo and Mirinzal, State of
Maranhdo, Northeastern Brazil. The communities were certified by the Palmares Foundation
and are approximately 30 km from the capital. In total, 395 women were selected, of whom
42 were excluded due to DNA degradation, or unsatisfactory cervicovaginal smears. The
inclusion criteria were women 15 to 75 years of age from the municipalities of the east coast
of Maranhé&o in the mentioned communities and living and registered in the areas covered by
family health teams. Pregnant and hysterectomized women and women who had any mental

impairment that would prevent their understanding and answering the specific questionnaire
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were excluded from the study. The women were informed of the purpose of the project and
invited to participate. Those who agreed to participate answered a standardized questionnaire
and signed an informed consent form. Women with abnormal cytological results were
conducted according to guidelines of management standardized by the health ministry in
Brazil.
2.2. Cytological examination

The smears were stained using the Papanicolaou method and analyzed in the Center
for Clinical Analysis Rémulo Rocha (Centro de Analises Clinicas R6mulo Rocha) of the
School of Pharmacy of the Federal University of Goias (Universidade Federal de Goias -
UFG). All smears were subjected to the strict quality control procedures adopted by the
aforementioned laboratory, which were performed through a quick review of all negative
smears and a detailed review of unsatisfactory smears and of smears that were suspected or
positive for cytological abnormalities. The results regarding the suitability of samples and
degree of cervical abnormalities were interpreted according to the cytological criteria defined
in the Bethesda System 2.
2.3. Sample processing

DNA extraction was performed using commercial reagents; the method is based on the
selective binding of DNA to a silica membrane in the presence of chaotropic salts
(PureLink™, Invitrogen). HPV amplification and genotyping was carried out by using the
Roche polymerase chain reaction (PCR)-based Linear Array® HPV genotyping test (Roche
Molecular Systems, Branchburg, NJ, USA). HPV DNA was amplified using the L1 consensus
biotinylated PGMYO09/PGMY11 primer set in a thermal cycler at 95 °C for 13 min, followed
by desnaturation for 1 min at 95 °C, annealing for 1 min at 55 °C, and extension at 72 °C for 1
min for a total of 40 cycles. Amplification was followed by a 5-min terminal extension step at
72 °C. Biotinylated GH20 and PC04 primers to the B-globin gene were used as amplification
control. PCR products were denatured in 1.6 % sodium hydroxide (NaOH) and hybridized to
an immobilized probe array containing probes for B-globin at 2 concentrations plus 37 HPV
genotypes. One of groups included the HPV types 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53,
56, 58, 59, 66, 68, 69, 73 and 82. The other group included the HPV types 6, 11, 40, 42, 54,
55, 61, 62, 64, 67, 70, 71, 72, 81, 83, 84, 1S39 and CP6108. Positive hybridization was
detected by streptavidin-horseradish peroxidase-mediated color precipitation on the
membrane at the probe array. Each experiment included controls for extraction and PCR
contamination as well as know positive HPV samples to control the performance of the

methods.
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2.3. Statistical analysis

Given that information regarding the number of inhabitants in a location consists of
discrete data, sample size was calculated as previously described . The population size was
defined based on a survey of the number of families in the studied area (13,333) combined
with recommendations of the Brazilian Institute of Geography and Statistics (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE), which defines an average of four people per
family. Thus, the estimated total population was 53,332 inhabitants, and the sample size to be
evaluated was set at 353 women. The data were analyzed using the statistical software
BioEstat 5.0. Initially, tables were constructed showing the frequencies of behavioral
variables, the distribution of prevalence of the HPV virus, the frequency of HPV infection
associated with different cytological results according to age group and the distribution of
HPV genotypes associated with different cytological results. Subsequently, using the non-
parametric chi-square independence test, the association of cytological abnormalities with age
groups was evaluated. The odds ratio (OR) and the 95% confidence interval were calculated.

3. Results

In total, 353 women were included in the study; 28.0% (99/353) were less than 30
years of age, 24.9% (88/353) were between 31 and 40 years of age, 20.3% (72/353) were
between 41 and 50 years of age, 16.7% (59/353) were between 51 and 60 years of age, and
9.9% (35/353) were over 60 years of age. Women who finished elementary school, high
school and higher education represented 64.3% (227/353), 17.5% (62/353) and 2.5% (9/353)
of cases, respectively. llliterate women corresponded to 15.5% (55/353) of the total cases.
With respect to marital status, 31.4% (111/353) were single, 60.0% (212/353) were married,
1.6% (6/353) were divorced, and 6.7% (24/353) were widowed (data not shown).

In the analysis of behavioral factors associated with HPV infection and the detection
of cytological abnormalities, it was found that HPV-positive women were 6.5 times more
likely than HPV-negative women to be diagnosed with cytological abnormalities (OR = 6.58;
Cl: 2.55-16.91; p = 0.001). None of the other variables analyzed (age at onset of sexual
activity, number of partners, age at menarche, number of gestations, contraceptive use or Pap
smear) showed a significant association with the detection of cytological abnormalities (Table
1).

The total prevalence of HPV was 13%. Among women who exhibited cytological
abnormalities, 11 (44%) were positive for HPV. Of women with diagnoses of inflammation,

35 (10.6%) were positive for HPV. Of the seven patients diagnosed with atypical squamous
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cells of undetermined significance (ASC-US), one (14.2%) was positive for HPV infection.
Of the six patients with low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL), two (33.3%) were
infected with HPV. For patients with ASC-H (atypical squamous cells for which high-grade
squamous intraepithelial lesions could not be excluded) or high-grade squamous
intraepithelial lesions (HSIL), the infection rates found were 50% (2/4) and 75% (6/8),
respectively (Table 2).

The HPV genotypes 68 (24.2% - 11/46), 58 (19.8% - 9/46), 52 and 31 (10.8% - 5/46
each), 62 (8.8% - 4/46) and 61 (6.6% - 3/46) were the most prevalent. Genotypes 73, 70, 54,
53, 45, 1S39 and 18 each represented 4.4% (2/46) of the total number of cases. Genotypes
CP6-108, 84, 72, 71, 66, 59, 56, 55, 51, 39, 33, and 16 each represented 2.2% (1/46) of the
total number of cases (Figure 1).

High-oncogenic-risk genotypes were more frequent (78.3%, 36/46) than low-
oncogenic-risk genotypes (21.7%-10/46). Considering positive HPV cases in women who did
not exhibit cytological abnormalities, viral infections, both simple and multiple, were detected
in 30.4% (14/46) of cases. Among women diagnosed with any abnormality, the prevalence of
HPV infection was 24.0% (11/46), being highest in HSIL cases (75.0%), followed by ASC-H
(50%), LSIL (33.4%) and ASC-US (14.3%) (Table 3).

In all cases, simple infections were more frequent than multiple infections. Simple or
multiple infections of type 68 were exclusively detected in women whose smears were
considered inflammatory. Nine other high-oncogenic-risk HPV types (31, 18, 45, 70, 39, 56,
59, 66 and 53) were also found in women whose smears were classified as inflammatory.
Another six low-oncogenic-risk HPV types (54, 61, 62, 72, and 84) were detected in women
with inflammatory smears. Women diagnosed with LSIL exhibited infection by low-
oncogenic-risk HPV types (HPV 62), and those with ASC-US and LSIL were infected by
high-oncogenic-risk HPV types (HPV 52 and HPV 31). High-risk HPV types 58, 18 and 16
were detected in quilombola women with cytological diagnosis of HSIL (Table 3).

In women under 30 years of age, the positive results for HPV ranged from 15.0%
(14/93) in those with smears considered inflammatory to 100% in those with LSIL and HSIL.
There was a borderline association between positive HPV results and the detection of
cytological abnormalities in this age range (p = 0.06). Positive results in the HPV test were
significantly associated with the detection of cytological abnormalities in women 31 to 40
years of age (OR = 7.40; CI: 1.07-51.19; p = 0.03). Patients 41 to 50 years of age who tested
positive for HPV did not show a significant association with cytological abnormalities (OR =
5.0; Cl: 0.51-44.91; p = 0.12).
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In patients 51 to 60 years of age, there were 8.9% (5/56) positive results for HPV in
smears considered inflammatory and 66.6% (2/3) positive results in HSIL cases. In this age
range, women who tested positive for HPV were 20.4 times more likely to have been
diagnosed with HSIL (OR = 20.4; CI: 1.12-704.69; p = 0.03) than women who tested negative
for HPV infection. Positive HPV results in patients over 60 years of age were not significantly
associated with the detection of cytological abnormalities (OR = 7.25; CI: 0.01-351.91; p =
0.37) (Table 4).

4. Discussion

The total prevalence of HPV in women, regardless of age, may vary according to the
technique used and the population and region studied. In the present study, 13% of
quilombolas women were infected by HPV. This result differs from the results reported by
other authors who studied isolated communities. A higher prevalence of HPV (64%) was
found in sexually active indigenous Guarani women in the Missiones region in Argentina **.
In a recent study with indigenous populations of the Amazonian Rainforest, the overall
prevalence of HPV was 39.7%, but in women from the Yanomami District it reached 45.9%,
whereas in women from the Eastern Indigenous District HPV infection was found in 34.5%
women .

Of the behavioral factors and cytological abnormalities analyzed, HPV infection was
the only significant factor. This is most likely due to the characteristics of the studied
population, which is geographically isolated, displays conservative habits, and encourages
sexual activity only between Quilombo members. In the present study, 46 positive HPV cases
were found, with 34 (74%) represented by simple infections and 12 (26%) by infection by
multiple HPV types. In a previous study in women from Costa Rica, HPV prevalence was of
26.5%, but only 8.2% represented infection by multiple HPV types *°.

Of the 25 HPV types found in the present study, there was a greater prevalence of
HPV 68 (24.2%), followed by HPV 58 (19.8%), HPV 52 and HPV 31 (10.8% each).
Although there is a geographical variation in the distribution of some HPV types, HPV 16 and
18 are the most prevalent genotypes in both women with normal cervical cytology and
cervical cancer patients worldwide ® *"**®, The same pattern of genotype prevalence has also
been observed in women from indigenous isolated communities in South America countries,
such as Argentina, Brazil, and Paraguay * *> 1> %A plausible explanation for this difference

in the genotype profile is that individuals living in quilombos maintain conservative sexual
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habits, without having sex with people in the general population. Thus, the dynamics in the
circulation of HPV types may have been influenced by the absence of miscegenation over the
years.

