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RESUMO

A infeccdo por HPV ¢ a infecdo sexualmente transmissivel mais comum em todo o mundo e a
persisténcia do HPV de alto risco (hrHPV) é o principal fator etiolégico para o
desenvolvimento do Céncer do Colo do Utero (CCU). O CCU é o quarto tipo de cancer mais
comum em mulheres no mundo. No Brasil, é o terceiro tipo mais prevalente e, na Regido
Norte, é a primeira neoplasia entre as mulheres. O exame citopatologico tem sido o método de
escolha para o rastreamento das lesdes precursoras e do cancer invasivo. A citologia em meio
liquido (CML) e a deteccdo molecular do HPV tém sido consideradas estratégias promissoras
para aumentar a eficacia do rastreamento. Este trabalho teve como objetivo detectar hrHPV
em mulheres com citologia alterada e num grupo com citologia normal na cidade de Coari-
Amazonas. Apos consentimento, foram coletadas amostras cervicais de 455 mulheres em
exame ginecoldgico de rotina nas Unidades Bésicas de Saide da cidade de Coari no periodo
de setembro a dezembro de 2014. As amostras foram coletadas utilizando-se o kit de coleta de
citologia em meio liquido - CML (BD SurePath™). As laminas citologicas foram
confeccionadas nos equipamentos semi-automatizados BD Prepmate™ e PrepStain™. Uma
aliquota 0,5 mL foi separada para rastrear hrHPV pelo ensaio HPV BD Onclarity®, através do
sistema Viper LT, que identifica seis tipos individualmente (16/18/31/45/51/52) e oito tipos
por grupos de gendtipos (P1: HPV33/58; P2: HPV56/59/66 e P3: HPV35/39/68). Nossos
resultados mostraram que as laminas confeccionadas por CML foram 99,3% classificadas
como satisfatoria e 7,3% (33/452) apresentaram resultados alterados. Os hrHPV foram
detectados em 70,9% das citologias alteradas, sendo positivo em 77,3% das citologias
classificadas como LSIL, 60% das citologias com HSIL, 50% das citologias com ASCUS e 0s
genotipos mais encontrados foram o HPV 52 e o grupo de genétipos HPV P3. Dentre as 42
citologias normais selecionadas, 11,9% apresentaram infec¢do por hrHPV, sendo, também,
0s genotipos mais comuns 0 HPV 52 e o grupo de gendétipos HPVP3. Estes dados, além de
rastrear mulheres com real risco para o desenvolvimento do CCU e confirmar a presenca e a
diversidade genotipica de hrHPV nesta amostra feminina amazénica, reforga os estudos na
literatura que apresentam a CML e os testes moleculares como ferramentas alternativas
fundamentais no rastreio e, consequentemente, reducdo do CCU, principalmente em regides

onde existe um alto indice desta patologia.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano, Citologia em Meio Liquido, Genotipagem, Coari-
Amazonas



ABSTRACT

HPV infection is the most common sexually transmitted infection worldwide and the
persistence of high-risk HPV (hrHPV) is the major etiologic factor for the development of
Uterine Cervical Cancer (UCC). CCU is the fourth most common type of cancer in women in
the world. In Brazil, it is the third most prevalent type and, in the North, it is the first
neoplasm among women. Cytological examination has been the method of choice for the
screening of precursor lesions and invasive cancer. Liquid cytology (CML) and molecular
detection of HPV have been considered as promising strategies to increase the effectiveness
of screening. This study aimed to detect hrHPV in women with altered cytology and in a
group with normal cytology in the city of Coari-Amazonas. After consent, cervical samples
were collected from 455 women under routine gynecological examination at the Basic Health
Units of the city of Coari from September to December 2014. The samples were collected
using the cytology collection kit in liquid medium - CML (BD SurePathTM). The
cytopathological slides were prepared in the semi-automated BD PrepmateTM and
PrepStainTM equipment. A 0.5 mL aliquot was separated to screen hrHPV by the HPV BD
Onclarity® assay using the Viper LT system, which identifies six types individually
(16/18/31/45/51/52) and eight types per group of genotypes ( Pl: HPV33/58; P2:
HPV56/59/66 and P3: HPV35/39/68). Our results showed that the blades made by CML were
99.3% classified as satisfactory and 7,3% (33/452) presented altered results. The hrHPV were
detected in 70,9% of the cytologies altered, being positive in 77,3% of the cytologies
classified as LSIL, 60% of the HSIL cytologies, 50% of the ASCUS cytologies and the most
found genotypes were HPV 52 and group of HPV P3 genotypes. Among the 42 normal
cytologies selected, 11,9% presented hrHPV infection, being also the most common
genotypes HPV 52 and group of HPVP3 genotypes. These data, in addition to tracking
women with a real risk for CCU development and confirming the presence and genotypic
diversity of hrHPV in this Amazon female sample, reinforce studies in the literature that
present CML and molecular tests as fundamental alternative tools in screening and,
consequently, CCU reduction, especially in regions where there is a high index of this

pathology.

Keywords: Human Papillomavirus, Liquid Cytology, Genotyping, Coari-Amazon
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1 INTRODUCAO

A infeccdo por Papilomavirus Humano (HPV — do inglés Human Papillomavirus) é a
infecdo sexualmente transmissivel (IST) mais comum em todo o mundo e a maioria das
pessoas sexualmente ativas, homens e mulheres, tera contato com o virus durante algum
momento da vida (SERRANO et al., 2018). No entanto, a maioria das infec¢es por HPV sdo
transitorias e ndo progridem ao cancer (DOORBAR, 2016a).

A infeccdo persistente pelo Papilomavirus Humano de alto risco (hrHPV — do inglés
high risk Human Papillomavirus) é o principal fator de risco para o desenvolvimento do
Cancer do Colo do Utero (CCU), dentre outros tipos de cancer (WHEELER et al., 2013;
DOORBAR et al., 2016). Devido a esse fator, o hrHPV pode desenvolver transformagdes
intraepiteliais progressivas no colo do Utero que podem evoluir para lesées precursoras do
cancer, as quais, se nao diagnosticadas precocemente e tratadas adequadamente, evoluem para
neoplasia maligna (BRASIL, 2016b; DOORBAR, 2016a).

O principal método para o diagnostico precoce das lesdes intraepiteliais cervicais é
através da citologia oncética, também conhecida como exame Papanicolau ou citologia
convencional, o qual permite que seja efetuada a deteccdo das lesdes precursoras e da doenca
em estagios iniciais em mulheres assintomaticas, impedindo a progressdao do cancer
(ARAUJO et al., 2014). Por isso, tem sido largamente utilizada no rastreamento do CCU em
todo mundo (PATEL; PANDYA; MODI, 2011).

Apesar do sucesso na prevencdo do CCU, a citologia convencional apresenta
limitacGes na técnica, tais como ma qualidade das amostras e erros de interpretacdo das
laminas resultando em diagndsticos falso-negativos, que levam a implicagdes médicas e
legais. Na busca de maior sensibilidade para 0 método, novas técnicas de coleta e preparo do
material foram desenvolvidas e, assim, a Citologia em Meio Liquido (CML) foi introduzida
diminuindo as falhas da citologia convencional por meio de equipamentos semi-
automatizados, resultando em uma citologia em camada fina (STABILE et al., 2012; PRIMO;
CORREA; BRASILEIRO, 2017). O método diminui os fatores que costumam limitar a
qualidade da amostra, como por exemplo, a presenca de hemdcias, exsudato inflamatério e
muco. Permite ainda a utilizagdo do material residual para o preparo de laminas adicionais
e/ou coloracdes especiais a partir do mesmo material, sem necessidade de se convocar a
paciente para nova coleta, além da preservacdo de moléculas proteicas e acidos nucléicos no
frasco de coleta da amostra que poderdo ser utilizados posteriormente em testes
biomoleculares (COLONELLI, 2014; PRIMO; CORREA; BRASILEIRO, 2017).
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Os testes moleculares para HPV também tém sido propostos como método de
triagem para identificar mulheres com risco aumentado para o desenvolvimento do CCU, os
quais permitem a deteccdo do DNA do HPV nessas lesdes, possibilitando identificar e
classificar o HPV em seus tipos e subtipos (CASTRO, 2004; WOLSCHICK et al., 2007;
DOS SANTOS et al., 2013; BOSCH et al., 2013; EGAWA et al., 2015; SERRAVALLE et
al., 2015).

A prevencdo do CCU é possivel, pois sua evolucdo em geral ocorre de forma lenta,
com fases pré-clinicas detectaveis, exibindo expressivo potencial de cura dentre todos 0s tipos
de cancer (BRASIL, 2015a). Diante disso, o rastreio das lesdes precursoras por CML e do
HPV por teste molecular constituem alternativas promissoras e de enorme valor regional,
visto que a CML consiste numa ferramenta que aumenta o diagnostico de lesdes graves e que
para os testes moleculares ha uma menor exigéncia quanto a qualidade da amostra para o teste
molecular. Assim, ambas tecnologias se tornam ferramentas valiosas para aumentar a taxa de
cobertura do rastreio e contribuir na reducdo da incidéncia desta neoplasia, que € passivel de
deteccdo precoce e tratamento adequado (GAGE et al., 2011; QUEIROZ et al., 2015).

Nesse contexto, este estudo prop6s-se a investigar os genotipos de HPV de alto risco
em citologias alteradas e citologias normais de mulheres da cidade de Coari - Amazonas,
contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias de rastreio das lesGes precursoras e

do céncer de colo de Utero em nossa regiéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)
2.1.1 Estrutura e genoma do virus

O HPV é um pequeno virus epiteliotropico que mede, aproximadamente, 55 nm de
didmetro, ndo revestido por envelope lipidico e que possui capsideo iscosaédrico, formado por
72 pentameros da principal proteina estrutural, L1, e de quantidades variaveis (até 72 copias)
da proteina estrutural menor, L2. Seu genoma (Figura 1) é constituido por um DNA circular
de dupla-fita, de aproximadamente 8.000 pares de bases (pb), composto por 8 ou 9 regides
abertas de leitura (ORF — Open Reading Frame) e uma regido reguladora (LCR — Long
Control Region) (DE VILLIERS et al., 2004; DOORBAR et al., 2016a).

Figura 1: Representacdo esquematica das diferentes regides gendmicas do HPV: 1 LCR e 8 ORFs (E1, E2, E4,
E5, E6,E7,L1eL2)

Fonte: Doorbar, 2012.
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O genoma do HPV esté organizado em trés regides: a regido precoce (E - early) que
codifica as proteinas que atuam na replicacdo viral (E1, E2 e E4) e na transformacao
oncogénica (E5, E6 e E7), a regia tardia (L — late) que codifica as proteinas estruturais do
capsideo, L1 e L2, e a regido reguladora (LCR — Long Control Region) que controla a
replicacdo e expressdo genética do virus (quadro 1). Apesar da variagdo no tamanho e no
namero de ORFs, os PVs possuem genes bem conservados (E1, E2, L1 e L2) e genes com
maior diversidade (E6, E7, E5, E E4) (LAJER E BUCHWALD, 2010; MORSHED et al.,
2014).

Quadro 1: Descricdo e atuacdo das proteinas do Papilomavirus Humano.

Proteinas Precoces

El Helicase dependente de ATP. Atua na replicacdo do genoma do papillomavirus.

Co-ativador da replicacdo do genoma viral através do recrutamento de E1 para a origem da

E2 replicacdo viral. Fator de transcricdo de E6 e E7, também importante para a segregacdo do
genoma viral.
E4 é incorporado dentro do gene E2 e é expresso abundantemente como uma proteina de fusdo
E4 E1"E4 durante os Ultimos estadios do ciclo de vida viral. Liga-se a filamentos de citoqueratina e

rompe a sua estrutura. E4 também contribui para a liberacao e transmisséo do virus.

Pequena proteina transmembranar. Em Alfa-PVs, E5 interage com o receptor do fator de
E5 crescimento epidérmico (EGF) e ativa a via de sinalizacdo mitogénica. Tem um papel na evaséo
da resposta imune e apoptose. Os géneros Beta-, Gamma- ¢ Mu-PVs ndo possuem o gene E5.
Conduz o acesso ao ciclo celular para permitir a amplificacdo do genoma nas camadas basais do
epitélio. E6 de tipos Alfa-PV de alto risco liga e degrada a p53 e também pode ativar a
telomerase e contribui para a transformacdo. Também esta envolvido na evasdo imune. Alguns
Gamma-PVs ndo possuem o gene E6.
Conduz o acesso ao ciclo celular para permitir a amplificagdo do genoma nas camadas basais do
epitélio. E7 dos tipos Alfa-PV de alto risco se liga e degrada a pRb e pode induzir instabilidade
E7 cromossdmica. E7 € necessario para a transformag&o de células.

Tanto E6 como E7 tém um grande nimero de substratos celulares, com a identidade destes

substratos diferindo entre os tipos de HPV.

E6

Proteinas Tardias

Proteina principal do capsideo. Reline-se em capsoméros pentoméricos, que sdo 0s componentes
primarios do revestimento icosaédrico do virido.

Proteina menor do capsideo. Envolvido na encapsulacdo do DNA viral. Facilita a entrada e o
trafego do virus ao nicleo.

Fonte: EGAWA et al., 2015.
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2.1.2 Classificagao Taxondmica

Segundo o International Comittee on Taxonomy of Viruses (ICTV), a familia
Papillomaviridae contém 16 géneros e os Papillomavirus Humanos estéo distribuidos entre os
géneros  Alpha-papillomavirus, Beta-papillomavirus, = Gamma-papillomavirus, = Mu-
papillomavirus e Nu-papillomavirus (BERNARD, 2005; DOORBAR et al., 2016b).

Além da classificacdo taxonbmica em familia, género e espécie, os Papilomavirus
(PV) sdo classificados em gendtipos, subtipos e variantes, baseando-se em analises da
sequéncia de DNA da regido L1 do genoma do virus. Esse gene corresponde ao gene mais
conservado do genoma dos PVs e tem sido utilizado para identificagdo de novos tipos virais
nas Ultimas décadas (DE VILLIERS et al., 2004; DOORBAR et al., 2016a). Os géneros da
familia Papillomaviridae apresentam entre si uma diferenca maior que 40% na sequéncia
nucleotidica do gene L1, enquanto as espécies apresentam diferenca entre 30% e 40% e sao
classificados conforme a espécie de hospedeiro natural. S&o considerados tipos, os PV que
apresentam diferenca do outro em pelo menos 10% na sequéncia de nucleotideos do gene L1
e considerado subtipo quando diferem entre 2-10% daquela do gendtipo mais proximo. As
variantes de gendtipos de PV sdo aquelas que diferem em menos de 2% na sequéncia de
nucleotideos de L1 e em 5% na LCR (BURD, 2003; DE VILLIERS et al., 2004; CAMARA,
2008; EGAWA et al., 2015).

A figura 2 mostra a relacdo evolutiva entre os HPV, os quais estdo distribuidos em
cinco géneros, com o Alpha, Beta (azul) e Gamma-papillomavirus (verde) representando 0s
maiores grupos. Os HPV do género Alpha-papillomavirus séo classificados como de baixo
risco cutaneo (castanho), baixo risco mucosotréfico (amarelo) ou de alto risco (rosa) de
acordo com sua associagdo com o desenvolvimento de cancer. Os tipos de alto risco
destacados com texto vermelho sdo confirmados como "carcinogéneos humanos” com base
em dados epidemioldgicos. A arvore evolutiva é baseada no alinhamento dos genes E1, E2,
L1, e L2 (EGAWA etal., 2015).

Atualmente, mais de 300 papilomavirus foram identificados e completamente
sequenciados, incluindo mais de 200 papilomavirus humanos (EGAWA, 2015; CHEN,
WALLIN, DUAN, 2015). Destes, cerca de 40 tipos infectam o trato anogenital feminino e, de
acordo com seu potencial de transformacdo neoplésica, sdo classificados em HPV de baixo
risco ou de alto risco. Os HPV de baixo risco (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 e 81) estdo
envolvidos em neoplasias benignas, como verrugas genitais e lesdes intraepiteliais de baixo

grau de improvavel progressdo para malignidade, e os HPV de alto risco (16, 18, 31, 33, 35,
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39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82) estdo presentes em 97% em lesdes pré-malignas e
malignas do colo do utero, principalmente os HPV 16 e 18 (DE VILLIERS, 2004; SANJOSE
etal., 2010; MORSHED et al., 2014).

Figura 2: Papilomavirus Humanos distribuidos em 5 géneros.
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Fonte: Egawa et al., 2015.

Segundo Doobar et al. (2016), os HPV imunoevoluiram ao longo de muitos milhdes
de anos, permitindo-lhes infectar uma variedade de espécies animais diferentes, incluindo
seres humanos, e uma das caracteristicas adicionais de imunoevolugdo que os HPVs do tipo
alfa desenvolveram foram a producdo das proteinas E6, E7 e E5 que podem interferir a
regulacdo normal do ciclo celular, impedir a apoptose resultando na replicacdo do DNA do
HPV, permitir a fomacdo de novas particulas virais, estimular da proliferacdo das células
basais infectadas e podem desenvolver neoplasias que poderdo progredir para o cancer. Para
isso, geralmente é aceito que a expressdo desregulada desses moduladores do ciclo celular
contribui para o desenvolvimento das neoplasias e a eventual progressdo para 0 cancer em

individuos que ndo conseguem eliminar a infec¢éo.
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2.2 CANCER DO COLO DO UTERO - CCU
2.2.1 Epidemiologia do Cancer

O céncer do colo do utero (CCU) ainda representa um grande problema de saude
publica. Mundialmente, é o quarto tipo de cancer mais comum na populacdo feminina e
corresponde a 7,5% de todas as mortes por cancer entre as mulheres (GLOBOCAN, 2012; DE
MARTEL et al., 2017; BRASIL, 2018). Em 2012, segundo a Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer - International Agency Research on Cancer (IARC), a estimativa foi de
528.000 novos casos/ano e 266 mil mortes/ano em todo o mundo (GLOBOCAN, 2012;
BRUNI et al., 2017). Em 2013, foram diagnosticadas 485.000 mulheres com céancer cervical
em todo 0 mundo e que causou 236.000 dbitos (FITZMAURICE, 2015).

Quase nove (87%) em cada dez mortes por cancer cervical ocorrem nas regides
menos desenvolvidas do planeta, provavelmente devido ao menor acesso aos cuidados de
salde para deteccdo e tratamento precoce de lesbes. A mortalidade varia entre as diferentes
regibes do mundo, como por exemplo em regides desenvolvidas, Asia Ocidental, Europa
Ocidental e Australia/Nova Zelandia, onde as taxas variam de menos de 2 casos a cada
100.000 mulheres e nas regides em desenvolvimento ocorre para mais de 20/100.000
mulheres, como na Africa Central (22.2/100.000) e Africa Oriental (27,6/100.000)
(GLOBOCAN, 2012; DE MARTEL et al., 2017).

A estimativa do Instituto Nacional de Cancer (INCA) aponta que o CCU ¢ a terceira
neoplasia maligna mais frequente entre as mulheres brasileiras. Para o biénio 2018-20109,
estimam-se 16.370 novos casos/ano, com um risco de 15,43 casos a cada 100.000 mulheres.
Excetuando-se os tumores de pele ndo melanoma, estima-se que o CCU é o mais incidente na
Regido Norte (25,62/100 mil). Nas Regites Nordeste (20,47/100 mil) e Centro-Oeste
(18,32/100 mil), ocupa a segunda posicdo; enquanto, nas Regides Sul (14,07/100 mil) e
Sudeste (9,97/100 mil), ocupa a quarta posicdo. No Amazonas 0S ndmeros Sao mais
preocupantes, pois a incidéncia projetada para o Estado € de 41/100.000 e de 58/100.000 para
Manaus (BRASIL, 2018).

Segundo o INCA, em 2015 ocorreram 5.727 6bitos por CCU em todo o Brasil e, de
acordo com o banco de dados Fundacdo de Vigilancia Sanitaria do Amazonas, foram
registradas 290 mortes por CCU no estado em 2017 (BRASIL, 2018). Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), é possivel reduzir, em media, de 60% a 90% a incidéncia do CCU
com uma cobertura da populacéo-alvo de, no minimo, 80% e com a garantia de diagndstico e

tratamento adequados dos casos alterados. A experiéncia de alguns paises desenvolvidos, tais
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como Estados Unidos, Canada, Australia, Franca e Holanda, mostra que a incidéncia desta
neoplasia foi reduzida em torno de 80% onde o rastreamento citologico foi implantado com
qualidade, cobertura, tratamento e seguimento das mulheres (BRASIL, 2016a; FORMAN et
al., 2012).

2.2.2 Epidemiologia da Infeccdo pelo HPV

A prevaléncia da infecgdo pelo HPV ocorre geralmente em jovens abaixo dos 25
anos (BOSCH et al.,, 2013). Aproximadamente 291 milhGes de mulheres no mundo
apresentam infec¢do por HPV em algum periodo da vida, correspondendo a uma prevaléncia
de 10,4%. Entretanto, mais de 90% dessas novas infeccBes por HPV ¢€ trasitdria, ou seja,
regridem espontaneamente em aproximadamente 24 meses e numa pequena parte dessas
pessoas contaminadas, de 5 a 10%, as infec¢des progridem devido a infecgdo persistente de
hrHPV, podendo desenvolver as lesdes pré-cancerosas, das quais, se ndo houver um
diagnostico precoce, as lesbes podem evoluir para 0 CCU (BRASIL, 2015a; DOOBAR et al.,
2012).

Em 2010, um estudo de metanalise realizado no Brasil registrou um perfil de
prevaléncia da infeccdo por hrHPV entre 11-15% na populacdo feminina citologicamente
normal (AYRES; SILVA, 2010). No entanto, alguns estudos, utilizando testes moleculares
para a detec¢do do HPV, mostram um percentual de 14,6% até 37,1% da infeccdo por HPV
em mulheres em exame ginecologico de rotina (PINTO; FUZII; QUARESMA, 2011,
SANTOS et al.,, 2013; ENTIAUSPE et al., 2014; CECCATO JUNIOR et al.,, 2015;
TEIXEIRA et al., 2016).

Alguns estudos realizados no Estado do Amazonas, utilizando testes biomoleculares,
mostram uma prevaléncia da infecgdo variando de 15 a 39,7% em amostras de mulheres
citologicamente normais e de até 100% em amostras de mulheres com citologias alteradas
(quadro 2).



Quadro 2: Estudos sobre HPV realizados no Amazonas utilizando testes moleculares.
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Autores Local Amostra Populagéo Prevaléncia (n) Técnica
CORREA. 2005 Manaus/AM Cervical Mulheres portadf)ras de HSIL e carc!noma epidermdide 100% (42%) Nested-PCR (MY09/11
invasor do colo uterino GP5+/GP6+)
BRASIL, 2008 Manaus/AM Cervico-Vaginal Mulheres atendidas em clinica de IST 64,2% (301/469) Captura hibrida
Mulheres com resultado citopatoldgico inflamatorio 48,78% (80/164)
LIRA, 2010 Manaus/AM Cervical : Nested-PCR
: Mulheres com lesdes pre-mallgnas e malignas do colo 04,74% (144/152%) (MY09/11 GP5+/GP6+)
do utero
Mulheres sem diagnéstico de alteracdes citologicas 6,5% (4/61)
CASTRO et al., 2011 Manaus/AM Cervical TR P fali PCR - MY09/11
Mulheres com lestes C|_tolog|cas pré-malignas e 38,5%* (32/83)
malignas
ROCHA et al., 2013 Coari/AM Cervical Mulheres em exame ginecoldgico de rotina 29,1% (105/361) Nested-PCR (MY09/11
GP5+/GP6+)
MARINO, 2015 Coari/AM Cervico-Vaginal Mulheres ribeirinhas 19,1% (79/412) PCR PGMY09/11
TEIXEIRA, 2015 Manaus/AM Esfregaco Cervical Mulheres HIV positiva 31,1% (93/299**) PCR - BD Onclarity®
. A - Nested-PCR (MY09/11
EIROZ et al., 201 M AM I Mulh | lial 28,6% (20/70*
QUEIROZ et al., 2015 anaus/ Cervica ulheres com lesdo intraepitelia 8,6% (20/70%) GP5+/GP6+)
Regido Norte do . -
FONSECA et al., 2015 Cervical Mulheres indigenas 39,7% (255/643) PCR NGS
Amazonas
SILVAcetal., 2015 Manaus/AM Cervical Mulheres HIV positiva 61,6% (191/310**) HC2 DIGENE®
Mulheres em exame ginecoldgico de rotina 36,56 (48/133) Nested-PCR (MY09/11
COSTA-LIRAetal, 2017 | Manaus/AM Cervical GP5+/GP6+
g etal., Mulheres com alteragdes cervicais 93,88% (44/47%) )
NUNES, 2018 Coari/AM Cervico-Vaginal e Urina Mulheres gestantes 24,6% (27/110) PCR - PGMY09/11
TORRES et al.,, 2018 Coari/AM Cervico-Vaginal Mulheres ribeirinhas 19,1% (79/412) PCR - PGMY09/11
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2.2.3 Infeccéo pelo HPV

A infeccdo pelo HPV se inicia na camada basal da pele ou mucosa — onde estdo
presentes as células menos diferenciadas do epitélio escamoso e que ainda possuem atividade
mitotica — em decorréncia da interacdo das proteinas do capsideo com receptores especificos
da superficie celular (ROSA et al., 2009; BOSCH et al., 2013; KRANJEC, DOORBAR,
2016).

No colo uterino, 0 HPV infecta as células da juncdo escamo-colunar (JEC) ou em
regidbes com microlesdes que podem ocorrer durante a pratica sexual (DOORBAR, 2005;
DOOBAR, 2016b). O colo do utero, que corresponde a extensao inferior do Utero, apresenta
uma parte interna, denominada canal cervical ou endocérvice, o qual € revestido por uma
camada Unica de células cilindricas produtoras de muco — epitélio colunar simples — e uma
parte externa, que mantém contato com a vagina, chamada de ectocérvice e é revestida por um
tecido de véarias camadas de células planas — epitélio escamoso e estratificado. Entre esses
dois epitélios, encontra-se a JEC, que € uma linha que pode estar tanto na ecto como na
endocérvice, dependendo da situacdo hormonal da mulher (figura 3) (KIERSZENBAUM,
2008; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; BRASIL, 2013).