In the quilombola population studied here, however, HPV 58 was found only in
women without cytological abnormalities. Of the HPV 68 infections found in the present
study, five were simple, and six were multiple; of the multiple infections, three were
associated with genotype 58. Goldman et al.** observed that the rate of infection by HPV 68
in multiple infections was four times higher than expected, suggesting the existence of an
interaction between high-oncogenic-risk HPV types, especially between types 31/68, 51/68
and 33/58 % These authors suggested that some genotypes of the virus act as cofactors in

infection by other types.

There is evidence of a greater prevalence of HPV infection in young women than in
older women % *. Indeed, in this study, the prevalence of HPV was 36.9% in women under 30
years of age, and the rate decreased with increasing age, being 19.5% in women 31 to 40
years of age, 17.3% in women 41 to 50 years of age, 12.0% in women 51 to 60 years of age
and 10.8% in women over 60 years of age. A North American study showed an HPV
prevalence rate of 44.8% among women 20 to 24 years of age, 27.4% among women 25 to 29
years of age, 27.5% among women 30 to 39 years of age, 25.2% among women 40 to 49
years of age and 19.6% among women 50 to 59 years of age 2. In Vanuatu in the Pacific
Islands, a decrease in the HPV infection rate from 46.1% in women over 21 years of age to
15.3% in women over 45 years of age was observed 2°. According to Rama et al., the age
group most affected by HPV infection was that of women under 25 years of age, with a trend
to a new increase after 55 years of age and a greater frequency in women with a greater
number of sexual partners 24,

The prevalence of HPV infection ranged from 14.2% in ASC-US cases to 33.4% in
LSIL, 50% in ASC-H and 75% in HSIL. Guan et al.?> found similar values, reporting 12%
HPV infection in women diagnosed with ASC-US, 52% in women with LSIL and 76% in
women diagnosed with HSIL ?°. In our study, there was also a significant association between
HPV infection and the diagnosis of cytological abnormalities in the group of women 31 to 40
years of age (OR: 7.40; Cl: 1.07-51.19; p: 0.03). The same was found for the group of women
51 to 60 years of age (OR: 20.4; Cl: 1.12-704.69; p: 0.03); in these women, only high-grade
lesions of the HSIL type were found. These results corroborate the recommendation for HPV

testing of women over 30 years of age, who as a group more likely to be carriers of cervical
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lesions. The viral types found in women with cytological diagnoses of HSIL were 16, 18, 58,
IS39 and 73. Three of these are considered carcinogenic in humans, and type 73 is considered
possibly carcinogenic in humans 8. In contrast, type 68, which is considered most likely
carcinogenic in humans, was not present in women with cytological abnormalities in the
present study. In this context, it is important to consider the regional differences as well as the
type of population studied and its habits.

To our knowledge, the present study provides the first estimate of the prevalence of
HPV infection among quilombola women 13 to 84 years of age in Northeastern Brazil.
Another important result of the study is the high prevalence of HPV genotypes 68. and 58.
Genotype 68 is uncommon in epidemiological surveys worldwide and has not been associated
with the presence of cytological abnormalities. These data might be of importance for public

health authorities regarding vaccine formulation for isolated communities like a quilombo.
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Tabela 1. Behavioral characteristics of 353 quilombo women Maranhéo

Variable N %

Onset of sexual activity

<15 anos 137 38,8

> 15 anos 216 61,1
Number of partners

Um 151 42,7

Mais de Um 202 57,2
Age of menarche

<12 anos 143 40,5

> 12 anos 210 59,4
N2 pregnancies

Até uma 56 15,8

Mais de uma 297 84,1
STD signs

Néo 253 71,6

Sim 100 28,3
Contraceptive use

Sim 63 17,8

Néo 290 82,1
Frequéncia de higiene

Uma vez por dia 29 8,2

Mais de uma vez por dia 324 91,7
Examination achievement Papanicolaou

Néo 49 13,8

Sim 304 86,1
Cervical inspection

Alterado 159 45,0

Normal 194 54,9
Smoking Cessation

Sim 29 8,2

Néo 324 91,7
Alcoholic

Sim 132 37,3

Né&o 221 62,6
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Tabela 2. HPV prevalence in the samples with cytological abnormalities in quilombo women Maranh&o

HPV infection

Cytological abnormalities Positive Negative Total

N % N % N %
Inflammatory 35 10,7 293 89,3 328 100
ASC-US 1 14,2 6 85,8 7 100
LSIL 2 334 4 66,6 6 100
ASC-H 2 50,0 2 50,0 4 100
HSIL 6 75,0 2 25,0 8 100
Total 46 13,0 307 87,0 353 100

ASC-US, atypical squamous cells of undetermined significance; LSIL: low grade squamous intraepithelial lesion; ASC-H:
atypical squamous cells can not exclude high-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL: high grade alto squamous
intaepithelial lesion;

Distribution of types of HPV virus detected in quilombo women Maranhao

HPVIOS | 2.2
HPV-84 e 2.2
HPV-73 i 1.4
HPV-72 e 2.2
HPV-71 e 2,2
HPY-70 __ 4.4
HPV-68 & a 742
HPV-66 e 2.2
HPV-62 & d 8.8
HPV-61  |— 6.6
HPY-59 | 2.2
HPV-58 & i 198
HPV-56 o 2.2
HPV-55 e 2.2
HPVW-5d |— 4.4
HPV-53 _ﬁ 4.4
HPV-52 & i 10,8
HPY-51 |—) 2.2
HPVAS  — 4.4
HPVIS3E  — 1.4
HPY-39 | 2.2
HPV-33 i 2.2
HPWV-31 § i 10,8
HPV-18 i 1.4
HPV-16 e 2.2

Virus HPV

0,0 5.0 10,0 160 20,0 25,0 30,0
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Tabela 3. Distribution of HPV genotypes in cytological results quilombo women Maranhdo

Cytological abnormalities

Types of Negative ASC-US LSIL ASC-H HSIL Total
HPV Simp Multip Simp M Simp Mdltip Simpl M Simp Mdltip

HPV- high n % n % n % n n % n % n % n n % n % n %
risk % %
68 515 6 1,8 - - - - - - - - 11 31
58 4 13 3 09 - - - - - - 1 125 1 125 9 25
52 - - 1 143 - - - - - - - 1 0,28
31 2 0,6 - - - - 1 16,7 - - - - 3 0,86
18 10,3 - - - - - - - 1 125 - 2 0,57
45 2 0,6 - - - - - - - - - 2 0,57
70 103 - - - - - - - - - 1 0,28
73 - - - - - - 1 250 - - - 1 0,28
16 - - - - - - - - - 1 125 1 0,28
39 103 - - - - - - - - - 1 0,28
56 103 - - - - - - - - - 1 0,28
59 103 - - - - - - - - - 1 0,28
66 103 - - - - - - - - 1 0,28
33 103 - - - - - - - - - 1 0,28

HPV-low -
risk
1S39 - - - - - - 1250 - 1125 - 2 0,57
54 103 - - - - - - - - - 1 0,28
61 2 0,6 - - - - - - - - - 2 0,57
62 2 0,6 - - - 1 16,7 - - - - - 3 0,86
72 103 - - - - - - - - - 1 0,28
84 - - - - - - - - 1 125 - 1 0,28

Total de 35 10,6 1 143 2 334 2 50 6 75 46 131

Positives

Total_de 293 894 6 857 4 66,6 2 50 2 25 307 86,9

Negatives
Total 328 100,0 7 100,0 6 100,0 4 100,0 8 100,0 353 100,0

*Among the 6 multiple virus infections 68, 3 were associated with virus type 52. ASC-US,
atypical squamous cells of undetermined significance; LSIL: low grade squamous
intraepithelial lesion; ASC-H: atypical squamous cells can not exclude high-grade squamous
intraepithelial lesion; HSIL: high grade alto squamous intaepithelial lesion;
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Tabela 4.. HPV prevalence in different cytological results according to age group in the population studied

Deteccdo do HPV OR 9%5% IC P
Cytological results Positive Negative
n (%) N %
Age group (< 30 anos)
Inflammatory 14 (15,0) 79 (85,0) 1
ASC-US - - 3 (100,0) 5,64 0,06
LSIL 1 (100,0) - - 0,80-40,39
ASC-H - - - -
HSIL 2 (100,0) - -
Total 17 (17.,1) 82 (82,8)
Age group (31- 40 anos)
Inflammatory 6 (7,5) 74 (92,5) 1
ASC-US - - 2 (100,0) 7,40 0,03
LSIL 1 (25,0) 2 (75,0) 1,07-51,19
ASC-H 2 (100,0) - -
HSIL - - 1 (100,0)
Total 9 (10,2) 79 (89,7)
Age group (41-50 anos)
Inflammatory 6 9,0 60 (90,9) 1
ASC-US - - 1 (100,0) 5,0 0,12
LSIL - - 1 (100,0) 0,51-44,91
ASC-H - - 2 (100,0)
HSIL 2 (100,0) -
Total 8 (10,9) 65 (89,0)
Age group (51-60 anos)
Inflammatory 5 (8,9) 51 (91,0) 1
ASC-US - - - -
LSIL - - - - 20.40 0,03
ASC-H - - - - 1.12-704,69
HSIL 2 (66.,6) 1 (33,3)
Total 7 (11,1) 56 (88,8)
Faixa etaria > 60anos
Inflammatory 4 (12,1) 29 (87,8) 1
ASC-US 1 (100,) - -
LSIL - - 1 (100,0) 7,25 0,37
ASC-H - - - - 0,01-351,91
HSIL - - - -
Total 5 (14,2) 30 (85,7)

OR: Odds Ratio; IC: intervalo de confianca; ASC-US, atypical squamous cells of undetermined significance; LSIL: low grade
squamous intraepithelial lesion; ASC-H: atypical squamous cells can not exclude high-grade squamous intraepithelial lesion;
HSIL: high grade alto squamous intaepithelial lesion;
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Resumo