Figura 3: Representacao ilustrativa do colo do Utero e da Jungdo Escamo-Colunar.
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Fonte: Anatomia do Utero (2018) - Adaptado

Vagina

Depois de entrar na célula, o virion perde seu capsideo, expondo seu DNA (na forma
epissomal) a acdo de enzimas nucleares da célula hospedeira, o que favorece a expressao dos
genes virais. Apés divisdo celular, uma das células filhas permanece na camada basal
fornecendo um reservatério de DNA, enquanto a outra célula migra para a camada suprabasal

iniciando a diferenciacdo com subsequente amplificagdo do DNA viral e expresséo dos genes
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tardios. Nas camadas superiores do epitélio ocorre 0 empacotamento e liberacdo das particulas
virais (figura 4) (FRAZER, 2004; DOORBAR et al., 2012).

Figura 4: Infeccéo do Papillomavirus Humano.
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Fonte: Moody; Laimins (2010).

O desenvolvimento das lesGes precursoras e do CCU causadas por HPV estd
relacionada as proteinas E6 e E7, que interrompem as vias moleculares que regulam a
diferenciacdo epitelial e a proliferacdo celular. Na figura 5, podemos observar que a
progressdo do ciclo celular é regulada nas diferentes camadas epiteliais por membros da
familia de proteinas pRb (retinoblastoma). As proteinas E7 de tipos de hrHPV podem ter
como alvo membros dessa familia de proteinas para degradacdo (mostrada em B). Isso libera
os membros da familia dos fatores de transcricdo E2F, que permite que as células basais e
parabasais entrem na fase S. No epitélio ndo infectado (mostrado em A), a liberacdo de E2F é
dependente de fatores de crescimento externos, que estimulam a atividade da ciclinaD/cdk
para permitir a fosforilacdo da pRb e a liberacdo de E2F. A expressdo de proteinas celulares
envolvidas na progressdo do ciclo celular é regulada pelo p16INK4A, que esta envolvido em
um loop de feedback negativo, suprimindo a atividade do ciclinaD/cdk. Acredita-se que a
incapacidade de tipos de HPV de baixo risco conduzirem & proliferacéo celular basal robusta,
deve-se ao fato de que esses tipos podem atingir apenas eficientemente o0 membro da familia
de retinoblastoma p130, que controla a entrada suprabasal, mas ndo a do ciclo celular basal.
Acredita-se que as proteinas E7 de alto risco tenham como alvo todos os membros da familia
pRb. Além do E7, os hrHPVs codificam uma segunda proteina envolvida na entrada no ciclo

celular. Esta é a proteina E6, que atua para suprimir o aumento da p53 que, de outra forma,
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ocorreria apos elevacdo mediada por E7 nos niveis de pl4. (mostrado em B) A pl4 elevada
leva a inativagdo da proteina MDM que normalmente esta envolvida na degradacdo da p53.
As proteinas E6 de alto risco regulam diretamente os niveis de p53 na célula, mediando sua
ubiquitinacdo e degradacdo através da via proteossomica. Em células ndo infectadas
(mostradas em A), os niveis de p53 s&o mantidos em um nivel baixo, em parte como resultado
da atividade normal da MDM (GRIFFIN et al., 2015; DOOBAR et al., 2016; KRANJEC;
DOORBAR, 2016).

Figura 5: llustracdo esquematica de uma célula ndo infectada e uma célula infectada por hrHPV.
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Fonte: DOOBAR et al. (2016).

2.2.4 Manifestacdes Clinicas do HPV

A infeccdo pelo HPV pode ocorrer em trés formas distintas: clinica, subclinica e
latente. As formas clinicas correspondem as lesdes benignas causadas pelos HPV de baixo
risco na regido vulvo-vaginal, como exemplo o condiloma acuminado e as verrugas e
papilomas genitais. O condiloma acuminado apresenta-se como les@es solitarias ou maltiplas,
que as vezes coalescem; afetam a regido perineal, vulvar e perianal, assim como a vagina, e
menos frequentemente, o colo. As verrugas e papilomas genitais também podem se apresentar
unicas ou multiplas e tém aspecto clinico caracteristico de lesdes em “couve-flor”, brancas ou
rosa palido, dependendo do grau de ceratinizacdo. (QUEIROZ, CANO, ZAIA, 2007,
ROCHA, 2012). Na forma latente ndo existem evidéncias clinicas, citolégicas, colposcépicas

ou histolégicas desta infeccdo. A infeccdo é detectada através de técnicas de biologia
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molecular que tenham como alvo o DNA ou proteinas virais, pois ndo ha lesdes. A infeccdo
pelo HPV depois de instalada pode estacionar, regredir ou progredir, dando origem as
displasias e/ou carcinomas (FERRAZ, SANTOS, DISCACCIATI, 2012; SCHIFFMAN,
2016).

A forma subclinica é o diagnostico a partir de alteragdes visualizadas no exame
citologico, colposcopico ou no resultado histopatolégico de uma bidpsia. As alteracbes
celulares sdo as lesdes precursoras do CCU denominadas neoplasias intraepiteliais cervicais
(NIC) ou lesdes intraepiteliais escamosas (SIL-squamous intraepithelial lesions),
classificadas como de alto ou baixo grau. As lesdes de baixo grau (NIC | ou Low SIL)
correspondem as alteracGes morfoldgicas associadas a replicacdo ativa do HPV enquanto as
lesbes de alto grau (NIC II, NIC Il ou High SIL) indicam a transformacdo celular,
caracterizada principalmente por alteracfes nucleares (WOLSCHICK et al., 2007; DOOBAR
et al., 2016).

A infeccdo persistente pelo HPV de alto risco oncogénico € o principal fator para o
CCU, porém, outros fatores de risco importantes também estdo relacionados para o
desenvolvimento do cancer cervical, tais como: a idade, imunidade, genética, situacdo
conjugal, baixa condi¢do socioeconémica, inicio precoce da atividade sexual, multiplicidade
de parceiros sexuais, multiparidade, infecgdes sexualmente transmissiveis (IST), dentre outros
co-fatores (QUEIROZ, CANO, ZAIA, 2007; CUNNINGHAM et al., 2015; AUDI et al.,
2016).

2.3 DIAGNOSTICO
2.3.1 Métodos de rastreio das lesbes precursoras do CCU

2.3.1.1 Citologia Convencional — Exame Papanicolau

A citologia cervical, introduzida na década de 1940 por Papanicolau para prevencao
e diagnostico precoce do CCU, é o exame ginecoldgico que se baseia na esfoliacdo de células
do colo uterino para avaliacdo da sua morfologia. Neste exame, podem ser visualizadas
alteracOes que o HPV pode causar nas células, mas ele ndo é capaz de diagnosticar a presencga
do virus (SCHIFFMAN et al., 2011). A estratégia governamental brasileira para controle do
CCU tem se concentrado no rastreamento de mulheres de 25 a 64 anos, com periodicidade de
3 anos, apos 2 exames anuais consecutivos com resultado normal (BRASIL, 2016b).

A coleta cervical é realizada sob controle visual iniciando-se com a colocacéo de um

espéculo vaginal seguido da raspagem da ectocérvice com espatula de madeira (Ayre) e da
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endocérvice com a escovinha de nailon, a citobrush. Posteriormente, as amostras s&o
espalhadas sobre uma lamina de microscopia e fixadas em &lcool etilico a 95% para envio ao
laboratdrio, onde sdo coradas e lidas por citotécnicos e citopatologistas de acordo com o
sistema de classificacdo das células alteradas (quadro 3) (NAYAR; WILBUR, 2015;
BRASIL, 2016b).

Quadro 3: Classificagdes Citoldgicas e Histologicas.

Classificacéo Classificacéo Classificacao Classificacao Classificacao
Citolégica de Histologica da Histologica de Histoldgica de Citoldgica
Papanicolaou OMS Richart Bethesda Brasileira
(1941) (1952) (1967) (2001) (2006)
Classe I - - - -
Classe Il - - - AlteracOes
Benignas
Classe 11 Displasia Leve NIC I* LIEBG LIEBG
Displasia Moderadae  N|C I1 e NIC 111 LIEAG LIEAG
Acentuada
_ o LIEAG
Classe IV Carcinoma in situ NIC 111 LIEAG Adenocarcinoma in
situ
Classe V CEC CEC CEC CEC

*Inclui efeito citoldgico pelo HPV.
CEC = carcinoma espinocelular; LIEAG = lesdo intraepitelial de alto grau; LIEBG = lesdo intraepitelial de baixo grau; NIC
= neoplasia intraepitelial cervical.

Fonte: Barbosa; Sartori (2013).

O sistema Bethesda é atualmente utilizado no diagnostico citolégico de amostras
provenientes do colo uterino permitindo a classificacdo das células anormais em lesdes
intraepiteliais escamosas de baixo grau — LSIL e lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau
- HSIL (NAYAR; WILBUR, 2015; BRASIL, 2016b). A citologia cervical juntamente com a
colposcopia e 0 exame histopatolégico formam o conjunto diagndstico na busca das lesdes
precursoras e da neoplasia invasora do colo uterino (SANTOS, MORENO, PEREIRA, 2009).

O exame citopatoldgico, como ferramenta de rastreio, proporcionou importante
reducdo na mortalidade ao detectar as lesdes precursoras do cancer e possibilitar o tratamento
precoce, principalmente onde a sua aplicagcdo foi organizada (COLONELLI, 2014). No
entanto, a sensibilidade da citologia cervical para detectar lesbes de alto grau num dnico
exame ¢é relativamente baixa (50%), com numero de falso-negativos que varia de 20 a 40%
(STABILE et al., 2012). Ainda que seja um exame rapido, de baixo custo e efetivo para

deteccdo precoce, sua técnica de realizacdo é vulneravel a erros de coleta e de preparagédo da
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lamina e a subjetividade na interpretacdo dos resultados. Seu resultado também pode ser
associado com a colposcopia para localizar e determinar lesdes epiteliais para confirmar o que
foi detectado pela citologia (RAMA et al., 2008). Nesse contexto, motivou-se a busca por
inovacOes referente ao método convencional e, assim, foi desenvolvida a técnica de citologia

em meio liquido (CML).
2.3.1.2 Citologia em Meio Liquido (CML)

A citologia em meio liquido (CML), aprovada em 1996 pelo Food and Drug
Administrations (FDA) nos Estados Unidos, trata-se de uma metodologia que contribui para a
melhoria no tratamento clinico do cancer através de um aumento da sensibilidade na deteccéo,
no diagnostico da doenca (SIMION et al., 2014). A coleta ocorre como na citologia
convencional, no entanto, utiliza-se uma escova especifica para a coleta do material cervical e
a confeccdo das laminas citoldgicas é realizada através de equipamentos semi-automatizados
(FILIPA, 2013). No Brasil, a CML estd registrada na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria - ANVISA, sendo um procedimento aceito pelo Ministério da Salde, que consta
como opc¢do de método citoldgico na base de dados do Sistema de Informacdo do Céancer do
Colo do Utero — SISCOLO (SALES, 2015).

Neste método, o material coletado é colocado no frasco contendo um fixador, que
possui uma solucdo conservante a base de alcool, que serve como veiculo de transporte,
conservante e meio antibacteriano para amostras ginecoldgicas (COLLACO; ZARDO, 2008).
Dependendo do fabricante, as escovas possuem formas diferentes. No caso das escovas
desenvolvidas pela BD Diagnostics®, é possivel retirar a cabeca da escova, a qual é totalmente
removivel, e colocé-la no frasco. Posteriormente, o material coletado é encaminhado ao
laboratério para processamento, possibilitando a realizacdo de novas laminas e testes
moleculares com o material residual, sem necessidade de nova coleta (COLLACO; ZARDO,
2008; LUCENA, 2011).

O processo é baseado no enriquecimento celular com separacdo e reducdo da
guantidade de materiais interferentes que possam causar obscurecimento na leitura (tais como
sangue, muco e células inflamatdrias), preservando a interpretacéo do fundo e proporcionando
uma melhor e mais rapida visualizacdo das células de interesse para o diagnostico. N&o ha
necessidade de etapas extras durante o processamento para aquelas amostras com excesso de
sangue ou muco, o0 que torna o procedimento mais padronizado, levando a resultados mais
estandardizados e confiaveis ( COLLACO; ZARDO, 2008; MISHRA et al., 2015; STABILE
etal., 2012).
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O método, além de diminuir os fatores que costumam limitar a qualidade da amostra,
permite ainda a utilizacdo do material residual para o preparo de laminas adicionais e/ou
coloracdes especiais a partir do mesmo material, sem necessidade de se convocar a paciente
para nova coleta (COLONELLI, 2014). Outra vantagem é a oportunidade de utilizacdo do
material coletado para citologia liquida para outros testes moleculares, onde podem ser
realizados exames para deteccao de diversos patdgenos sexualmente transmissiveis, incluindo

a analise molecular para detec¢édo e genotipagem do HPV (SIMION et al., 2014).

2.3.2 Detecgdo do DNA do HPV

A identificacdo direta do DNA do HPV ¢ atualmente o0 método de escolha para a
deteccdo deste virus em esfregacos ou amostras de tecidos. Alguns métodos para a detecgédo
do DNA do HPV possibilitam a quantificacdo e a genotipagem do virus (quadro 4) (BICCA,
2013).

Quadro 4: Principais métodos utilizados na detec¢do do DNA de HPV.

Método Como Funciona Aplicacdes Utilidades
Reacdo em cadeia  Sintese enzimética de DNA, - Deteccdo de HPV e Quando hé diagnéstico citolégico
da Polimerase gerando multiplicaco de um  de outras IST. g g

dispares; discordéncia entre
citologia e colposcopia;
identificacdo de subtipos de HPV.