Introducdo: O cancer do colo do dtero € um problema de saude publica devido a consideravel
incidéncia e mortalidade na populacdo feminina brasileira. As comunidades quilombolas
apresentam dificuldades de acesso aos servi¢os de salude comparadas a populacdo geral. Logo, é
possivel inferir que as mulheres pertencentes a estas comunidades também apresentem dificuldades
na deteccdo precoce e no tratamento das lesdes precursoras do cancer de colo uterino. Objetivo:
detectar as anormalidades citoldgicas em esfregacos cervicais de mulheres quilombolas nos
Municipios do Litoral Leste no estado do Maranhédo entre julho de 2011 a marco de 2012, bem
como analisar os indicadores de qualidade dos exames citopatologicos. Métodos: Foram incluidas
no estudo 382 mulheres entre 15 a 75 de idade anos. A avaliacdo da qualidade dos exames
citopatologicos do colo do Utero foi realizada com base nos indicadores de Monitoramento Interno
de Qualidade (MIQ). Resultados: Dos 382 resultados de exames citopatoldgicos, 92,4% (353/382)
foram considerados como satisfatorios. Os diagnosticos foram compativeis com inflamagéo 92,9%,
enquanto 7,1% apresentaram anormalidades citoldgicas. O indice de positividade foi de 7,08%, o
percentual de células escamosas atipicas nos exames satisfatorios foi de 3,11%, a razao entre células
escamosas atipicas e lesdes intraepiteliais escamosas foi de 0,78 e percentual de exames
compativeis com leséo intraepitelial escamosa de alto grau foi de 2,26%. Conclusdo: Os resultados
apontam maior prevaléncia para lesdes de alto grau. E importante melhoria nos programas de
rastreamento do cancer de colo uterino na populacdo estudada e implementacdo de programas de

controle de qualidade dos exames citopatologicos

Palavras-chave: Lesdes do colo uterino; indicadores de qualidade; prevaléncias;
quilombolas.
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Abstract:

Introduction: Cervical cancer is a public health problem due to the high rates of incidence and
mortality in Brazilian women. Quilombo communities have poor access to health services when
compared to the general population. Therefore, it is possible to infer that women belonging to these
communities also face difficulties in the early detection and treatment of precursor lesions of
cervical cancer. Objective: To detect cytological abnormalities in cervical smears of quilombo
women in East coast municipalities in the state of Maranhao from July 2011 to March 2012, and
analyse the quality indicators of cytopathology. Methods: The study included 382 women with
ages between 15-75 years. The evaluation of quality of cytopathology cervical cancer was based on
Internal Quality Monitoring indicators (IQM). Results: Of the 382 results of cytopathology, 92.4%
(353/382) were considered satisfactory. The diagnoses were compatible with inflammation 92.9%,
while 7.1% had cytological abnormalities. The positivity rate was 7.08%, the percentage of atypical
squamous cells in satisfactory tests was 3.11%, the ratio of atypical squamous cells and squamous
intraepithelial lesions was 0.78, and the percentage of tests compatible with high-grade squamous
intraepithelial lesion was 2.26%. Conclusion: The results indicate a higher prevalence of high-
grade lesions. It is important to improve the screening of cervical cancer programmes in the

population and implementation of quality control programs of cytopathology

Keywords: Lesions of the cervix; Quality Indicators; Prevalence; Maroons.
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Resumen

Introduccion: El céncer del pego del utero es un problema de salud publica debido a
considerable incidencia y mortalidad en la poblacion femenina brasilefia. Las comunidades
quilombolas presentan dificultades de acceso a los servicios de salud comparadas a la
poblacién general. Luego, es posible inferir que las mujeres pertenecientes a estas
comunidades también presenten dificultades en la deteccion precoce y tratamiento de las
lesiones precursoras del cancer de pego uterino. Objetivo: detectar las anormalidades
citoldgicas en esfregacos cervicais de mujeres quilombolas en los Municipios del Litoral este
en el estado del Maranh&o entre julio de 2011 a marzo de 2012, y analizar los indicadores de
calidad de los exdmenes citopatolégicos. Métodos: Fueron incluidas en el estudio 382
mujeres entre 15 a 75 de edad afios. La evaluacion de la calidad de los examenes
citopatologicos del pego del Utero fue realizada con base en los indicadores de Monitoreo
Interno de Calidad (MIQ). Resultados: De los 382 resultados de examenes citopatologicos,
92,4% (353/382) fueron considerados como satisfactorios. Los diagndsticos fueron
compatibles con inflamagdo 92,9%, mientras 7,1% presentaron anormalidades citoldgicas. El
indice de positividade fue del 7,08%, el porcentual de células escamosas atipicas en los
examenes satisfactorios fue del 3,11%, la razén entre células escamosas atipicas y lesiones
intraepiteliais escamosas fue de 0,78 y porcentual de exdmenes compatibles con lesién
intraepitelial escamosa de alto grado fue del 2,26%. Conclusion: Los resultados apuntan
mayor prevaléncia para lesiones de alto grado. ES importante mejoria en los programas de
rastreo del cancer de pego uterino en la poblacion estudiada e implementacion de programas

de control de calidad de los examenes citopatoldgicos

Palabras clave: Lesiones del pego uterino; indicadores de calidad; prevaléncias; quilombolas.
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INTRODUCAO

O cancer do colo do dtero € um problema de saide publica devido a consideravel
incidéncia e mortalidade na populagdo feminina brasileira. Este cancer pode ser evitavel
quando as lesdes precursoras sao diagnosticadas e tratadas’. A técnica de rastreamento para a
prevencdo do cancer do Utero atualmente utilizada no Brasil € o exame citopatoldgico ou teste
de Papanicolaou’.

Paises nos quais o rastreamento foi bem sucedido apresentaram uma diminuicdo nas
taxas de incidéncia e mortalidade por cancer do colo do Utero, causada entre outras razdes ndo
menos importantes, no diagndstico e tratamento das lesdes precursoras’. O percentual de
lesbes de alto grau para todos os exames satisfatorios foi de 0,5% nos Estados Unidos®*,
0,6%, no Canada®*, 1,1%, no Reino Unido™, 1,14%, na Noruega®, e no Brasil* em 2012 a
taxa foi de 0,3%, considerada baixa em relacdo a outros paises.

Apesar da comprovada eficacia da triagem de citologia cervical na reducdo da
incidéncia de cancer de colo do Utero, através de programas organizados, a precisdo da
citologia cervical convencional tem sido discutida. Os niveis de sensibilidade e especificidade
de citologia cervical variam muito. Uma revisdo sistematica relatou sensibilidade e
especificidade variando de 30% a 87% e de 86% a 100%, respectivamente’.

Estudos transversais mais recentes de paises em desenvolvimento tém relatado
sensibilidade variando de 44% a 78% e especificidade variando de 91% a 99%°. Segundo
Zeferino & Derchain®, estes dados sugerem que a variabilidade na preciséo esta relacionada
com a qualidade da citologia cervical, pois a sensibilidade depende do método e ndo sobre a
prevaléncia da doenca.

Emitir laudos corretos através de diferentes métodos de revisdo para monitorar a
qualidade dos exames citopatoldgicos, visa a reducdo dos resultados falso-negativos e falso-
positivos'®. O indice de positividade expressa a prevaléncia de alteracdes celulares nos
exames e a sensibilidade do processo do rastreamento em detectar lesbes na populacdo
examinada. Ainda sdo utilizados como parametros, o percentual de exames compativeis com
células escamosas atipicas (Atypical Squamous Cells - ASC) entre os exames satisfatorios, o
percentual de ASC entre os exames alterados, a razdo ASC/SIL (Lesdo Intraepitelial
Escamosa — Squamous Intraepithelial Lesion) e o percentual de exames compativeis com
Lesdo Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (High Grade Squamous Intraepithelial Lesion-
HSIL)™.
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As comunidades quilombolas sdo grupos étnico-raciais, segundo critérios de auto
atribuicdo, com trajetoria historica propria, isolamento geogréficos dotados de relacGes
territoriais especificas e com presuncdo de ancestralidade negra, relagdes monogamicas,
apenas entre membros dos quilombos e resisténcia a opressao histérica sofrida'?. Sdo grupos
com maiores taxas de mortalidade por céancer se comparado a populacdo geral, sendo
provavelmente um dos reflexos da desigualdade social, econdmica, politica e na saude.
Infere-se que sdo exatamente esses grupos que estdo mais expostos as maiores barreiras de
acesso a rede de servicos de saude para deteccéo e tratamento precoce da doenca e suas lesées
precursoras, advindas de dificuldades econémicas e geograficas, insuficiéncia de servigos e
questdes culturais™.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi detectar e caracterizar as anormalidades
citoldgicas presentes em esfregacos cérvico-vaginais de mulheres quilombolas no Maranhéo
no periodo de julho de 2011 a marco de 2012, bem como analisar os indicadores de

monitoramento interno de qualidade.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo de corte transversal, realizado na comunidade rural quilombola
do litoral leste, remanescentes dos quilombos, formada pelos municipios de Alcéantara,
Bequimé&o, Central do Maranhdo e Mirinzal, municipios que estdo no litoral do estado do
Maranh&o. As comunidades foram certificadas pela Fundacéo Palmares e localizam-se a cerca
de 30 km da capital. Foram incluidas no estudo 382 mulheres com variacdo de idade entre 15
a 75 anos. As participantes eram residentes e cadastradas nas areas de abrangéncia das
equipes saude da familia, dos municipios ja citados. Foram excluidas da pesquisa (29) vinte e
nove mulheres histerectomizadas e as que estavam gravida. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Universitario, HU/UFMA, segundo Parecer n° 233/2011. Todas
as mulheres assinaram o termo de consentimento livre e informado, os aspectos éticos foram
rigorosamente respeitados, de acordo com a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude.

Apbs assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, as mulheres
responderam um questionario sécio demografico e foram coletadas amostras de raspado
cérvico-vaginal e confeccionadas as laminas para realizacdo de citologia convencional. Os
exames citopatoldgicos foram analisadas no Centro de Anélises Clinicas Romulo Rocha da

Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goids (UFG). As amostras foram
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analisadas por dois citopatologistas, e em caso de resultados discordantes um terceiro
citopatologista estabeleceu o diagnostico de consenso. Os esfregacos foram submetidos a um
rigoroso controle de qualidade adotado pelo referido laboratdrio, realizado através da revisao
rapida de todos os esfregacos negativos e revisdo detalhada dos esfregacos insatisfatorios,
suspeitos e positivos.

Os resultados relativos & adequabilidade das amostras, alteracdes reativas e
anormalidades em células epiteliais foram interpretados de acordo com os critérios citoldgicos
definidos no Sistema de Bethesda revisado em 2001".