(PCR —do inglés determinado fragmento de -
Polymerase Chain  4cido nucléico (DNA/RNA) Neoplasias/mutagdes

Reaction) usado como molde genéticas
Utiliza sondas de RNA Diagndstico citoldgico dispares;
complementar ao material discordancia entre citologia e
. enético em questdo; 0s colposcopia; avaliacao
Captura Hibrida g, . a ~ HPV P . p . ¢
hibridos formados séo quantitativa do virus; controle
quantificados por terapéutico de lesdes HPV
quimioluminescéncia. induzidas.
L e Localizacdo da infecgdo (tipo
Permite a identificacdo de s .Q ¢ao ( p
L. . . histoldgico afetado); suspeita de
acidos nucleicos em meio evolucgdo da doenga (incorporacao
Hibridizacdo in situ intracelular também com o HPV ¢ . ; g . porag
do meterial genético viral ao
pareamento complementar de
sondas DNA celular como marcador

prognostico).

Fonte: Bonfiette (2013).

Dentre os métodos moleculares, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) detecta,
com alta sensibilidade e especificidade, a presenca do DNA do HPV em células, tecidos e

fluidos corporais sendo capaz de identificar a presenca de praticamente todos os tipos de HPV
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existentes (SERRAVALLE et al., 2015). Este método permite escolher iniciadores especificos
do tipo de HPV (regides Unicas para cada tipo, com base nas variagdes de sequéncia presentes
nos genes E6 e E7 dos subtipos de HPV), possibilitando a identificacdo do gendtipo do HPV,
ou entdo podem ser escolhidos primers universais para regides conservadas ou comuns do
genoma do HPV, como a L1, permitindo assim detectar um painel de diferentes tipos de HPV
em uma Unica rea¢do (WOLSCHICK et al., 2007).

A PCR em tempo real (qPCR), por sua vez, é uma variagdo do método de PCR
convencional, a qual € monitorada, em tempo real, por um detector de emissdao de
fluorescéncia e um computador, interligado ao termociclador, com software préprio para
aquisicdo de dados e analise final da reacdo (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Na qPCR ¢
necessario um marcador fluorogénico que se ligue ao DNA de fita dupla amplificado. Quando
excitados, os fluorogénicos emitem fluorescéncia que gera um sinal que aumenta na
proporcéo direta da quantidade de produto da PCR, ou seja, quanto maior o sinal emitido,
maior a quantidade de produto gerado. Assim, a quantificacdo dos acidos nucléicos ocorre de
maneira precisa e com maior reprodutibilidade (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004,
OLIVEIRA, 2011).

A otimizacdo das estratégias de rastreamento pode ser obtida combinando testes de
genotipagem de HPV e triagens citoldgicas (BICCA, 2013). Os testes biomoleculares de HPV
podem prever melhor quais mulheres desenvolverdo LSIL, HSIL ou céncer cervical invasivo

nos préximos 5 a 15 anos do que a citologia (COX, 2013).

2.3.3 Vacinas contra o HPV

A prevencdo do cancer cervical é possivel e, visando combater a disseminacao do
virus e o controle das lesdes ocasionadas pelo HPV, foram desenvolvidos dois tipos de
vacinas contra o HPV - a profilatica e a terapéutica. A vacina profilatica é baseada no contato
com particulas semelhantes ao virus (VLP — virus-like particles) que estimulam a resposta
humoral; ja terapéutica sensibiliza as células imunocompetentes para combater a infeccéo
viral, e é produzida a partir de outras proteinas que tém sido propostas como antigenos
vacinais, principalmente E6 e E7 (ZARDO et al., 2014). As VLPs s&o sintetizadas baseando-
se na proteina estrutural do capsideo viral L1 do HPV, as quais ndo possuem DNA e/ou
outros produtos bioldgicos, que induzem producdo anticorpos neutralizantes sendo
consideradas seguras por ndo oferecer risco de infeccdo ou desenvolver uma neoplasia
(WANG; RODEN, 2013).
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Atualmente existem trés vacinas profilaticas disponiveis, todas dentro das normas em
relacdo a imunogenicidade, seguranca e eficacia, aprovadas pela FDA: a bivalente (aprovada
em 2007), a quadrivalente (aprovada em 2007) e a nonavalente (aprovada em 2014). A vacina
bivalente protege contra os HPV 16 e 18 que sdo responsaveis por cerca de 70% dos casos de
cancer do colo do Utero. A quadrivalente protege contra os HPV 6, 11, 16 e 18 sendo que 0s
dois primeiros (6 e 11) causam outras lesdes, tais como as verrugas genitais. A nonavalente
também combate as verrugas genitais (6 e 11) e outros HPV com potencial oncogénico (16,
18, 45, 31, 33, 52 e 58) (LAGINHA, 2011; BRASIL, 2016a; RIBEIRO; BORGES, 2016).

Um dos paises pioneiros a inserir a vacina contra 0 HPV no calendéario vacinal foi a
Australia em 2007, atualmente com uma cobertura de meninas e meninos de 12 e 13 anos
respectivamente, apresentando reducdo considerdvel do indice de verrugas genitais e do
cancer cervical (FORMAN et al., 2012; ZARDO, 2014). No Brasil, 0 Ministério da Saude
(MS) implementou no calendéario vacinal, em 2014, a vacina tetravalente contra o HPV para
meninas de 9 a 13 anos de idade. A partir de 2017, o0 MS estendeu esta vacina para meninas
de 14 anos e meninos de 12 a 13 anos de idade (BRASIL, 2017c). O Amazonas foi um dos
primeiros Estados do pais a serem contemplados com a vacina tetravalente anti-HPV,
introduzida em 2013, contemplando a faixa etéria de 11 a 13 anos, atingindo uma cobertura
superior a 80% da populacédo alvo em dois anos (BRASIL, 2015b).

A vacinacdo, em conjunto com o0 exame preventivo (Papanicolaou), se
complementam como a¢fes de prevencdo deste cancer. Mesmo as mulheres vacinadas,
guando alcancarem a idade preconizada (a partir dos 25 anos), deverdo fazer o exame
preventivo periodicamente, pois a vacina ndo protege contra todos os subtipos oncogénicos do
HPV (BRASIL, 2015a).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar a infecgdo por Papillomavirus Humanos de alto risco em mulheres com
citologias alteradas e normais atendidas na Atencdo Priméria & Saude no municipio de Coari -

Amazonas.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a prevaléncia de alteracdes citopatolégicas em uma amostra de mulheres
atendidas para exame ginecoldgico de rotina nas Unidades Basicas de Saude do
municipio de Coari;

e Descrever o perfil socioeconémico e caracteristicas relacionadas ao comportamento
sexual de todas as participantes;

e Rastrear HPV de alto risco em todas as amostras das mulheres com citologia alterada
através de teste molecular;

e Rastrear HPV de alto risco em amostras de mulheres com citologia normal através de
teste molecular;

e Descrever o perfil socioeconémico e caracteristicas relacionadas ao comportamento

sexual das participantes infectadas com HPV de alto risco.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Populagéo do Estudo

Trata-se de um estudo transversal, de conveniéncia, de mulheres atendidas na
atencdo primaria a saude do municipio de Coari, Amazonas - Brasil. Segundo dados, em
2014, do Instituto Brasileiro de Pesquisa Geogréfica e Estatistica — IBGE, a populacdo
feminina de Coari acima de 18 anos é de aproximadamente 14.000 mulheres (BRASIL,
2010).

A cidade de Coari (figura 6) é um dos 62 municipios do estado do Amazonas e esta
situada a 363 quildmetros da Capital Manaus, com uma populacdo estimada de 84.762
habitantes em 2017 (BRASIL, 2017b). Estd localizada na regido do Médio Solimdes e,
segundo dados da Secretaria Municipal de Saude SEMSA/Coari, a cidade atualmente possui
206 comunidades ribeirinhas. E uma das cidades com mais recursos financeiros do Estado
advindos principalmente dos royalties devidos a exploracdo de petroleo e gas natural pela

Petrobras no municipio.

Figura 6 Localiza¢do Geografica do municipio de Coari, Amazonas — Brasil.
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4.2 Caracterizacdo do Estudo e Aspectos Eticos

Este estudo faz parte de um projeto de pesquisa intitulado ‘“Caracterizacdo dos
Genotipos de HPV na Populacdo de Rastreio e em Pacientes com Cancer de Colo Uterino do
Estado do Amazonas” aprovado, em 15/06/2013, pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Fundagdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas —
FCECON, com numero de protocolo CAAE 1281221340000004 (Anexo A).

A realizagdo deste trabalho foi possivel devido a colaboracdo de vérias instituicdes
de pesquisa como a FCECON, Universidade Federal do Amazonas — UFAM, Instituto de
Medicina Tropical de Sdo Paulo — IMT-SP, Fundacdo Oncocentro de Sdo Paulo — FOSP, da

Secretaria Municipal de Saude de Manaus e da Secretaria Municipal de Satude de Coari.

4.3 Célculo Amostral

A realizacdo do célculo amostral deste estudo foi realizado em 2014. A prevaléncia
esperada para esta pesquisa foi baseada na metanalise de estudos brasileiros realizado por
Ayres e Silva (2010), o qual registrou um perfil de prevaléncia da infec¢do por HPV de alto
risco entre 11-15% na populagdo citologicamente normal no Brasil. Portanto, a prevaléncia
esperada para este estudo foi 11%.

Para o calculo, foi considerada a populacdo feminina acima de 18 anos no municipio
de Coari, 14.000 mulheres (BRASIL, 2010), uma prevaléncia de HPV estimada de 11%
(AYRES; SILVA, 2010), erro amostral de 3% e um intervalo de confianca de 95%.

O numero amostral que representa a populacdo feminina para o estudo foi de 450
mulheres. O software utilizado para o calculo da amostra foi o Epi Info versdo 7.0.

4.4 Critérios de Inclusdo e Excluséo

e Critérios de inclus&o:
- Mulheres com idade acima de 18 anos;
- Mulheres em exames ginecoldgicos de rotina nas Unidades Bésicas de Saude
(UBS) no municipio de Coari.
e Critérios de exclus&o:
- Mulheres abaixo de 18 anos
- Mulheres Gestantes
- Mulheres Histerectomizadas
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4.5 Coleta de Dados, de Amostras e Procedimentos de Analise das amostras

Nas UBS, as mulheres que procuraram os referidos centros de salde para exame

ginecologico de rotina foram convidadas e esclarecidas quanto aos objetivos da pesquisa.

Apds aceitacdo e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

responderam ao questionario epidemiolégico e foram submetidas a coleta de amostra cervical

por CML. As etapas realizadas neste estudo estdo descritas na figura 7.

Figura 7: Fluxograma dos Procedimentos Realizados no Estudo.
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4.5.1 Coleta de dados epidemioldgicos e socio demograficos

Apo6s o consentimento da participante, pela assinatura do TCLE (anexo B), foi
aplicado um instrumento de coleta de dados epidemiolégicos, séciodemograficos e de fatores

risco para a infecgdo por HPV (Anexo C).
4.5.2 Coleta e processamento de amostras para CML

Para a coleta de células da juncdo escamo-colunar (JEC) para o exame de CML (BD
SurePath™ - TriPath, Burlington, NC, EUA), utilizou-se a escova Rovers® Cervix Brush
Combi, a qual contém na parte central cerdas mais longas e nas laterais cerdas mais curtas. A
escova foi introduzida de modo que as cerdas mais longas se posicionassem no canal
endocervical e as cerdas mais curtas se espalhem pela ectocérvice ao mesmo tempo. Manteve-
se uma leve pressdo e foi realizado um movimento rotatério, 3 vezes no sentido horério
(Figura 8). A coleta foi realizada por profissionais envolvidos na execucao desta pesquisa.

Ao final da coleta, a cabeca da escova, a qual é totalmente removivel, foi dispensada
no frasco coletor (BD SurePath® Preservative Fluid Collection) contendo 10 mL de reagente

fixador a base de alcool (Figura 9).

Figura 8: Coleta de amostra cervical com a escova Rovers® Cervix Brush Combi.

Fonte: http://www.bd.com

Figura 9: Kit de coleta de citologia em meio liquido SurePath™.

1. Coletar 2. Destacar 3. Enviar

Fonte: http://www.bd.com.
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O material cervical coletado foi encaminhado para FCECON, na cidade de Manaus,
para confeccdo das laminas nos equipamentos semi-automatizados BD PrepMate™ e BD
PrepStain™ (Figura 10). Todo o protocolo seguiu rigorosamente as recomendacdes do

fabricante.

Figura 10: Equipamentos semi-automatizados PrepMate™ e Prepstain™.

A B

Fonte: http://www.bd.com

A primeira etapa consistiu na identificagdo dos frascos contendo as amostras com
seus respectivos tubos de centrifugacdo e laminas. Apds o cadastro, amostras foram
submetidas a agitacdo em vartex, para desprender e desagregar células das cerdas da cabeca
da escova, e inseridas no equipamento BD PrepMate™ Preparation (figura 7A). O
PrepMate™ realiza novamente uma homogeneizacdo das amostras e transfere 8 mL para um
tubo de centrifugacdo que contém 4 mL de reagente de densidade BD. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas, onde o reagente de densidade divide as moléculas conforme o
tamanho, formato e a densidade, separando as células mais pesadas (células epiteliais),
concentrando-as no fundo do tubo de centrifugacdo, das células mais leves e outros
interferentes (como excesso de células inflamatdrias, muco, sangue e lubrificantes) que ficam
na camada superior da amostra. Entdo, o sobrenadante, que contém os elementos
interferentes, € removido e uma segunda centrifugacdo é feita para concentrar as células
epiteliais e outras células relevantes, em forma de pellet, e 0 excesso de fluido da amostra é

descartado.

Os tubos de centrifugacdo, contendo os pellets celulares enriquecidos, foram
submetidos a agitacdo em vortex e inseridos no equipamento BD PrepStain™ Slide Processor
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(figura 7B). O PrepStain™ ressuspende o pellet em agua e transfere 200ul da amostra num
delimitador de campo com 13 mm de didmetro da lamina. A fase se secagem ocorre por 10
minutos, periodo em que as células sedimentam por gravidade no fundo da lamina através do
liquido. Apos secagem, as células eram coradas e protegidas com uma laminula.

No final do processo, obteve-se laminas com uma camada fina e homogénea de
celulas coradas, de fundo limpo e livre de interferentes, permitindo uma visualizagdo com
mais clareza das células epiteliais e de outras células relevantes para o diagnostico das les6es

cervicais e de organismos infecciosos.
4.5.3 Leitura das laminas de citologia liquida

A leitura das laminas e a emissdo dos laudos foram realizados por citologistas,
devidamente treinados para a leitura de ldminas por citologia liquida, do Laboratério Prof.
Sebastido Marinho, na cidade de Manaus/AM, o qual est& vinculado as unidades e servicos do
Sistema Unico de Sadde - SUS. Assim, as laminas seguiram exatamente o mesmo fluxo

empregado na citologia convencional.
4.5.4 Deteccao molecular do HPV

No laboratério de biologia molecular da FCECON, separou-se um aliquota de 1 mL
de cada amostra em microtubos, devidamente identificados, e entdo foram encaminhadas para
o0 Laboratorio de Virologia do IMT— USP, em Séo Paulo, seguindo as regras de biosseguranca
e de transporte de material bioldgico da ANVISA. Os procedimentos da analise molecular
foram realizados no Laboratério de Citopatologia da FOSP, em Séo Paulo. Utilizou-se o
protocolo do fabricante e o protocolo de realizacdo de testes moleculares ja padronizados e
utilizados no referido Instituto.

As amostras submetidas ao teste molecular foram as amostras com diagnostico de
citologia alterada e amostras, sorteadas, dentre as citologias com resultado normal,
estratificadas de acordo com a idade e equiparadas as amostras com citologias alteradas.

O teste molecular utilizado para a deteccdo e genotipagem do HPV foi o ensaio HPV
BD Onclarity®, testado com o equipamento BD Viper LT (figura 11). E um ensaio de
amplificacdo de DNA, PCR em tempo real, para deteccdo qualitativa de 14 tipos HPV de alto
risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68), sendo que a deteccdo dos
gendtipos 16, 18, 31, 45, 51 e 52 ¢é feita de forma individual e os outros gendtipos sao
identificados em grupos: P1 = 33/58, P2 = 56/59/66 e P3 = 35/39/68. O ensaio possui, ainda,
um tubo de controle interno (IC) consistindo de um fragmento de DNA do gene de beta
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globina humana. Os primers desenhados para os 14 gendtipos de HPV tem como alvo uma
regido de 79 a 137 pares de bases das regides E6 e E7 do genoma viral, enquanto para o gene

da beta globina amplificam uma regido de 75 pares de bases.

Figura 11: Equipamento automatizado BD Viper LT™.

Fonte: http://www.bd.com

Uma aliquota de 0,5mL de cada amostra cervical foi transferida para o tubo de
diluicdo do Ensaio BD Onclarity® (tubo especifico para processamento no equipamento BD
Viper LT). Cada tubo de diluicdo foi cadastrado no sistema do equipamento Viper LT.

Ap0s o cadastro, as amostras foram submetidas a uma etapa de pré-aquecimento a
120°C por, aproximadamente, 30 minutos e em seguida resfriadas por mais 30 minutos a
temperatura ambiente no Aquecedor BD Pre-warm Heater, para lisar as células e liberar a
molécula de DNA para ser extraida e amplificada. Posteriormente, as amostras foram
introduzidas no equipamento BD Viper LT, o qual realiza, automaticamente, todo o
procedimento de extracdo e amplificacdo do DNA alvo.

No equipamento, BD Viper LT, as amostras sdo transferidas para os tubos de
extracdo de DNA, os quais contém particulas de 6xido férrico numa pelicula dissolavel. Um
acido ¢ adicionado para diminuir o pH e induzir uma carga positiva no oxido férrico, o qual se
liga a carga negativa da molécula de DNA. As particulas e DNA né&o ligados séo retirados do
tubo de extracdo e sdo tratados antes de serem removidos para a lixeira. As particulas sdo
lavadas e 400uL tampdo de eluicdo, com pH elevado, é adicionado para eluir o DNA
purificado. Finalmente, o tampd&o de neutralizagéo é usado para ajustar o pH da solucéo e para
otimizar a amplificagdo do DNA.
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O ensaio HPV BD Onclarity® é baseado na deteccdo e amplificacdo simultanea do
DNA alvo através da reacdo em cadeia da polimerase em tempo real, utilizando iniciadores de
amplificacdo e sondas marcadas com fluorescéncia, fixados (secos) na placa de PCR. Os
reagentes sdo distribuidos em trés tubos (G1, G2 e G3), 0s quais possuem a capacidade de
detectar 14 gendtipos de HPV, sendo 13 de alto risco e 1 tipo de HPV possivelmente
oncogénico. O ensaio possui, ainda, um tubo de controle interno (IC) consistindo de um
fragmento de DNA do gene de beta globina humana. Cada tubo (G1, G2, G3 e IC) contém
iniciadores de amplificacdo, sondas fluorescentes, DNA polimerase, nucleotideos e outros
reagentes necessarios para a amplificacdo no respectivo ensaio.

Na etapa de amplificagdo, 50 uL de DNA de cada tubo de extracdo € transferida
dentro de trés tubos de PCR (G1, G2 e G3), que rehidrata o Master-Mix e a HotStart Taq
DNA Polimerase, os quais sdo selados por uma pelicula transparente, para prevenir contra
contaminacdo. As condicdes de amplificagdo da PCR foram: ativacdo da enzima a 95°C
durante 15 minutos seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos e 55°C por 60 segundos.
A presenca ou auséncia do DNA do HPV ¢ determinada pelo ciclo de PCR no qual o sinal
ultrapassa o limiar “threshold” previamente estabelecido. Além disso, 0 ensaio extrai, detecta
e amplifica e detecta um fragmento de beta globina humana como controle interno para
garantir e validar os processos de extracdo e amplificacdo das amostras testadas.

A figura 12 demonstra, de maneira simplificada, todo o procedimento realizado no

equipamento BD Viper LT.

Figura 12: Processamento da amostra no equipamento Viper LT

Passo 1: Passo 2: Passo 3:

Aquecimento das Extragdo de Amplificacdo
amostras DNA BD FOX do DNA

Q) Em

Diluicao da
amostra

o
3
BD SurePath™

Extracdo de DNA
BD FOX:

I.L_iga950 do || PCR em tempo real
homogeneizacio it e
2 A¢ 2.Lavagem 2.Genotipagem
3.Eluicdo

4 Neutralizagao

Fonte: http://www.bd.com
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4.5.5 Resultados citoldgicos e moleculares

Todos os laudos citoldgicos, com citologia alterada ou negativa, e os laudos positivos
para HPV de alto risco das mulheres que participaram deste estudo, foram entregues na
Secretaria de Salde para o(a) coordenador(a) da Saude da Mulher, para providéncias da
realizacdo do exame colposcopico na Policlinica Dr. Roque Juan Delloso em Coari ou para

serem encaminhadas para realizar o exame na FCECON.

4.6 Analise Estatistica

Os dados analisados estdo descritos e apresentados em tabelas sob a forma de
frequéncia absoluta e relativa e/ou média ou mediana. Para verificar diferengas estatisticas
entre 0s grupos utilizou-se o teste t-Student.

A analise da significancia de diferenca de proporcGes e posterior avaliagdo de
existéncia ou ndo de associacdo entre varidveis foi realizada utilizando-se o Teste Qui-
Quadrado de Pearson (x?) elou o Teste Exato de Fisher para os casos em que a frequéncia
esperada fosse inferior a cinco (p<0,05). O nivel de significancia utilizado nos testes foram de
5%, com um intervalo de confianca de 95%. Todas as analises foram realizadas através do
software SPSS versdo 20 e MS Excel verséo 2013.
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5 RESULTADOS

A populacéo do estudo foi composta por 455 mulheres que buscaram atendimento nas
UB do municipio de Coari-AM para realizagdo de consultas ginecologicas de rotina e
realizacdo de exame preventivo no periodo de setembro a dezembro de 2014. Todas foram
esclarecidas quanto aos objetivos da pesquisa e, apOs aceitacdo e assinatura do TCLE,
responderam ao questionario epidemiolégico e foram submetidas a coleta de amostra cervical
por CML.

5.1 Caracteristicas Gerais da Amostra

As informacdes advindas dos questionarios mostraram que a maioria das mulheres
era natural do municipio Coari-AM (75,9%), casadas ou vivam em unido estavel (74,5%) e se
autodeclararam pardas (82,2%). A idade das participantes variou entre 18 a 77 anos com
média de idade de 36,7 anos (DP=11,5). As mulheres com idade de 25 a 64 anos
representaram 84,6% da amostra, sendo esta faixa etaria a preconizada pelo MS para o
rastreio do cancer do colo do utero (Tabela 1).

Quanto ao grau de escolaridade, a maioria (269, correspondente a 59,%), afirmou ter
até 8 anos estudo, que corresponde ao Ensino Fundamental Completo. Em relacdo a
ocupacdo, 25,1% das participantes declararam-se autbnomas, 24,3% eram donas de casa,
4,8% afirmaram ser estudantes e 5,1% estavam desempregadas. A maioria das mulheres
(80,0%) relataram possuir renda familiar de até 1 salario minimo (Tabela 1).

Em relacdo ao comportamento sexual das participantes (Tabela 2), a idade da
primeira relacdo sexual variou entre 11 a 32 anos, com média de 16,1 anos (DP=2,6). A
maioria (84,8%) disse ter tido apenas 1 parceiro sexual nos ultimos 12 meses e 76,5% delas
declararam ter tido de 1 a 4 parceiros sexuais ao longo da vida. Quando questionadas a
respeito do uso de preservativo, 43,7% disseram “nunca” usar, 36,0% afirmaram usar “as
vezes” e 20,3% relataram que “sempre” faziam o uso do preservativo. Quanto a paridade, 427
(93,9%) das participantes relataram ter filhos. Destas, a maioria (50,8%) tiveram de 1 a 3
filhos e o tipo de parto mais comum foi o parto normal (79,6%).

Quando questionadas em relagdo ao exame preventivo, 9,2% das participantes
informaram que “nunca realizaram o exame”, @ maioria (69,5%) relatou ter realizado o exame

numa periodicidade de 1 vez ao ano e 21,3% tinham realizado o exame ha mais de 2 anos.



Tabela 1: Distribuicdo segundo os dados sociodemograficos das mulheres amostradas no municipio de Coari,

Amazonas, Brasil, 2014.
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. n =455
Variaveis - %
Idade

Média + DP 36,7+115
Amplitude 18-77
18 |--- 24 64 14,1
25|--- 34 159 35,0
35 |--- 44 125 27,5
45 |--- 54 69 15,1
55 |--- 64 32 7,0
> 65 6 1,3
Naturalidade
Coari 345 75,9
Outros Municipios do Amazonas 98 21,5
Outros Municipios do Brasil 12 2,6
Estado Civil
Solteira/Divorciada/Vilva 116 25,5
Casada/Unido Estavel 339 74,5
Raca
Branca 40 8,8
Parda 374 82,2
Negra 23 51
Indigena 18 3,9
Escolaridade
< 8anos 269 59,1
> 8 anos 186 40,9
Ocupacéo
Aposentada ou Pensionista 11 2,4
Assalariado com ou sem CTPS 79 17,4
Autdnoma 114 251
Dona de Casa 111 24,3
Funcionéria Publica 86 18,9
Estudante 22 4,8
Desempregada 23 51
Qutros 9 2,0
Renda Familiar
Até 1 SM 364 80,0
De2a3SM 75 16,5
Acima de 3 SM 16 3,5

CTPS=Carteira de Trabalho da Previdéncia Social; SM = Salario Minimo; n = NUmero de Amostras.



Tabela 2: Distribuicdo segundo os dados relativos ao comportamento sexual e historia clinica das mulheres
amostradas no municipio de Coari, Amazonas, Brasil, 2014.

o n =455
Variaveis - %
Idade da primeira relacéo sexual

Média + DP 16,1+2,6
Amplitude 11-32
Idade do 1° Parto (n=429)
Média + DP 18,6 £3,5
Amplitude 12-38
N° de parceiros nos Gltimos 12 meses
Nenhum 36 7,9
1 386 84,8
>2 33 7,3
N° de parceiros ao longo da vida
la4 348 76,5
5a8 82 18,0
>9 25 55
Uso de preservativo
Nunca 199 43,7
As vezes 164 36,0
Sempre 92 20,3
N° de Filhos
Nenhum 28 6,1
la3 231 50,8
4 ou mais 196 43,1
Tipo de Parto (n=427)
Normal 340 79,6
Cesariana 87 20,4
Ja teve aborto (n=455)
Sim 149 32,7
Né&o 306 67,3
N° de aborto (n=149)
1 112 75,2
2 ou mais 37 24,8
Exame Preventivo (455)
Nunca realizou o exame 42 9,2
1 vez ao ano 316 69,5
Mais de 2 anos 97 21,3

DP = Desvio Padrdo; n = NUmero de Amostras.