A avaliacdo da qualidade foi realizada com base em cinco indicadores de
Monitoramento Interno de Qualidade (MIQ), cujas variaveis selecionadas seguem descritas

em suas respectivas formulas'®: (Manual Gestdo de Qualidade, 2012).

A - Indice de Positividade (IP), expressa a prevaléncia de alteracdes celulares nos exames e
caracteriza a sensibilidade do processo do rastreamento em detectar lesdes na populacdo
examinada.
FORMULA: NUMERO DE EXAMES ALTERADOS x 100
TOTAL DE EXAMES SATISFATORIOS

B - Percentual de exames compativeis com células escamosas atipicas (ASC) entre 0s
exames satisfatorios — caso de duvida diagnostica de lesdo intraepitelial, incluindo os casos de
ASC-US e ASC-H.
FORMULA: NUMERO DE EXAMES COM ASC-US E ASC-H x 100
TOTAL DE EXAMES SATISFATORIOS

C - Razéo ASC/SIL (leséo intraepitelial escamosa) — raz6es ASC/SIL muito altas
necessitam determinar a causa desse resultado e pode ser necessario rever o0s critérios
citologicos tanto de ASC quanto de SIL.
FORMULA: NUMERO DE EXAMES COMPATIVEIS COM ASC-US E ASC-H
NUMERO DE EXAMES COM LSIL E HSIL

D - Percentual de exames compativeis com lesdo de alto grau (HSIL) - lesdes

verdadeiramente precursoras do cancer do colo do utero. Aquelas que apresentam
efetivamente potencial para progressdo da doenca, cuja deteccdo é primordial para a

prevencao.
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FORMULA: NUMERO DE EXAMES HSIL x 100
TOTAL EXAMES SATISFATORIOS

E - Percentual de amostras insatisfatorias: fornece informacGes sobre a forma correta para
fixacdo e transporte do material. Pode ser Util para orientacdo das agdes corretivas junto a
unidade de saude.
FORMULA: N° DE AMOSTRAS INSATISFATORIAS NO MES x 100
TOTAL DE EXAMES LIBERADOS NO MES

ANALISES ESTATISTICAS

Como as informacgbes referentes ao numero de habitantes em uma localidade
consistem em dados discretos utilizou-se a expressao, conforme descrito em Rodrigues
(2010)*. A definicdo do tamanho da populago foi estabelecida a partir do levantamento do
numero de familias na area de estudo (13.333) associado as orienta¢cdes do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) que define uma média de 4 pessoas por familia. Sendo
assim a estimativa para a populacéo total foi de 53.332 habitantes. Assim o tamanho amostral
ficou em estabelecido como 353 mulheres a serem avaliadas. Os dados foram analisados
através do programa estatistico Biostat 5.0. Inicialmente foram feitas as tabelas de frequéncias
de anormalidades citoldgicas e tipos de epitélios representados nas amostras, os indicadores
de qualidades e os indices de razdo e prevaléncia. Posteriormente, avaliou-se com o uso do
teste ndo paramétrico de qui-quadrado de independéncia, a associacdo de anormalidades
citologicas com as faixas etarias. Foram calculados o Odds ratio (OR) e Intervalo de
Confianca de 95%.

RESULTADOS

Durante o periodo de julho de 2011 a mar¢o de 2012, foram atendidas 382 mulheres
nos Postos de Saude nos Quilombos do Maranh&o cadastrados pela Fundacdo Palmares, sendo
as mesmas submetidas a coleta de exames citopatoldgicos.

Em relacdo a adequabilidade das amostras citoldgicas, observou-se que 92,5%
apresentavam-se satisfatorias, enquanto 7,5% foram consideradas como insatisfatorios para a
analise por fatores obscurecedores, tais como: areas purulentas, areas espessas, dessecamento
ou material escasso. A presenca de artefatos de dessecamento foi o principal fator de

limitagdo encontrado nas amostras.
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O diagnostico citopatolégico de maior prevaléncia foi de reagdes benignas
compativeis com inflamacédo presente em 92,9% (328/353) dos casos, o diagnostico de atipias
representou 7,1% (25/353) dos esfregacos cervicais (dados ndo mostrados).

A Tabela 1 mostra sobre a prevaléncia de anormalidades citologicas e
representatividade celular nos esfregagos satisfatorios. Esfregacos apresentando apenas
representacdo do epitélio escamoso foram observados em 32,1% (113/353) dos casos e células
escamosas acompanhadas de células metaplasicas e/ou glandulares estiveram presentes em
67,9% (240/353). Considerando apenas as mulheres com anormalidades citologicas, 72%
(18/25) apresentaram a presenca dos trés epitélios na nos esfregacos cervicais.

A Tabela 2 mostra as informac0es referentes aos indicadores de qualidade das analises
realizadas. As relacGes entre os diagnosticos foram realizadas de acordo com o preconizado
no Manual de Gestdo da Qualidade para Laboratério de Citopatologia'®. O indice de
positividade foi de 7,08%, Os percentuais de exames compativeis ASC entre 0s exames
satisfatorios foi de 3,11%, a razdo de células ASC/SIL foi 0,78% e a razdo de percentual de
exames compativeis com HSIL foi de 2,26%.

O indice de positividade observado neste estudo foi 3,4 vezes maior dos que o
oficialmente relatado para o estado do Maranhdo e 2,52 vezes maior do que o resultado
relatado no Brasil. O numero de diagndsticos de HSIL (High grade intaepithelial lesion) foi
respectivamente 11,3 e 7,53 vezes maiores do que os relatados para o Estado do Maranhé&o e
para o Brasil. Por outro lado, a proporcdo de diagnésticos limitrofes e a razdo entre estes
diagnosticos e o0s sugestivos de lesdo intraepitelial escamosa foi menor quando comparado aos
dados do Maranh&o e do Brasil (Tabela 3).

DISCUSSAO

No presente estudo, 28% das mulheres quilombolas encontravam-se na faixa etaria de
menos de 30 anos, o que condiz com o perfil etéario brasileiro do sexo feminino que realiza o
exame preventivo do colo do Utero, provavelmente porque estas buscam os servicos de saude
para cuidados relativos & natalidade'’. A faixa etéria prioritaria para a deteccdo precoce do
cancer do colo do atero é de 35 a 49 anos de idade, periodo que corresponde ao pico de
incidéncia das lesdes precursoras e antecede aquele com maior mortalidade pelo cancer'’. Um
total de 20,3% das coletas do presente estudo foram realizadas em mulheres na faixa etaria
entre 41-50 anos, 0 que evidencia a necessidade de implementacdo de estratégias para
sensibilizar o publico feminino nos quilombos do Maranhéo.

Neste estudo, 7,5% dos esfregagos cervicais de mulheres quilombolas foram

considerados insatisfatorios, estando dentro do indice preconizado pelo Ministério da Saude,
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considerando esta taxa como aceitdvel a ocorréncia em até 10% de dos esfregacos
analisados™.

O Monitoramento Interno da Qualidade (MIQ) corresponde a um sistema de controle
da qualidade dos exames realizados com base em critérios de avaliacdo e registro dos
resultados encontrados, permitindo identificagdo de oportunidades para melhoria e
providéncias corretivas. Desse modo, permite a identificacdo de causas de erro, avaliacdo de
desempenho, implementacéo de melhorias e melhor desempenho diagnéstico®.

Um estudo sobre a avaliacdo da qualidade dos laboratérios de citopatologia no Brasil
revelou que o Sistema Unico de Saude possui um grande quantitativo de prestadores de
servico de citopatologia concentrados em faixas de positividades abaixo de 2,0%°. Parte dos
casos positivos registrados no sistema ndo trazia conclusdo diagndéstica devido aos elevados
percentuais de atipias de significado indeterminado em células escamosas. Outra evidéncia
constatada foi a baixa capacidade da rede laboratorial para a identificacdo de lesOes
intraepiteliais de alto grau®,

Em estudo prévio também no Centro de Analises Clinicas R6mulo Rocha da
Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias, utilizando a revisdo rapida de
100% dos esfregagos como método de monitoramento interno de qualidade encontrou o
indice positividade de 7,37% na populacdo examinada'®. Estes dados foram similares ao
encontrado no presente estudo onde o indice de positividade foi 7,08 em mulheres
quilombolas. De acordo com o Ministério da Saude (2012) o indice de positividade
compativel com a prevaléncia de alteracbes celulares considerados como satisfatorio varia
entre 3% a 10™. H4 variacdo nos indices de positividade nas regides do Brasil. As regides
Norte, Nordeste e Sul mostraram indices de positividade baixos, 2,2%, 2,1% e 2,1%
respectivamente. As regifes Centro-Oeste e Sudeste mostraram indices de positividade de
3,0% e 3,5%, respectivamente. No Maranhdo o indice de positividade é de 2,0%, abaixo do
que € preconizado como satisfatério pelo Ministério da Saude, porém semelhante aos indices
observados nas regides Norte, Nordeste e Sul®.

A presenca de células metaplasicas e/ou endocervicais € considerada um indicador
importante da qualidade do esfregago, razdo pela qual é importante a coleta da amostra do
canal cervical®®®. Sabe-se que a presenca de células metaplasicas atipicas no esfregaco
citopatologico, principalmente das imaturas, estd associada a um alto valor preditivo para o
diagnéstico de lesdo intraepitelial escamosa de alto grau®®. Vale ressaltar que o Sistema de
Bethesda de 2001 define que sdo necessarias no minimo dez células endocervicais ou células

metaplasicas escamosas bem preservadas, agrupadas ou isoladas para que esta representacao
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seja relatada no laudo®. Houve representacdo de canal endocervical efou zona de
transformacdo em 72% das mulheres quilombolas com diagnosticos alterados.

As atipias escamosas de significado indeterminado representam diagnosticos
limitrofes nos quais os achados citologicos séo insuficientes quantitativa ou qualitativamente
para o diagnéstico de lesBes intraepiteliais escamosas®’. Neste estudo, o percentual de exames
compativeis com ASC foi de 3,11%, entre os exames satisfatorios. Esta taxa encontra-se
pouco abaixo do limite preconizado para estes diagnosticos que é de 4% e 5% de todos 0s
exames satisfatorios. Laboratérios de outras regifes do pais, também apresentam indices
abaixo do limite, 2,1% na Regido Sudeste, 0,9% nas Regibes Norte, e Nordeste cada, 1,4% na
Regido Centro-Oeste e 1,2%, na Regido Sul®. No Maranhdo o percentual de exames
compativeis com ASC é de 0,9% percentual de positividade muito abaixo do que limite
estabelecido pelo Ministério da Salude, porém semelhante aos encontrados nas regides Norte e
Nordeste, e abaixo das Regides Centro Oeste, Sul e Sudeste, sendo no Brasil a média foi
1,5%”.

A razdo ASC/SIL (lesdo intraepitelial escamosa) contribui para identificar dificuldades
técnicas para identificacdo das alteracGes que sdo sugestivas lesdes intraepiteliais escamosas
(SIL) de baixo e alto grau®*. No presente estudo a Razdo ASC/SIL foi de 0,78%, compativel
com a Regido Norte que € de 0,8%, mas abaixo das observada nas demais regides brasileiras,
(Regido Sudeste 1,6%, Regido Sul 1,5%, Regido Centro-Oeste 1,1%, e Regido Nordeste
1,0%)*. A categoria ASC ndo representa uma entidade biolégica, mas sim uma mistura de
diagnosticos diferenciais e dificuldades diagndsticas. Assim, o ASC apresenta potencial para
0 uso exagerado em casos de incerteza. Recomenda-se uma relagdo ASC/SIL néo superior a 3
casos de ASC para cada caso de SIL diagnosticado nos exames citopatolégicos cérvico-
uterinos®*’.

Este estudo mostrou uma prevaléncia de HSIL de 2,26%, considerada alta se
comparada aos indices apresentados nacionalmente, mas semelhantes aos indices relatados
por VVon Zuben et al., (2007) em uma populacdo semelhante. Rama et al., 2008, detectaram
uma prevaléncia de HSIL de 1,17% em amostras de 2.300 mulheres em Sdo Paulo e
Campinas em 2008%. Outro estudo realizado em 2006 no interior de S&o Paulo com 1.501
amostras de mulheres mostrou uma prevaléncia de lesdes compativeis com HSIL de 0,1%%.
Um estudo realizado no Estado do Acre por Von Zuben et al (2007) relata prevaléncia para
HSIL de 1,8%%.

Estas maiores taxas de HSIL encontradas podem ser resultado da dificuldade de acesso

aos servicos de salde, caracteristica destas populagdes. Por outro lado, maiores indices de
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HSIL também podem ser resultado de estratégias mais eficientes de controle de qualidade. O
percentual de exames compativeis com lesdo intraepitelial de alto grau (HSIL) detectados no
Centro de Andlises Clinicas Romulo Rocha utilizando a revisdo rapida de 100% dos
esfregacos como método de monitoramento interno de qualidade foi de 1,44%°.

A miscigenacdo € uma das principais caracteristicas da populacéo brasileira por tanto a
oportunidade de levantar dados referentes a grupos étnicos especificos é especialmente
importante para o entendimento da condi¢bes de salde desta populacdo. Outro fator
importante a ser considerado é a sua propria condicdo de isolamento geografico em
quilombos®®,

A dificuldade de entendimento e aceitacdo por parte das mulheres, deficiéncia de
infraestrutura, aspecto sécio demogréaficos, barreiras geograficas e logisticas relacionadas as
dificuldades de acesso e a baixa inclusdo das mulheres aos programas de prevencao do Cancer
do Colo do Utero podem levar a alta prevaléncia de HSIL em mulheres com mais de 30 anos
encontrada neste estudo nos diagndsticos citologicos.

CONCLUSAO

A analise dos indicadores de qualidade, os indices e as razdes de prevaléncia ratificou
a necessidade de investimento em qualidade dos laboratdrios de citopatologia no Maranh&o.
Os resultados para lesGes de alto grau obtidos no estudo contribuem para o entendimento da
atual situacdo de um dos grupos étnicos no cenario brasileiro. Deste modo faz-se necesséaria a
intensificacdo de ac6es dos programas de controle e rastreamento do cancer de colo uterino na
populacdo estudada visando a detec¢do e tratamento precoce das lesdes precursoras do cancer
de colo uterino, para a reducdo da incidéncia e mortalidade entre a populagdo quilombola.

Os resultados apontam maior prevaléncia para les@es de alto grau.
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Tabela 1. Prevaléncia de anormalidades citol6gicas e representacéo de células metaplasicas e/ou glandulares em mulheres

quilombolas do Maranh&ao

Epitélios representados na amostra

Diagnostico Escamoso, Glandular e/ou TOTAL
Citologico Escamoso Metapléasico
N % N % N %

Negativo 106 32,2 222 67,7 328 100
ASC-US 5 71,4 2 28,6 7 100
LSIL 1 16,6 5 83,4 6 100
ASC-H - - 4 100 4 100
HSIL 1 12,5 7 87,5 8 100
TOTAL 113 321 240 67,9 353 100

ASC-US - Atypical squamous cells of undetermined significance)

ASC-H - Atypical squamous cells cannot exclude high-grade squamous intraepithelial lesions
HSIL - High grade intaepithelial lesion

LSIL - Low grade squamous intraepithelial lesion

Tabela 2. Percentuais de Indicadores de Qualidade das analises realizadas em material citolégico de mulheres quilombolas do

Maranh&o
; ; Percentual
Indice de Positividade Indice encontrado Maranh&o
Recomendado
Percentual de exames compativeis com células
escamosas atipicas (ASC) entre 0s exames 7,08% 2,0% Entre 3 e 10%
satisfatorios
Percentual de exames compativeis com atipia de (.
- - . . No méximo 4 a5 % de
significado indeterminado em células escamosas 3,11% 0,9% °
todos os exames
(ASC)
Razdo Atipia escamosa de significado ficado
indeterminado / Lesdo intraepitelial escamosas 0,78% 1,0% N&o superior a 3%
(Razdo ASC/SIL)
Percentual de exames compativeis com lesdo -
P 2,26% 0,2% Variavel

intraepitelial de alto grau (HSIL)

ASC-US - Atypical squamous cells of undetermined significance) . LSIL — Low grades squamous intraepithelial lesion
ASC-H - Atypical squamous cells cannot exclude high-grade squamous intraepithelial lesions

HSIL - High grade intaepithelial lesion

Fonte: SISCOLO/DATASUS, Acesso em: 26 out, 2015
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Tabela 3. indices e Razdes de Prevaléncia encontrado no estudo, Maranhéo - Brasil

Percentual e Razdo indices indices Indices Brasil Razdo de Razdo de
Maranhdo Prevaléncia Prevaléncia Brasil
Maranhao
Percentual de exames 7,08% 2,0% 2,8% 3,54 2,52

compativeis com células
escamosas atipicas entre 0s
exames satisfatdrios — IP

Percentual de exames 3,11% 0,9% 1,5% 3,35 2,07
compativeis com atipia de

significado indeterminado em

células escamosas (ASC)

Razdo Atipia escamosa de 0,78% 1,0% 1,4% 0.78 0,55
significado  indeterminado  /

Lesdo intraepitelial escamosa

(Razéo ASC/SIL)

Percentual de exames 2,26% 0,2% 0.3% 11,3 7,53
compativeis com lesdo
intraepitelial de alto grau (HSIL)

ASC-US-(atypicalsquamous cells of undetermined significance) LSIL - (low grade squamous intraepithelial lesion)
ASC-H ( atypical squamous cells cannot exclude high-grade squamous intraepithelial lesions)
HSIL - (high grade intaepithelial lesion)

Fonte: SISCOLO/DATASUS, Acesso em: 26 out, 2015

Contribuicdes

J.E.Batista realizou proposta do artigo, redacdo e revisdo da literatura, coleta de amostras,
analise dos dados e redacdo do artigo. M.D.S.B.Nascimento realizou coletas das amostrar e
acompanhamento das pacientes. A.A. Ribeiro colaborou na formatacdo e analise dos dados.
K.D.Segati orientou a proposta e redacdo do artigo. S.B.N.Tavares realizou instrumento de
coleta dados. S.H.R.Santos orientou e coordenou a pesquisa de campo e fez a contribuicdo na

revisao dos textos.

Agradecimentos

A equipe do Laboratério Romulo Rocha da UFG, pelo apoio na leitura e revisio das laminas.
A FAPEMA/SES/MA/CNPq, Edital n° 012/2009 pelo financiamento e a Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Doutorado Institucional (DINTER).

Declaracao de Conflito de Interesses : Nada a Declarar



104

Referéncias:

1.

N

Instituto Nacional do Céancer José Alencar Gomes da Silva. Estimativa 2012: incidéncia de
cancer no Brasil. Rio de Janeiro: Inca; 2011. 118p.

Eversole GM, Moriarty AT, Schwartz MR, Clayton AC, Souers R, Fatheree LA, et al.
Practices of participants in the college of american pathologists interlaboratory
comparison program in cervicovaginal cytology, 2006. Arch Pathol Lab Med 2010;
134(3):331-335.

Bortolon PC, Silva MAF, Corréa FM, Knupp VMAO, Assis M, et al. Avaliacdo da
Qualidade dos Laboratérios de Citopatologia do Colo do Utero no Brasil. Rev Bras
Cancerol 2012; 58(3):435-444.

BC Cancer Agency. Cervical Cancer Screening Program. 2009 Annual report [Internet].
Vancouver: Cervical Cancer Screening Program; 2010 [cited 2011 Dec 5]. 30 p.
Available from: http://www.bccancer.bc. Annual_ReportFINALFeb1910.pdf

NHS Cancer Screening Programmes. NHS Cervical Screening Programme Statistical
Bulletin (England 2010- 11) [Internet]. [cited 2011 Dec 2]. Available from: http://
www.cancerscreening.nhs.uk/cervical/statistics.html

Nygard JF, Skare GB, Thoresen S@. The cervical cancer screening programme in
Norway, 1992-2000: changes in Pap smear coverage and incidence of cervical cancer. J
Med Screen 2002; 9(2):86-91.

Nanda K, McCrory DC, Myers ER et al. Accuracy of the Papanicolaou test in screening
for and follow-up of cervical cytologic abnormalities: a systematic review. Ann Intern
Med 2000; 132: 810 e 819.

Albert S, Oguntayo O, Samaila M. Comparative study of visual inspection of the cervix
using acetic acid (VIA) and Papanicolaou (Pap) smears for cervical cancer screening.
Ecancermedicalscience 2012; 6(262):1-8.

9. Zeferino LC, Derchain SF. Cervical cancer in the developing world. Best Pratice &

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

Research Clinical Obstetrics and Gynaecology 2006; 20(3):339-354.