5.2 Resultados Citologicos

A adequabilidade do material celular classificada como satisfatoria teve um
percentual de 99,3% (n=452) e as laminas insatisfatorias foram 0,7% (n=3).
Das 452 citologias classificadas como satisfatorias, 419 (92,7%) apresentaram

resultados dentro da normalidade e 33 (7,3%) apresentaram resultados alterados, sendo 4

(0,9%) ASCUS, 26 (5,3%) LSIL e 5 (1,1%) HSIL (tabela 3).

Alguns dados socioeconémicos, clinicos e comportamentais das mulheres com

citologia normal e alteradas sdo comparados na tabela 4.

Tabela 3: Distribui¢do segundo os dados relativos a adequabilidade do material cervical coletado, epitélios

representados nas laminas e resultados da Citologia em Meio Liquido. Manaus, Amazonas, Brasil, 2015.

Variaveis n %
Adequabilidade do Material (n=455)
Satisfatdria 452 99,3
Insatisfatoria 3 0,7
Tipos de Epitélios na Amostra (n=452)
Escamoso 162 35,7
Escamoso e Glandular 256 56,6
Escamoso e Metaplasico 1 0,2
Escamoso, Glandular e Metaplasico 33 7,5
Resultados Citoldgicos (n=452)
Citologia Normal 419 92,7
ASCUS 4 0,9
LSIL 24 53
HSIL 5 11

n = Numero de Amostras; ASCUS = Atipias Escamosas com Significado Indeterminado; LSIL = Lesdo de Baixo

Grau; HSIL = Lesao de Alto Grau.
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Tabela 4: Distribuigdo segundo os dados relativos as variaveis socioecondmicas e de comportamento sexual das
mulheres com citologia normal e com citologia alterada. Coari, Amazonas, Brasil, 2015.

Citologia Alterada Citologia Normal

Variaveis (n=33) (n=419) p-value
n % n %

Idade 0,317**
Média + DP 34,7£96 36,8 £ 11,7
Amplitude 18- 53 18- 77

Idade do 1° Parto 0,017**
Média + DP 172+24 18,7+3,5
Amplitude 12-23 13-38

Idade da primeira relacéo sexual 0,531**
Média = DP 15,8+ 3,2 16,1+2,6
Amplitude 12 - 30 11-32

Estado Civil <0,0001*
Solteira 19 16,1 99 83,9
Casada/Unido Estavel 14 4,2 320 95,8

Escolaridade 0,040*
<8 25 9,4 241 90,6
>8 8 4,3 178 95,7

Renda Familiar folakel
Até 1 SM 30 8,3 332 91,7
De2a3SM 1 1,3 73 98,7
Acima de 3 SM 2 12,5 14 87,7

N° de Filhos ekl
Nenhum 3 10,7 25 89,3
la3 11 4,8 220 95,2
4 ou mais 19 9,8 174 90,2

N° de parceiros nos Gltimos 12 meses falalel
Nenhum 6 20,0 24 80,0
la2 25 6,1 384 93,9
3 ou mais 2 15,4 11 84,6

N° de parceiros ao longo da vida 0,326*
la4d 22 6,6 312 93,4
5 ou mais 11 9,3 107 90,7

Uso de preservativo 0,481*
Nunca 12 6,0 187 94,0
As vezes 15 9,3 147 90,7
Sempre 6 6,6 85 93,4

DP = Desvio padrdo; SM = Salario Minimo; n = Nimero de Amostras; *Teste Qui-Quadrado de Pearson; ** Teste t-Student;

***Teste Exato de Fisher; ****Nd&o foi possivel aplicar a estatistica do teste devido as restri¢des do Qui-Quadrado.
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5.3 Resultados do Teste Molecular

O rastreio do DNA de HPV de alto risco foi realizado em 33 das amostras de
mulheres com citologia alterada. Para a comparacao entre os grupos, 42 participantes foram
sorteadas, de acordo com a idade e equiparadas com as amostras com citologia alterada, para
a deteccéo e genotipagem de hrHPV.

Das 75 amostras, provenientes da CML, submetidas ao teste molecular BD Viper
LT®, 73 foram adequadas, possibilitando a genotipagem do HPV, as quais apresentaram
100% da presenca do gene da beta globina humana, utilizado como controle interno para
avaliacdo da qualidade das amostras. Duas amostras (ambas LSIL) foram inconclusivas
mesmo sendo novamente processadas para validar os resultados do teste. A positividade de
hrHPV foi detectada em 27 das amostras, sendo 22 (66,7%) das citologias alteradas e 5

(11,9%) das citologias negativas (tabela 5).

Tabela 5: Resultados relativos a infeccdo por HPV de alto risco nas mulheres com citologia normal e alterada
detectados pelo BD Viper LT®. S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil, 2017.

Teste Molecular Citologia alterada Citologia Normal

] Total
HPV Alto Risco n (%) n (%)
Positivo 22 (66,7) 5 (11.9) 27
Negativo 9 (27,3) 37 (88,1) 46
Amostra Inadequada 2 (6,0) - 2
Total 33 42 75

n = NUmero de Amostras

A tabela 6 mostra os resultados da deteccdo do hrHPV em 22 (70,9%) das 31
citologias alteradas. Das citologias diagnosticadas com LSIL, 77,3% (17/22) foram positivas
para hrHPV, nas amostras com diagnostico de ASCUS, o hrHPV foi detectado em 50,0%
(2/4) e em 60,0% (3/5) confirmaram-se a presenca de hrHPV nas amostras com HSIL. Duas
das amostras com diagndstico HSIL por CML foram negativas para hrHPV.
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Tabela 6: Resultados relativos a infeccdo por hrHPV nas mulheres com citologia alterada detectados pelo BD
Viper LT®, de acordo com a categoria de alteracdo citoldgica. Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil, 2017.

Alteracdo Citopatoldgica Positivo (%) Negativo (%) Total
LSIL 17 (77,3) 5(22,7) 22
HSIL 3(60,0) 2 (40,0) 5
ASCUS 2 (50,0) 2 (50,0) 4

Total 22 (70,9) 9(29,1) 31

LSIL = Lesdo de Baixo Grau ; HSIL = Lesdo de Alto Grau; ASCUS = Células Escamosas Atipicas com significado
Indeterminado, *Teste Exato de Fisher.

O grafico 1 mostra, detalhnadamente, a distribuicdo dos tipos de HPV de alto risco
encontrados nas amostras submetidas ao Ensaio BD Onclarity®. O tipo de hrHPV mais
frequente detectado de forma individual de foi 0 HPV 52 e dentre os hrHPV detectados por
grupo de gendtipo foi o P3, que corresponde aos HPV 35/39/68.

Grafico 1: Distribuicdo dos gendtipos do hrHPV das mulheres com citologia normal e citologia alterada. S&o
Paulo, S&o Paulo, Brasil, 2017.
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Alguns dados socioecondmicos, clinicos e comportamentais das mulheres com

citologia alterada e normal sdo comparados na tabela 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 7: Distribuicdo segundo a frequéncia das variaveis relacionadas aos dados sociodemograficos e historia
clinica em relagéo a infeccdo pelo HPV nas mulheres com citologia alterada amostradas no municipio de Coari -

AM.
Citologia Alterada (n=31)
Variaveis Total HPV + HPV - p-value
n (%) n (%) n (%)

Idade 0,887*
Média + DP 34,45+99 35+9,19
Amplitude 18 - 53 26 -53
18 |--- 24 4 (12,9) 4 (100)
25 |--- 34 13 (41,9) 6 (46,1) 7 (53,9)
35 |--- 44 9 (29,0) 9 (100)
>45 5 (16,1) 3(60,0) 2 (40)

Escolaridade 0,510**
<8 19 (61,3) 13 (68,4) 6 (31,6)
>8 12 (38,7) 9 (75,0) 3(25,0)

Estado Civil 0,582**
Solteira 13 (41,9) 9 (69,2) 4 (30,8)
Casada/Unido Estavel 18 (58,1) 13 (72,2) 5(27,8)

N° de parceiros ao longo da vida 0,217**
la4 22 (71,0) 17 (77,2) 5(22,8)
5 ou mais 9 (29,0) 5 (55,5) 4 (44,5)

N° de Filhos falale
Nenhum 3(9,7) 2 (66,6) 1(33,4)
la3 10 (32,2) 7 (70,0) 3 (30,0
4 ou mais 18 (58,1) 13 (72,2) 5(27,8)

Uso de preservativo falalel
Nunca 10 (32,2) 5 (50,0) 5 (50,0)
As vezes 15 (48,5) 13 (86,6) 2 (13,4)
Sempre 6 (19,3) 4 (66,6) 2 (33,4)

Exame preventivo ool
Nunca realizou 4(12,9) 2 (50,0) 2 (50,0)
1 vez ao ano 19 (61,3) 15 (79,0) 4 (21,0)
A cada 2 anos 5(16,1) 4 (80,0) 1(20,0)
Mais de 3 anos 3(9,7) 1(33,4) 2 (66,6)

DP = Desvio Padrédo; *Teste Qui-Quadrado de Pearson; ** Teste t-Student; ***Teste Exato de Fisher; ****N&o foi possivel aplicar a

estatistica do teste devido as restri¢des do Qui-Quadrado.
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Tabela 8: Distribuicdo segundo a frequéncia das variaveis relacionadas aos dados sociodemograficos e histdria
clinica em relagdo a infeccdo pelo HPV nas mulheres com citologia normal amostradas no municipio de Coari -
AM.

Citologia Normal (42)

Variaveis Total HPV + HPV - p-value
n (%) n (%) n (%)

Idade 0,769*
Média + DP 334+119 34,8+97
Amplitude 18-51 19 -53
18 |--- 24 5(11,9) 1(20,0) 4 (80,0)
25 |--- 34 18 (42,9) 2 (11,1) 16 (88,9)
35 |--- 44 11 (26,2) 1(9,0) 10 (91,0
>45 8 (19,0) 1(12,5) 7(87,5)

Escolaridade 0,172**
<8 21 (50,0) 1(4,7) 20 (95,3)
>8 21 (50,0) 4 (19,0) 17 (81,0)

Estado Civil 0,237**
Solteira 8 (19,0) 2 (25,0) 6 (75,0)
Casada/Unido Estavel 34 (81,0) 3(8,8) 31(91,2)

N° de parceiros ao longo da vida 0,382**
lad 35(83,3) 5(14,2) 30 (85,8)
5 ou mais 7 (16,7) - 7 (100)

Ne de Filhos Fkk
Nenhum 2 (4,8) - 2 (100)
l1a3 18 (42,9) 2 (11,1) 16 (88,9)
4 ou mais 22 (52,3) 3(13,6) 19 (86,4)

Uso de preservativo Fxk
Nunca 16 (38,1) 2 (12,5) 14 (87,5)
As vezes 18 (42,8) 3 (16,6) 15 (83,4)
Sempre 8(19,1) - 8 (100)

DP = Desvio Padréo; *Teste Qui-Quadrado de Pearson; ** Teste t-Student; ***Teste Exato de Fisher; ****Nao foi possivel aplicar a

estatistica do teste devido as restri¢cdes do Qui-Quadrado.
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6 DISCUSSAO

Esta pesquisa trata-se de um estudo transversal, cujo objetivo foi investigar a
presenca de hrHPV em mulheres que apresentaram resultados alterados no exame de citologia
cervical na cidade de Coari, Amazonas, no periodo de Setembro a Dezembro de 2014. Nossa
amostra consistiu de 455 mulheres que buscaram atendimento para exame ginecoldgico de
rotina nas UBS do referido municipio. Vale ressaltar que este estudo € o primeiro a utilizar a
CML para o diagnostico das lesdes precursoras do CCU no municipio de Coari.

A idade das participantes variou entre 18 a 77 anos, com média de 36,7 anos
(DP=11,5), a maioria era casada ou vivia em unido estdvel (74,5%), tinham baixa
escolaridade (59,1%) e possuiam baixa renda familiar (80,0%). Nossos dados se assemelham,
em grande parte, ao perfil das mulheres alcancadas pelo estudo de Rocha (2012), que,
investigando 361 mulheres também em exame ginecoldgico de rotina nas 10 UBS do
municipio de Coari/AM no ano de 2010, encontrou que a maioria das participantes era natural
do municipio (69,8%), casadas ou viviam em unido estavel (77,3%), tinham idade entre 18 a
78 anos, com média de 36,4 anos (DP=13,4), possuiam baixa escolaridade (62,0%), a
principal ocupacdo relatada era de agricultora (16,7%) ou agente administrativo (16,1%), com
uma renda de até 1 salario minimo (53,2%). Ja o estudo de Marifio (2015) realizado com 412
mulheres moradoras de comunidades ribeirinhas na zona rural do municipio de Coari/AM no
ano de 2014, cuja abordagem para recrutamento foi feita de casa em casa para estudo da
deteccdo do HPV por meio de autocoleta, mostrou que a maioria das participantes era casada
ou viviam em unido estavel (84,4%), tinham idade entre 18 a 81 anos, com média de 36 anos
(DP=13,2), possuiam baixa escolaridade (53,4%), eram agricultoras (78%) e tinham como
principal fonte de renda o programa governamental “Bolsa Familia” (61,8%). Analisando 0s
nossos dados juntamente com os achados de Rocha (2012) e de Marifio (2015), podemos
observar um perfil em comum das participantes tanto na zona urbana quanto da zona rural do
referido municipio.