Consolaro MEL; Maria-Engler SS, Organizadoras. Citologia clinica cérvico-vaginal
(texto e atlas). Sdo Paulo: Roca, 2012: 221-234.

Ministério da Saude. Nomenclatura brasileira para laudos citopatoldgicos cervicais. 3.
ed. Rio de Janeiro: Inca, 2012: 10-11.

Cardoso LFC. Sobre imagens e quilombos: notas a respeito da construcdo da percepc¢éo
acerca das comunidades quilombolas. R Est Pesq Educ 2010; 12(1):11-20.

Lopes F. Experiéncias desiguais ao nascer, viver, adoecer e morrer: topicos em salde da
populacdo negra no Brasil. In: Brasil, Fundacdo Nacional de Salde. Saude da populagéo
negra no Brasil: contribuicbes para a promocédo da equidade. Brasilia: Funasa; 2005. p
446.

Rodrigues W. C. 2010. Estatistica aplicada. Copyright©. 82 edi¢&0.62p.

Solomon D, Nayar, R. Sistema Bethesda para citopatologia cervicovaginal. 2. ed. So
Paulo: Revinter; 2004.

Manual de Gestdo da Qualidade para Laboratdrio de Citopatologia. Instituto Nacional de
Cancer José Alencar Gomes da Silva, Coordenacdo-Geral de Prevencdo e Vigilancia,


http://www.bccancer.bc/
http://www.cancerscreening.nhs.uk/cervical/statistics.html

17.

18.

19

20.

21.

22.

23.

105

Diviséo de Detecgdo Precoce e Apoio a Organizacdo de Rede. Rio de Janeiro: Inca, 2012.

p. 23-28.

Brasil. Ministério da Salde. Secretaria Nacional de Assisténcia a Saude. Instituto

Nacional do Cancer. Coordenagdo de Prevencdo e Vigilancia (Conprev). Falando sobre

Cancer do Colo Uterino. Rio de Janeiro: MS/Inca, 2002.

Neto AR, Ribalta JCL, Focchi J, Baracat EC. Avaliacdo dos métodos empregados no

Programa Nacional de Combate ao Cancer do Colo Uterino do Ministério da Saude. Rev

Bras Ginecol Obstet 2001; 23(4):209-215.

. Tavares SBN, Sousa NLA, Manrique EJC, Zeferino, LC, Amaral RG. Improvement in the
Routine Screening of Cervical Smears. A Study Using Rapid Prescreening and 100%.
Rapid Review as Internal Quality Control Methods. Cancer Cytopathol 2011; 119:367-
376.

Martin-Hirsch P, Jarvis G, Kitchener H, Lilford R. Dispositivos de recoleccion de
muestras citologicas cervicales (Revision Cochrane Traducida). In: La Biblioteca.
Cochrane Plus, 2008; 2. Oxford: Update Software Ltd. Available from:
http://www.update-software.com.

Dufloth RM, Silva SM, Andrade LAL, Zeferino L. Nuclear alterationsof the cells and

atypical metaplastic cells in cervical smears are predictive criteria of high grade cervical
intraepithelial neoplasia. Eur J Gynecol Oncol 2005; 26(2):186-90.

Rama CH, Roteli-Martins CM, Derchain SFM, Longatto-Filho A, Gontiljo RC, Sarian
LOZ., et al. Prevaléncia do HPV em mulheres rastreadas para o cancer cervical. Rev.
Salde Pdblica 2008; 42(1):123-130.

VonZuben MV, Derchain SFF, Sarian LO, Westin MC, Zeferino LC. The impact of a

community intervention to improve cervical cancer screening uptake in the Amazon
region of Brazil. S&o Paulo Med J 2007; 125(1)42-45.


http://www.update-software.com/

106

7. DISCUSSAO

No Brasil, a populacdo negra experimenta maiores taxas de mortalidade por cancer
se comparada a populacédo geral, sendo provavelmente um dos reflexos de desigualdades nos
ambitos social, econémico, politico e na saude. Essa populacdo traz consigo experiéncias
desiguais ao nascer, viver, adoecer e morrer (LOPES, 2005). Isso pode ser observado pela ma
qualidade de vida, pobreza extrema, baixa escolaridade, dificuldade de acesso aos servigos a
salde e a educacdo, aos bens durdveis e consumo em geral, taxas de morbimortalidade mais
altas do que as registradas em nivel nacional, fome, desnutricdo, riscos ocupacionais e
violéncia social e conflitos institucionais (GARRAFA et al., 2005). As comunidades
quilombolas se inserem dentro desse contexto, pois sdo de presumida ancestralidade negra, e
também experimentam situacdo de importante vulnerabilidade social, decorrente de um
processo historico de expropriacdo de cultura e de direitos, que acarretou desigualdade sociais
e de salde, cujo impacto tem reflexo nos indicadores de salde desta populagdo
(VOLOCHKAO, 2009). Assim, considerando que a nédo realizacdo do exame Papanicolaou esta
associada dentre outras questfes as desigualdades de acesso e utilizagdo de servicos de salde,
é, importante contemplar acbes de prevencdo para o cancer de colo uterino que envolvam
melhoria das condi¢Bes de vida e aumento da oferta e do acesso aos servicos de saude em
comunidades quilombolas (LOPES, 2005)

E possivel também que falhas no programa de rastreamento para controle de cancer do
colo do atero no Brasil contribuam para esta situacdo. Ao analisar este programa em regides e
municipios brasileiros, constatam-se grandes discrepancias com relacdo a sua cobertura e
efetividade, provavelmente relacionadas a baixa disponibilidade de médicos e enfermeiros na
rede de atencdo basica e de laboratérios de citopatologia devidamente equipados para atender
a populacdo. Outra questdo importante dentro deste contexto é a percepcdo da existéncia de
limitacGes de acesso aos servicos de salde por barreiras socioeconémicas, culturais e
geograficas, sendo um problema a ser enfrentado pelos gestores do programa de controle do
cancer de colo de utero (APPLEBY et al., 2006).

Também sdo conhecidos e amplamente apontados na literatura diversos fatores
associados a ndo realizacdo do exame de Papanicolaou, como a idade avancada, o baixo nivel
socioeconémico, certos grupos étnicos como afrodescendentes, ndo ter conjuge (solteiras,

separadas e viuvas) (AMORIM et al., 2006). O reconhecimento desses fatores como barreiras
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para a realizacdo do exame preventivo é parte fundamental no enfrentamento a esta
problematica (AMORIM, et al., 2006).

As evidéncias citadas mostram que populacGes pertencentes a grupos étnicos
apresentam maior tendéncia para apresentarem lesbes de alto grau apesar dos avancos
significativos nas Ultimas décadas sobre a salde reprodutiva destas populagdes. Trata-se,
portanto, de um cenario especialmente interessante para estudo de enfoque étnico racial nas
populacdes quilombolas. Outro fator importante da populacGes em estudo é a sua propria
condicdo de isolamento geografico em seus quilombos, dificuldade de entendimento e
aceitacdo por parte das mulheres, deficiéncia de infraestrutura, barreiras geogréaficas e
logisticas relacionadas as dificuldades de acesso e a baixa inclusdo das mulheres aos
programas de prevencdo do Cancer do Colo do Utero podem explicar a maior prevaléncia
HSIL encontradas neste estudo.

Os resultados referentes a distribuicdo dos diagnosticos de anormalidades citoldgicas
em relacdo a idade observados neste estudo sdo compativeis com os de SILVEIRA et al.,
(2008), que observaram maior prevaléncia das anormalidades citoldgicas de baixo grau (ASC-
US e LSIL) em mulheres na faixa de menos de 35 anos , engquanto que as anormalidades
citologicas de alto grau (ASC-H e HSIL) foram mais frequentemente observadas em mulheres
acima de 49 anos. Estes resultados reforcam a teoria de que mulheres em maior faixa etaria
tendem a apresentar lesdes progressivas com maior frequéncia do que mulheres mais jovens,
0 que poderia ser explicado pelo carater transitério das infeccdes das infeccdes pelo HPV em
mulheres mais jovens (ZEFERINO; DERCHAIN, 2006).

A prevaléncia total de HPV, desconsiderando a idade, pode variar de acordo com a
técnica utilizada, a populagdo e a regido estudadas. A metodologia utilizada neste estudo
possibilitou detectar uma prevaléncia de HPV de 13% em mulheres quilombolas. A populacédo
neste estudo foi representada por mulheres assintomaticas sem histéria de neoplasia do colo
do utero e outras doencas relacionadas ao HPV, e foram identificados 46 casos positivos para
0 HPV, sendo (74%) representados por infec¢des simples e (26%) por infecgdes por multiplos
tipos No presente estudo foi encontrado uma prevaléncia de HPV de 36,9% em mulheres com
menos de 30 anos e observou-se decrescimento dessa taxa com o0 avango da idade.

Neste estudo, dos 25 gendtipos de HPV encontrados, houve maior prevaléncia do
HPV 68, com 24,2%, seguido de HPV 58 (19,8%), HPV 52 e HPV 31 (10,8% cada). Na
amostra de mulheres quilombolas avaliada neste estudo, o virus tipo 68 esteve presente
somente em mulheres sem anormalidades citoldgicas, ou seja, com diagndstico de inflamacé&o.

Os tipos virais encontrados em mulheres com diagndsticos citologicos de HSIL foram 16, 18,
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58, 1S39 e 73. Trés destes sdo considerados como carcinogénicos para seres humanos e o tipo
73 é considerado como possivelmente carcinogénico para humanos (IARC, 2012). O
conhecimento da distribuicdo do HPV na populacdo quilombola é essencial para subsidiar o
desenvolvimento de novos testes para 0 HPV e para avaliar os efeitos das vacinas
introduzidas nos diferentes cenérios de ocorréncia da infecgéo.

Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 2012) o tipo 68
é considerado como provavelmente carcinogénico, contudo, este tipo ndo esteve presente em
mulheres com anormalidades citologica deste estudo. Neste contexto, é importante considerar
as diferencas regionais e o tipo de populacdo estudada e seus habitos. Considerando as
infecgBes pelo HPV 68 identificadas neste estudo, 5 foram simples e 6 mdltiplas. Entre as
infeccBes mdltiplas, 3 estavam associadas ao tipo 52, virus este considerado oncogénico.

GOLDMAN et al., (2013) em uma populacdo rastreada na Dinamarca observaram
que a prevaléncia total de HPV 68 foi de 2%, contudo, observaram que a presencga deste
genotipo ocorreu huma taxa quatro vezes maior que a esperada em infeccBes multiplas,
indicando a existéncia de uma interacdo entre HPVs de alto risco oncogénico, especialmente
entre os tipos 31/68, 51/68 e 33/68.

WANG et al., (2013), no Sul da China demonstraram em mulheres rastreadas entre os
anos de 2006 a 2010 que o genotipo 68 associado a outros tipos de HPV ocorreu em 20 casos
de céncer cervical com uma distribuicdo tipo-especifica de 3,28%. GARLAND et al., (2011),
em estudos com indias Australianas relatam 21 casos, 3,2% com 0 gendétipo 68 e estdo
relacionados a tipos incomuns de HPV. Estes autores indicaram que estes genotipos
incomuns, especialmente os HPV 51, 53, 68 e 70 podem incrementar as contribuigdes
etiologicas para a carcinogénese cervical. Neste contexto, € importante considerar as
diferencas regionais e o tipo de populacdo estudada e seus habitos, sendo o primeiro trabalho
no Maranhdo sobre as populacdes remanescentes dos quilombos.

Quanto aos fatores comportamentais analisados, a infeccdo por HPV foi o Unico
estatisticamente significante. 1sso se deve as caracteristicas da populacdo estudada: isolada
geograficamente, com héabitos conservadores e relagcBes sexuais apenas entre membros do
quilombo — o que demonstra que a infeccdo independe de fatores socioecondmicos ou
demogréaficos, havendo variacdo apenas na prevaléncia e nos tipos virais encontrados. A
prevaléncia de HPV aumenta de acordo com a gravidade do diagndstico citologico. Este
estudo mostrou uma prevaléncia de HSIL de 2,26%, considerada alta se comparada aos
indices apresentados nacionalmente. Estas maiores taxas de HSIL podem ser resultado da

dificuldade de acesso aos servigos de saude, caracteristica destas populagdes. Por outro lado,
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maiores indices de HSIL também podem ser resultado de estratégias mais eficientes de
controle de qualidade. Os percentual de exames compativeis com lesdo intraepitelial de alto
grau (HSIL) detectados no Centro de Analises Clinicas Rdmulo Rocha da Faculdade de
Farmacia da — Universidade Federal de Gdias, utilizando a revisdo rapida de 100% dos
esfregacos como método de monitoramento interno de qualidade foi de 1,44%% (Tavares et
al. 2011)

Na literatura brasileira e no Maranhdo sdo escassos os dados sobre a saude das
comunidades quilombolas, principalmente sobre o cancer do colo Utero. Existem estudos
isolados e especificos para determinadas patologias, que apesar de revelarem prevaléncia e
incidéncia, abrangem um publico mais restrito, provavelmente devido a fatores geogréaficos e
de localizacdo das comunidades quilombolas. Sobressalta-se também a importancia de se
estabelecer pesquisas sobre este grupo social, uma vez que se observa uma disparidade na
atencdo a salide desta populacdo quando comparada & populacio de modo geral. E necessario
conhecer a cultura dessa populacdo e assim adotar medidas de prevencdo dessa doenca para

que se obtenham melhores indicadores da satde na populacdo remanescente de quilombos.
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8. CONCLUSAO

A populacdo quilombola estudada foi constituida prioritariamente por mulheres
que iniciaram a atividade sexual ap0s os 15 anos de idade (61%), tiveram mais
de um parceiro sexual (57%), com idade da menarca acima dos doze anos
(59%), tiveram mais de uma gestacdo (84%), ndo apresentaram sinais de DST
(71%), ndo faziam uso de anticoncepcionais (82%), faziam higiene vaginal mais
de uma vez ao dia (91,7%), ja realizaram exame de Papanicolaou (86%),
apresentaram colo do utero com aspecto normal (86%), ndo fumavam (92%) e
ndo faziam uso de bebidas alcodlicas (62,6%).

A prevaléncia global de HPV foi de 13,0%, sendo o HPV 68 foi o tipo mais
prevalente (24%), seguido pelos tipos 58 (19,8%), 52 e 31 (10,8% cada um) e
62(8,8%). Os tipos de HPV presente em mulheres com anormalidade citolégicas
foram: 58, 52, 31, 18, 73, 16, 1S39, 62 e 84 e em mulheres sem anormalidades
citologicas foram: 68, 45, 70, 39, 56, 59, 66, 33, 61 e 72. Mulheres com
diagnostico de ASC-US e LSIL mostraram infeccdes por HPV de baixo risco
oncogénico (HPV 62) e por tipos de alto risco oncogénico (HPV 31 e HPV 52).
Mulheres com diagnosticos de ASC-H e HSIL, mostraram infec¢des por HPV
de alto risco 58, 18, 73 e 16 e por tipos de baixo risco oncogénicos (HPV 1S39 e
84)

A infeccdo por HPV foi significativamente associada a deteccdo de

anormalidades citolégicas em mulheres quilombolas.

N&o houve uma associacdo estatisticamente significante entre os fatores
comportamentais com a infeccdo por HPV o diagndstico de anormalidades
citologicas.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
COORDENAGAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM MEDICINA
TROPICAL E SAUDE PUBLICA - UFG

Vocé esta convidada a participar desta pesquisa como voluntaria, a qual tem por
finalidade de analisar as anormalidades citoldgicas no colo do Utero, a infeccdo por
Papilomavirus Humano (HPV) em mulheres quilombolas, visando a epidemiologia,
diagnostico e profilaxia da infeccéo.

No caso de vocé concordar em participar, favor assinar ao final do documento. Sua
participacdo ndo € obrigatéria e, a qualquer momento, vocé podera retirar seu consentimento.
Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em relacéo a vocé e ao pesquisador.

Vocé recebera uma copia deste termo onde constam os telefones e enderecos dos
pesquisadores, podendo tirar suas davidas sobre a pesquisa a qualquer momento. Sendo assim
eu, Prof. José Eduardo Batista (pesquisador responsavel), resolvi escrever um Projeto de
Pesquisa tendo como objetivo encontrar anormalidades citolégicas no colo uterino e infecgdes
por HPV em mulheres quilombolas na faixa de 15 a 59 anos.

Sua participacdo é importante e nos ajudard aprofundar nossos conhecimentos na
prevencdo do cancer do colo de Gtero e HPV. Nao ha riscos e o desconforto serd minimo,
permitindo a utilizacdo de aparelhos ginecoldgicos esterilizados, descartaveis e adequados.
NOs poderemos oferecer a vocé mais informacdes sobre o cancer do colo do Utero e tirar
quaisquer davidas, a fim de orientar no tratamento precoce. Ndo havera nenhum gasto com
sua participacdo e também ndo receberd nenhum pagamento. Garantimos que suas
informagdes pessoais tais como nome, identidade e enderego ndo serdo divulgados. Os dados
serdo colocados em pesquisas cientificas, mantendo-se o sigilo, buscando, dessa forma, uma
melhoria na qualidade de sua vida.

Para qualquer informagéo, a Sr.2 podera entrar em contato com o pesquisador (Rua
de S&@o Pantaledo, .n° 02 — Bairro Madre Deus, CEP-65.000-000 — Departamento de
Patologia/UFMA, Telefone — (98) 3231-3644 — S&o Luis-Maranh&o, ou podera entrar em

contato com o Comité de Etica em Pesquisa — HU/UFMA — Unidade Presidente Dutra — Rua
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Bardo de Itapary s/n — Centro — S8o Luis-Maranhdo — CEP: 65020-070 — Fone: (98) 2109-
1250.
Se vocé se encontra suficientemente esclarecida e concorda em participar da

pesquisa, assine abaixo.

Séo Luis (MA), / /

Nome e assinatura do sujeito responsavel
ou do seu representante legal menor de 18 anos

RG: SSP/UF-

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE B - Ficha Protocolo

PROJETO DE PESQUISA PARA DOUTORADO - FICHA PROTOCOLO

Alteracdes morfoldgicas, tipos de HPV e carga viral em mulheres quilombolas

N.° Ficha DATA: / /

Nome:

End.:

Ponto de referéncia:
Cidade: UF: Tel:
Idade: Profissao:
Naturalidade:

Peso: Altura: _ IMC:

1. Escolaridade:

( ) Analfabeta
Ensino fundamental ( ) Completo () Incompleto
Ensino superior ( ) Completo () Incompleto

2. Estado Civil:

( ) Solteira
( ) Casada () Viava
( ) Divorciada (') Unido Consensual

3. Cor:

4, Etilismo

() Sim ( ) Néo
Frequéncia: Tipo de bebida:

Tabagismo
()Sim ( ) Néo Ex-fumante:
Ne° cigarros/dia: Tempo de consumo:

5. ldade da Menarca: Idade do 1.° Coito:
Menopausa

()Sim () Néo Idade:

N° cigarros/dia: Tempo de consumo:

6. N.° de Gestacdes:
Idade na primeira gestacéo: Partos Vaginais: Cesareos:

7. Abortamento: ( ) Sim ( )Néo. E P
Curetagens: () Sim ( ) Néo
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8. NUmero de parceiros sexuais na vida:
()1 ()2 ()3 ( )4 ou mais

9. Atualmente tem parceiro fixo:
() Sim ( ) Néo
Tempo: NUmero de coitos/semana:

10. Vocé atualmente apresenta alguma queixa genital?
() Sim () Néo
Qual?

11. Faz uso de método contraceptivo:

()Sim ( ) Néo

( ) Camisinha masculina ( ) Anticoncepcional oral ( ) Adesivo dérmico

( ) Camisinha feminina () Método sintodérmico ( ) Dispositivo intrauterino
( ) Injecéo trimestral ( ) Lagqueadura tubaria

12. Utilizou camisinha na primeira relacdo com o parceiro fixo:
() Sim () Néo

13. Utiliza/ou camisinha com parceiros nao fixos:
() Sim ( ) Néo

14, Utiliza(utilizou)ACO: ()sim ()nédo
()Sim ( ) Néo Tempo:
Qual o farmaco utilizado?

15. Orientacdo sexual:
( ) Heterossexual ( ) Homossexual ( ) Bissexual

16. Pratica outra modalidade de penetragdo peniana, além do vaginal:
() Oral () Anal ( ) Outro:

17. Parceiro atual é tabagista:
()Sim ( ) Néo
Ne° cigarros por dia:

18. Tem conhecimento da idade de inicio da atividade sexual do parceiro atual?

19. Tem conhecimento se o parceiro atual visitava e/ou visita profissionais do sexo:
() Sim ( ) Néo

20. O parceiro atual teve episddios prévios de DST?

() Sim ( ) Néo Qual?