Em relagdo ao comportamento sexual, a idade da primeira relacdo sexual das
participantes variou de 11 a 32 anos, com uma média de 16,1 anos, e a maioria tinham filhos
(93,9%), assemelhando-se ao estudo de Marifio (2015), realizado com mulheres moradoras da
zona rural de Coari, cuja relacdo sexual das participantes foi iniciada entre 10 a 28 anos, com
média de 15 anos e 94,4% das mulheres tinham filhos. Esta pesquisa e o estudo de Marifio
(2015) foram realizados concomitantemente, o que nos leva a observar que o inicio da vida

sexual das participantes na zona rural parece comegar um pouco mais cedo do que nas
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mulheres da zona urbana da cidade, embora ndo tenha sido feita uma analise comparativa para
verificar se a diferenga entre as populagOes foi estatisticamente significativa. Recentemente,
dados preliminares divulgados pelo Ministério da Saude indicam que a média de idade da
primeira relacdo sexual das mulheres no Brasil é de 15,4 e em Manaus/AM e no Rio de
Janeiro/RJ a média do inicio da pratica sexual entre os adolescentes é de 15,1 e 14,9,
respectivamente (BRASIL, 2017a). Segundo Oliveira et al. (2013), adolescentes séo
consideradas mais suscetiveis a infeccdo pelo HPV e tem maiores chances do virus
desenvolver as lesbes precursoras do carcinoma cervical porque elas possuem um colo uterino
biologicamente imaturo. As lesbes progridem mais rapidamente neste grupo devido a
maturacdo tardia da zona de transformacdo cervical e uma &rea aumentada de epitélio
imaturo, o que pode aumentar a vulnerabilidade do epitélio cervical a infeccdo por HPV e
alteracdes neoplasicas (KAHN et al., 2002).

Observamos também que o preservativo ndo tem sido utilizado nas relagbes sexuais
devido ao fato de 43,7% das participantes terem relatado que “nunca” fizeram o uso e de
36,0% reportar que “as vezes” usavam a camisinha, sendo que a maioria das justificativas
para 0 ndo uso era devido a confianca no parceiro, por serem casada ou unido estavel, e/ou
porque ela ou o parceiro ndo gostavam de usar o preservativo. Tamer et al. (2016), afirma
que a 0 uso da camisinha serve como uma barreira ao prevenir contato direto e o risco de
transmissdo do HPV pode ser reduzido pelo uso regular do preservativo. Segundo Pinto, Fuzii
e Quaresma (2011), ndo usar a camisinha durante a préatica sexual representa maior risco para
a infeccdo pelo HPV e de outras IST.

Ao compararmos algumas variaveis aos resultados da CML, a variavel escolaridade
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p=0,040). Em nossos resultados,
observamos que a maioria das mulheres, tanto com citologia alterada quanto citologia normal,
tinha baixa escolaridade. Segundo Oliveira (2015), quanto mais baixa a escolaridade menor
sera o nivel de compreensdo sobre o cancer, seus fatores de risco e tratamento, o que também
pode implicar na adesdo das mulheres as medidas de prevencdo para o cancer cervical,
cabendo aos profissionais da salde orienta-las quanto aos beneficios do preventivo e a
periodicidade da realizagdo do exame.

Outra variavel que apresentou diferenca estatisticamente significativa foi quanto ao
estado civil (p<0,0001). Constatamos que a maioria das mulheres com citologia normal era
casada ou vivia em unido estavel enquanto a maioria das participantes com citologia alterada
era solteira. Os estudos de Pinto, Fuzii e Quaresma (2011) e de Bahmanyar et al. (2012),

correlacionaram que mulheres solteiras apresentam um maior risco de infeccdo por HPV por
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estarem expostas a um maior nimero de parceiros sexuais e por ndo fazerem o uso de
preservativos. Em contradicdo, o estudo recente de Lopes et al. (2016) traz que mulheres
solteiras e sem companheiros fixos apresentam baixo risco a infeccdo por neste grupo se
observar uma maior adesao ao uso consistente de preservativo, 0 que ndo € observado nas
mulheres casadas/em unido estavel, devido a vida sexual consensual, em que existe um padréo
de confidencialidade e seguranca em relagdo ao parceiro, predispondo estas mulheres a
infeccdes por HPV e outras IST.

A variavel idade do primeiro parto também teve diferenca significativa (p=0,017) em
relagdo aos resultados da CML. Ao analisarmos as médias de idade do primeiro parto,
observamos que as mulheres com citologia alterada eram mais jovens (17,2+2,4) em
comparacdo as primiparas com citologia normal (18,7+£3,5). As lesdes cervicais progridem
mais rapidamente em mulheres jovens devido a maturacdo tardia da zona de transformacéo
cervical e uma area aumentada de epitélio imaturo, o que pode aumentar a vulnerabilidade do
epitélio cervical a infeccdo por HPV e alteragdes neoplasicas (KAHN et al., 2002). Segundo
Zhang et al. (2013), esta relacdo também pode ser explicada (1) pelo fato de que no periodo
gestacional ha uma maior exposicao da zona de transformacéo do epitélio cervical, expondo a
camada basal ao HPV, e (2) pelo nivel aumentado do estrogénio durante a fase da
adolescéncia que acidifica da cavidade vaginal, um determinante da metaplasia escamosa, e
quando ocorre na presenca de HPV a probabilidade de transformacdo celular aumenta
resultando em mudancas neoplasicas. Por ser um estudo transversal, as associacdes
encontradas em nossa pesquisa nao podem ser consideradas causais da infec¢do por hrHPV.

As amostras, obtidas através da técnica de CML, obtiveram a classificacdo do
material celular como satisfatoria em 99,3% delas. Este indice é considerado como indicador
da qualidade da coleta, justificada pelo fato das laminas citolégicas possuirem elementos
celulares representativos da regido onde a maior parte das lesdes se inicia, aumentando a
chance de identificacdo de lesbes precursoras do CCU. O Ministério da Saude (BRASIL,
2014) recomenda que o percentual aceito de laminas insatisfatdrias seja até 5%. Na pesquisa
de Rocha (2012), realizado em Coari/AM, o percentual de laminas insatisfatdrias por citologia
convencional correspondeu a 11%. Esse percentual indica problemas na qualidade do material
para 0 exame citopatologico do colo do utero, havendo a necessidade de investir na
qualificacdo profissional de quem realizam as coletas e/ou a leitura das mesmas (BRASIL,
2012). Ainda em comparagdo ao estudo de Rocha (2012), as laminas analisadas em nosso
estudo, confeccionadas por CML, mostraram-se superior com um percentual de

satisfatoriedade de 99,3%. Em paralelo ao nosso estudo, Sales (2015), rastreando as lesGes
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precursoras do CCU e a presenca de HPV de alto risco em amostras cervicais de 967
mulheres que buscaram atendimento nas UBS da cidade de Manaus/AM, obteve um
percentual de 99,8% de satisfatoriedade das laminas confeccionadas por CML. Estes achados
reforcam o estudo de revisdo de Santos, Silvério e Messora (2014), os quais afirmam que a
CML permite uma melhor categorizacdo da amostra, devido a preservagdo celular e pelo
processamento que gera a lamina, o qual diminui elementos obscuros, permitindo uma
deteccdo mais precisa de células atipicas e de lesdes, que no esfregaco convencional nédo
poderiam ser detectados.

Os resultados citolégicos deste estudo mostraram que 92,7% (427/455) das
participantes estavam dentro da normalidade e o percentual de citologias alteradas
correspondeu a 7,3% (33/457), distribuindo-se em 0,9% de ASCUS, 5,3% de LSIL e 1,1% de
HSIL. O percentual de citologias alteradas, a proporcdo de exames compativeis com ASCUS
e a proporcdo de resultados de HSIL entre exames citolégicos do colo do Utero encontrados
em nosso estudo estdo de acordo com o recomendado pelo Ministério da Saude, que seria
igual ou maior a 3%, menor que 5% e maior ou igual a 0,4%, respectivamente (BRASIL,
2016a). O estudo de Marifio (2015) também encontrou essa concordancia.

Nossos dados assemelham-se, em partes, ao estudo de Sales (2015) em Manaus/AM,
do qual se obteve um percentual de 4,4% (42/965) alteracGes citoldgicas por CML, sendo
2,5% de LSIL, 0,10% de HSIL, 1,45% ASCUS e 0,31% ASC-H e ao estudo de Schmitt et al.
(2013), na Bélgica, encontrando 8,6 % de citologias anormais dos quais 4,1% eram ASCUS,
0,3% ASC-H, 2,2% LSIL e 1,5% HSIL. O estudo de Martins et al. (2016b), obteve-se um alto
percentual (25%) de alteracdes citoldgicas, 8,1% ASCUS; 9,9 % LSIL, 6,5 % HSIL e 0,5% de
mulheres com Cancer Cervical Invasivo, explicado pelas amostras obtidas de mulheres de
dois centros de referéncia do Estado de Séo Paulo: o Hospital das Clinicas em S&o Paulo e o
Hospital de Cancer de Barretos Sdo Paulo/SP. Assim podemos observar que estes percentuais
variam de acordo com o tipo de estudo e da populacéo estudada.

Varios estudos relatam um melhor desempenho da CML na deteccdo das lesdes
precursoras do cancer do colo do utero (FROBERG et al., 2013; SIMION et al., 2014). Os
estudos de Martins (2016a) e Longato-Filho et al. (2015) encorajam a implantacdo da CML
como ferramenta para melhorar a qualidade no rastreio CCU no Brasil. No entanto, a
perspectiva dessa metodologia ser implantada € relativamente baixa, assim como em outros
paises, tendo em vista o seu alto custo (WHEELER, 2013).

O teste molecular detectou a presenca de hrHPV em 27 (36,0%) das 75 amostras

submetidas ao teste em nosso estudo. Duas das amostras com diagnostico HSIL na CML
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foram negativas para hrHPV e, segundo Oliveira (2011), uma possivel explicacdo para o
resultado negativo é que provavelmente sejam um falso +HSIL pela CML ou proveniente de
falhas no teste utilizado. Das amostras com citologia negativa, 11,9% (5/42) apresentaram
positividade para hrHPV, correspondendo aos HPV 52, HPV 18, HPV 31 e aos grupos de
genotipos HPV P3 (35/39/68) e HPV P2 (56/59/66). Em 2012, Rocha encontrou um alto
percentual, 31,8%, da infeccdo por HPV em mulheres com citologia normal na cidade de
Coari/AM e Sales (2015) também registrou um elevado percentual, 14,8%, em mulheres com
citologia normal em Manaus/AM. A positividade para hrHPV em citologias normais em
nosso estudo, mesmo em poucas amostras, estdo de acordo com Doorbar et al. (2016b), o qual
afirma que a deteccdo de HPV na auséncia de doenca aparente é comumente encontrado em
11-12% de todas as mulheres. Segundo Kim et al. (2012) e Ryser, Myers e Durrett (2015), a
maioria das infeccbes por HPV € transitoria, eliminada espontaneamente em
aproximadamente até 24 meses geralmente atribuida a uma resposta imune efetiva e baixa
carga viral, e uma pequena porcentagem das mulheres infectadas pelo virus a infec¢do é
persistente, resposta imune pouco efetiva e alta carga viral, as quais possuem um risco
elevado de desenvolverem CCU. Rodriguez et al. (2008) sugerem que, quando possivel, um
paciente com citologia normal e resultado inicial positivo do HPV deve ser observado com
atencdo, pois um acompanhamento de 12 meses pode excluir com seguranca mais de 50% das
infecgBes como transitorias.

Dentre as 31 amostras com citologias alteradas, aquedadas ao teste molecular, a
presenca de hrHPV foi detectada em 22 (70,9%). O HPV 52 foi o tipo mais frequente dentre
os hrHPV identificados de forma individual em nosso estudo. Varios estudos indicam que 0s
tipos mais prevalentes no mundo sé&o os HPV 16 e 18, no entanto, nosso achado corrobora
com varios estudos que mostram uma prevaléncia do HPV 52. Kim, Kim e Kim (2013),
utilizando o sistemade microarray de DNA, detectaram 0 HPV52 como um dos tipos de HPV
de alto risco prevalentes em lesfes pré-cancerosas na Coréia. Meloni et al. (2014), utilizando
INNO-LIPA HPV para genotipagem dos tipos de HPV, mostraram uma alta frequéncia da
infeccdo pelo HPV 52 em mulheres na Italia. Zhou et al. (2017) e Zhang et al. (2016), usando
PCR e teste de hibridizacdo reversa dot blot, encontraram que o HPV 52 foi o tipo mais
prevalente dentre os HPV encontrados em suas populacfes de estudo na China. Nos EUA, o
estudo de Monsonego et al. (2015), através do teste de genotipagem linear array HPV, revelou
que o HPV 52 foi o segundo tipo mais predominante.

Os outros tipos encontrados em nosso estudo foram o HPV 16, HPV 31, HPV 51,
HPV 45. O grupo HPV P3, que corresponde aos HPV 56/59/66, também teve alta frequéncia,
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no entanto ndo € possivel estabelecer a que tipo especifico essa infeccdo foi associada devido
ao fato de que a deteccdo destes tipos ocorre de forma agrupada, podendo ser realizada uma
futura identificacdo com primers especificos para estabelecer qual(is) genotipo(s) de hrHPV
estdo presente nessas amostras. Entretanto, destaca-se a importancia destes diagndsticos, tanto
identificado de forma individual quanto agrupado, para que todas as mulheres infectadas com
hrHPV sejam encaminhadas para tratamento.