21. Dieta:
( ) Figado bovino ( ) Cenoura ( ) Abobora
( ) Espinafre () Frutas citricas

Frequéncia:




22. Agua encanada em casa:
() Sim ( ) Néo

23. Frequéncia da higiene genital:
( ) Por dia ( ) Por semana Produto:

24. Método diagnéstico que encontrou a lesdo intraepitelial cervical:
( ) Exame Papanicolaou ( ) Colposcopia ( ) Conizacéo diagnostica

25. Como foi diagnosticada a lesdo neoplasica intraepitelial cervical:
( ) Sintomas ( ) Consulta de rotina ao ginecologista
( ) Campanha de preventivo ( ) Outro:

26. Visitava com frequéncia o ginecologista antes do diagnostico de NIC;
()Sim ( ) Néo Frequéncia:

Antecedentes pessoais:
27. DST:
() Sim () Néo
( ) Ha quanto tempo?

()DM ( )HAS () Tireoidopatias
( ) Cardiopatia () Obesidade () Céancer
Localizacdo das lesdes:

28. Antecedentes familiares

( )DM ( )YHAS () Tireoidopatias
( ) Cardiopatia ( ) Obesidade () Céncer
Localizacéo do céncer:
Parentesco:

29. Queixas:
( ) Prurido ( ) Leucorreia Cor:
( ) Dispareunia () Queimagao (') Verrugas

Outros. Quais?

EXAMES GINECOLOGICOS

COLPOCITOLOGIA: Data: / /

RESULTADO ( ) Normal (') Inflamatdrio
() HPV ( ) ASCus () ASCH
()LSIL () HSIL ()CA

( ) Gardnerella ( ) Candida (') Trichomonas
( ) Herpes

Outros. Quais?

COLPOSCOPIA: Data: / /
RESULTADO
( ) Normal ( ) Anormal () Insatisfatorio

( ) Susp. Invaséo () Cond. Exofitico () Misceléanea
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HISTOPATOLOGIA: Data:

RESULTADO

( ) Cronica () HPV ()NICI
()NICH ()NIC I ()CA
Outros. Quais?
GENOTIPAGEM PARA HPV: Data: /

Material obtido por:

() Swab ( ) Raspado ( ) Bidpsia
Local:

() Colo ( ) Vagina () Vulva
( ) Anus () Cavidade oral

Resultado:
PARCEIRO REALIZOU GENOTIPAGEM ?

()Sim ( ) Néo Data: /
Resultado:

EVOLUCAO/CONDUTA

Colposcopia; Data: /

Colposcopia; Data: /

Colposcopia; Data: /
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ANEXO A — Requisicéo de exame citopatoldgico colo do utero (ficha do SUS).

~ REQUISIGAO DE EXAME CITOPATOLOGICO - COLO DO UTERO
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- CNPJ do laboratério

Numero do exame

C T L L L Ll

Nome do laboratério

Recebido em:

AVALIAGAO PRE-ANALITICA:
AMOSTRA REJEITADA POR:

DAuséncia ou erro na identificagéo da lamina, frasco ou formulério

‘DLémina danificada ou-ausente

RN e e 272 ik 4 O

ADEQUABILIDADE DO MATERIAL:

Dsmlsfatéda ot

Insatisfatéria para avaliagdo oncética devido a:

| ! ial acelular ou hipocelular em menos de 10% do esfregago

DCausas alheias ao orio; especificar:

D Outras causas; especificar:

EPITELIOS REPRESENTADOS NA AMOSTRA:

D Escamoso
DG)anﬂular
DMetaplésﬁcé

[: gue em mais de 75% do esfregago

Dplédtos em mais de 75% do esfregago

DAnefa!os de qess_ecamémo em mais de' 75% do esfregago
'DComamlnanles emmos"em’ mais de 75% do esfregaco
Dlhtensa superposigéo celular em mais de 75% do esfregago
Domros (especificar): . )

DIAGNOSTICO DESCRITIVO:

[:]Dehtro dos limites da normalidade, no m'x;terigl examinado

ALTERAGOES CELULARES BENIGNAS RﬁAﬂVA.S OU REPARATIVAS: -
D_lnﬂama;éo ‘
DMetablasia escamosa imatura

DR’apatagﬁo

DAtroﬁa com iriﬂamagéé

DRadiagéo

Domros; especificar;

MICROBIOLOGIA: -
DLadobaéillus sp
E:] Cocus

r____]Sugestivo de Chamydia sp

DActinomyces sp
D Candida sp

D Trichomonas vaginalis

DEfe'no citopatico compativel com virus do grupo Herges

DBaciloe;aup.‘ ssmaticos (sugestivos de Gardnerella/Mobi )
DOutros bacilos

D(__)utros; eépedﬁcar:

CELULAS ATIPICAS DE SIGNIFICADO INDETERMINADO:

Escamosas: DP. ivel néo neoplasi
DNAO se pode afastar lesdo de alto grau
’ :
Glandulares: E}.’—‘ ivel  ndo

DNAO se pode afastar leséo de alto grau.
!

De origem I.‘ ivelments ndo asi

DNio se pode afastar les&o de alto grau

ATIPIAS EM CELULAS ESCAMOSAS:

I:lLésao intra-epitelial de baixo grau (comp efeito citopa
pelo HPV e neoplasia intra-epitelial cervical grau |)

DLesao intra-epitelial de alto grau (compreendendo neoplasias intra-
epiteliais cervicais graus Il e lil) "

DLesio intra-epitelial de alto grau, nab podendo excluir micro-i 1
Dca.rcinoma epiderméide invasor 3 ‘ o 2
ATIPIAS EM CELULAS GLANDULARES: ‘
DAdenocarcionéma ‘in situ"
Adenocarclonoma invasor: Dcervical

D Endometrial

I:]Sem outras especificagdes
DOUTRAS NEOPLASIAS MALIGNAS:

DPRESEN(}A DE CEDULAS ENDOMETRIAIS (NA  POS-

Data da Liberagéo

CEPC L

MENOPAUSA OU ACIMA DE 40 ANOS, FORA DO PERIODO

Responsavel pelo resultado

CNPJ (CPF)

RMIABN? (varen)
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ANEXO B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do HU-UFMA.

HO S AL UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO e,
(J HOSPITAL UNIVERSITARIO i %
. ~N| DIRETORIA ADJUNTA DE ENSINO, PESQUISA E |3 3
EXTENSAO 5 &

COMITE DE ETICA EM PESQUISA SRIUR

N©°. do Parecer: 233/11 (22 via)
TANCIA INICIAL
PARECE R CONHIne CIADD € Registro do CEP: 224/09-01

N° do Protocolo: 005722/2009-00
PROJETO DE PESQUISA Parecer: APROVADO

I - Identificagao:

Titulo do projeto: Alteracdes Morfoldgicas, Tipos de HPV, Carga Viral em Mulheres Quilombola
Identificacdo do Pesquisador Responsavel: José Eduardo Batista

Identificagdo da Equipe executora: M2 do Desterro Soares B. Nascimento, Silvia Helena
Rabelo dos Santos, Reydson Rafael R. Reis, José Eduardo Batista Filho

Instituicdo onde sera realizado: Universidade Federal do Maranh&o e Universidade Federal de

Goids
Area tematica: III Multicéntrico: Néo
Cooperagdo estrangeira: Ndo Patrocinador: Nao

II - Objetivos:
Geral:

Detectar e identificar os tipos especificos de HPV, determinar a carga viral e o padréo de
disposigdo do genoma e correlacionar com anormalidades citoldgicas presentes em esfregagos
cervicais de mulheres quilombolas.

Especificos:

Avaliar os fatores de risco associados a infecgdo do HPV e anormalidades citolégicas em
mulheres quilombolas;

Determinar os tipos especificos de HPV em mulheres quilombolas com anormalidades
citoldgicas;

Determinar os tipos especificos de HPV em mulheres quilombolas sem anormalidades
citoldgicas;

Avaliar a carga e estado fisico do genoma viral em mulheres quilombolas com
anormalidades citolégicas;

Avaliar a carga e estado fisico do genoma viral em mulheres quilombolas sem
anormalidades citoldgicas;

Avaliar a associagdo entre os tipos especificos do HPV, a carga viral e o estado fisico do
DNA do HPV e o diagndstico de NIC 2 e NIC 3 em mulheres portadoras de anormalidades
citoldgicas.

III- Sumario do projeto:

Trata-se de um estudo de corte transversal, a populagdo serd constituida de mulheres
quilombolas na faixa etaria de 12 a 59 anos usuarias do Sistema Unico de Salde do municipio de
Cod6 - Maranhdo, e Regido dos Cocais para rastreamento do céncer do colo uterino, onde serdo,
ainda, coletados materiais que possibilitem o diagndstico do cancer de colo de Utero ou de lesdes
precursoras e da presenga de HPV. Os materiais coletados serdo encaminhados ao laboratério do
Hospital Universitario e ao Laboratdrio do Nucleo de Pesquisa Basica e Aplicada - NIBA, ambos da
Universidade Federal do Maranhdo, para a realizagdo dos exames.

IV - Comentarios do relator frente a resolugdo 196 /96 e complementares:
No projeto sdo apresentados os elementos indispensdveis a sua realizagdo como

introdugdo, objetivos, revisdo tedrica, metodologia, orgamento, cronograma, instrumento para
coleta dos dados, TCLE e referéncias.



V - Parecer Consubstanciado do CEP

Assim, mediante a importancia social e cientifica que o projeto apresenta, a sua
aplicabilidade e conformidade com os requisitos éticos, somos de parecer favoravel a realizagdo
do projeto classificando-o como APROVADO, pois o mesmo atende aos requisitos fundamentais
da Resolugdo 196/96 e suas complementares do Conselho Nacional de Satde / MS.

Solicita-se ao (a) pesquisador (a) o envio a este CEP, relatérios parciais sempre quando
houver alguma alteragdo no projeto, bem como o relatério final gravado em CD-ROM.

S&o Luis, 02 de maio de 2013
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Profa Dr2 Rita da Gracd Carvalhal Frazao Corréa
Vice-Coordenadpra do CEP-HUUFMA
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