Alguns dos estudos realizados no Amazonas fornecem informacdes relacionada aos
gendtipos de hrHPV (16, 18, 33, 31, 39, 45, 56, 58, 59, 66 e 68) circulantes nos locais das
pesquisas e permitem que estratégias sejam tomadas tanto no rastreio quanto na adequagéo da
vacina para a populagéo local (CORREA, 2005; LIRA, 2010; CASTRO, 2011; ROCHA et al.,
2013; QUEIROZ et al., 2015; MARINO, 2015; SALES, 2015). Observando alguns estudos de
rastreio molecular do HPV em diferentes regifes do Brasil, observamos maior frequéncia do
HPV 16 e HPV 18 assim como detectados nos estudos realizados no Amazonas, como
descrito no estudo de Fonseca et al. (2015) realizado com mulheres indigenas do Norte do
Amazonas e Noroeste de Roraima, onde a prevaléncia geral da infeccdo por HPV foi de
39,7% e os tipos de hrHPV mais frequentes no Distrito Yanomami foram o HPV 16, 31 e 18
enquanto os tipos 31 e 68 foram os mais comuns no Distrito Leste. Miranda et. al. (2012),
identificaram 11% da infeccdo por HPV em mulheres de Ouro Preto/MG sendo o HPV 16 o
mais frequente. O estudo de Dos Santos et. al. (2013) que encontraram 31% da presenca de
HPV em amostras provenientes de mulheres de Porto Velho/RO encontrando os tipos
oncogénicos HPV 16, 18, 56, 33 e 53. Teixeira et al. (2016) que detectou um percentual de
27,5% da infeccdo por HPV em seu estudo, Rio Grande/RS, tendo como 0s gendtipos mais
frequentes do HPV 18 e do HPV 16. Considerando que as vacinas profilaticas bivalente e
tetravalente disponibilizadas no Brasil contemplam protecdo contra os tipos de HPV 16/18 e
6/11/16/18, respectivamente, é importante mostrar a presenca dos genotipos de HPV
circulantes no pais afim de contribuir com programa de vacinagéo para avaliar a oportunidade
de inserir a vacina nonavalente a qual inclui protecéo contra os HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45,
52 e 58. Segundo Serrano et al. (2015), a inser¢cdo da vacina nonavalente poderia
potencialmente evitar quase 88% dos tipos de cancer da regido anogenital feminino.

Ao analisarmos os dados sociodemograficos e comportamentais das mulheres com
citologia alterada, tais como a idade, escolaridade, estado civil, nUmero de parceiros ao longo
da vida, namero de filhos e 0 uso de preservativo, para investigacdo da associagdo com a
infeccdo por HPV (tabela 8), nenhuma variavel teve diferenca estatisticamente significativa

foi encontrada entre os dois grupos. Apesar da correlacdo entre as variaveis e a presenca do
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HPV ndo mostrar diferenca estatisticamente significativa, houve uma prevaléncia maior, nos
casos positivos para o0 HPV, nas pacientes com menos de 8 anos de estudo (59,1%), casadas
ou que vivem em unido estavel (59,1%), que tinham 4 ou mais filhos (59,1%), que tiveram de
1 a 4 parceiros ao longo da vida (77,3%) e que “as vezes” faziam o uso de preservativos
(59,1%).

Os dados sociodemograficos e comportamentais das mulheres com citologia negativa
foram cruzados para a investigacdo da associacdo com a infeccdo por HPV (tabela 9). No
entanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada. Apesar da
correlacdo entre as variaveis e a presenca do HPV ndo mostrar diferenca estatisticamente
significativa, houve uma prevaléncia maior, nos casos positivos para 0 HPV, nas pacientes
com menos de 8 anos de estudo (80,0%), casadas ou que vivem em unido estavel (60,0%),
que tinham 4 ou mais filhos (60,00%), que tiveram de 1 a 4 parceiros ao longo da vida
(100%) e que “as vezes” faziam o uso de preservativos (60,0%).

Nos paises com baixos recursos para cobrir 0s custos e a organizacdo de um
programa de rastreio, a incidéncia e a mortalidade por CCU permanecem elevada
(UNTERWAAL, 2014). O teste de HPV pode substituir a citologia como ferramenta primaria
de rastreio na deteccdo de lesdes. Esta substituicdo aumentara a eficacia dos atuais programas
de triagem cervical, melhorando a sensibilidade do rastreio regular (LEVI et al., 2014), como
demonstrado no estudo piloto em vérias UBS de S&o Paulo/SP realizado por Martins, (2016a).

A estratégia ideal deve identificar com eficiéncia e precisdo as lesbes precursoras de
cancer, que provavelmente irdo progredir para cancer invasivo, e evitar a detec¢do e 0
tratamento desnecessario da infeccédo transitéria pelo HPV e suas lesbes benignas associadas
(UNTERWAAL, 2014). Recentemente, os programas de rastreamento de cancer cervical
foram adaptados no Brasil para permitir a deteccdo precoce de lesdes precursoras de CCU e,
assim, reduzir a mortalidade por cancer. Uma combinacdo de testes de HPV com CML
parece ser uma nova abordagem promissora na triagem do céancer cervical no Brasil e no
mundo, com alta expectativa para oferecer um controle adequado da carga CCU neste pais.
(ZHANG et al.,, 2016; LORENZI; SYRJANEN; LONGATTO-FILHO et al.,, 2015;
DIJKSTRA et al., 2014; UNTERWAAL, 2014). A otimizacdo de uma estratégia de vacinagdo
em articulagcdo com o rastreio do CCU podera vir a favorecer a redugdo do nimero de casos e
mortes relacionadas com o HPV (RIBEIRO et al., 2016).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O percentual de 99,4% de laminas satisfatorias em nosso estudo reforca dados
descritos na literatura que apresentam a CML como uma ferramenta promissora no rastreio do
CCU, principalmente em nossa regido onde o indice deste cancer € o mais prevalente do pais.

Nosso estudo revelou um inicio precoce da atividade sexual entre as participantes e
qgue nem sempre fazem uso de preservativo. Apesar da vacina contra HPV atender a uma
demanda de adolescentes, sugere-se uma educacao sexual como uma das estratégias para que
se consiga reduzir a incidéncia do CCU no estado e em outras regides do pais futuramente.

A presenca de hrHPV foi detectada em 66,7% das amostras com citologias alteradas
e em 11,9% das amostras com citologia normais submetidas ao teste molecular com maior
frequéncia do HPV 52, seguido do HPV 16, HPV 31, HPV51, HPV 18, HPV 45 e dos HPV
identificados por grupo de genotipo (HPV 33/58; HPV56/59/66; HPV 35/39/68). Esses
genotipos, juntamente com os tipos de hrHPV encontrados por Rocha (2012) e Marifio
(2015), demonstram a diversidade dos tipos de HPV oncogénicos circulantes na populacédo de
Coari/AM, sendo uns tipos com mais frequéncia e outros menos frequentes. A deteccdo de
hrHPV contribuiu para o seguimento de mulheres com real risco para o desenvolvimento do
CCuU.

Estes resultados podem contribuir com o conhecimento epidemioldgico necessario
para o fortalecimento e redirecionamento das politicas de controle do cancer do colo do Gtero,
além de fornecer informac6es que podem subsidiar a implantacdo da vacina nonavalente no
programa de vacinagdo contra HPV tendo em vista que a mesma abrange grande parte dos
genotipos detectados nestes estudos, que futuramente pode ter um grande efeito na diminuigéo

da incidéncia do cancer cervical no municipio e, consequentemente, no Estado.
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Convidamos a Senhora para participar da Pesquisa “Caracterizacdo dos gendtipos de HPV na populag@o de rastreio
e em pacientes com cancer de colo uterino do Estado do Amazonas”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Dra. Katia
Luz Torres Silva, Dra. Valquiria do Carmo e Dr. José Eduardo Levi, a qual pretende identificar as infecgcdes pelo
Papilomavirus Humanos (HPV) mais frequentes na populacdo de mulheres do Amazonas e também em mulheres que
apresentam lesdo de colo de Utero.

Sua participacéo € voluntaria e se dard respondendo a um questionario que sera aplicado por um técnico de
salde além de coleta de material do colo do Utero (0 mesmo utilizado na rotina do exame preventivo de cancer de
colo de Gtero ou da biopsia para exame citopatolégico — quando houver indicagdo do seu médico). Caso a senhora seja
selecionada para a avaliagdo do desempenho e aceitagdo de dispositivo para autocoleta recebera instrugbes para uso do
material de coleta.

O material coletado sera utilizado unicamente para os objetivos da pesquisa e serdo encaminhados para
realizacdo de exames especializados para pesquisa e genotipagem do virus HPV.

Os riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo minimos sendo apenas pequeno incomodo no momento
da coleta do material para o exame preventivo do cancer de colo de Otero. Se vocé aceitar participar, estara
contribuindo para o beneficio de ganhos no conhecimento sobre a infecgdo pelo HPV, sua caracterizacdo e relacdo
com o cancer de colo de Gtero no Estado do Amazonas.

Se depois de consentir em sua participacdo a Senhora desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade
de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, independente
do motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa nem do seu tratamento ou atendimento no servico de saude. A Sra. nao
terd nenhuma despesa e também ndo recebera nenhuma remuneragdo. Os resultados da pesquisa serdo analisados e
publicados em artigos cientificos, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer
outra informacéo, o (a) Sr (a) poderd entrar em contato com os pesquisadores no endere¢o Rua Francisco Orellana, 215
— Planalto — Diretoria de Ensino e Pesquisa, pelo telefone (92) 36554774,

Consentimento Pds—Informagao

Eu, , fui informada sobre o que os pesquisador
es pretendem realizar e porque precisam da minha colaborag&o, e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar
do projeto. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via
com cada um de nés.

Manaus, [/ |/

Impresséo do dedo polegar
Assinatura da participante - Paciente caso néo saiba assinar
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Apéndice I1- Instrumento de coleta de dados epidemioldgicos, sociodemograficos e de

risco para a infeccéo pelo HPV
Cadigo no Projeto
Dados do estudo
1. Data da abordagem para o estudo:___/ /

2. Cédigo de identificacdo da paciente na unidade:

Dados pessoais

3. Iniciais da paciente:

4. Endereco para contato:

5. Telefone: 6. Celular:

7. Data de Nascimento:___/ /8. Municipio de Nascimento:

9. Estado: 10. Unidade de Salde:

11. Municipio

12. Raga: ( )Branca ( ) Negra ( ) Indigena ( ) Oriental
13. Estado civil: ( ) Solteira ( ) Casada ( ) Vilva ( ) Relagéo estavel ( ) Divorciada

Dados Sécio-demogréaficos

14. Escolaridade: () Analfabeto ( ) Fundamental incompleto ( ) Fundamental completo
() Médio incompleto ( ) Médio completo ( ) Superior incompleto ( ) Superior completo

15. Ocupagao:

16. Renda familiar: ( ) 1 salario minimo () 2 — 3 salarios minimos () > 4 salarios minimos

Dados comportamentais

17. Com qual idade iniciou a atividade sexual:( ) menos de 14 anos ( ) 15 a 18 anos
() mais de 18 anos
18. Faz uso de camisinha na relagdo sexual: ( ) Nunca ( )asvezes () Sempre

19. Se ndo utiliza, qual o motivo:

20. Usa ou usou algum método anticoncepcional (exceto camisinha)?
() Pilula (anticoncepcional oral) Quanto tempo? () Anticoncepcional injetavel
() Dispositivo intra-uterino (DIU) () Tabelinha () Coito interrompido

() Outro Especificar:

21. NUmero de parceiros sexuaisemumano: ( )1 ()2a3 ()>4

22. Quantos parceiros sexuais ja teve ao longo de suavida: ( )1a5 ( )5a10 ( )acimade 10
23. Numero de filhos (paridade): ( )zero ( )1a3( )4a5()>5

24. ldade do primeiro parto 25. Qual tipo de parto: ( ) Normal ( ) Cesariana

26. Teve algum aborto: ( ) Nunca ( ) Sim  27. Quantos:
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Dados epidemioldgicos

28. Qual foi a data da sua Ultima menstruacéo? / /

29. J4 apresentou doengas sexualmente transmissiveis: () Sim () Nao ( ) N&o sabe

30. Se sim, qual(is):

31. J4 apresentou corrimento vaginal, verruga ou ferida? ( ) Sim ( ) Ndo () N&o sabe

32. Ja se vacinou contra o Papiloma virus humano (HPV)? () Sim ( ) Ndo ( ) N&o sabe

33. Realiza exame preventivo de cancer de colo de Gtero com que frequéncia?

(') Nuncarealizou ( )1 xao ano ( ) acada 2 anos ( ) mais de 3 anos ( ) Néo sabe

34. Qual foi o local de realizago do ultimo exame? ( ) Rede SUS ( ) Rede N&o SUS ( ) Néo sabe

35. Quais os motivos pelos quais néo realizou o exame? () Inibicdo ( ) Medo ( ) Faltade tempo ( ) Dificuldade de acesso ( ) Outros
Especificar:

36. Teve alguma dificuldade para agendar o exame? ( ) Nao ( ) Sim

37. Qual?

38. Tem algum familiar que j& apresentou cancer de colo de Utero ou outro tipo de cancer?

()Né&o ( )Sim Quem?

39. J4 apresentou alguma alteracdo em exames anteriores? ( ) Ndo ( ) Sim
40. Se estiver apresentando queixas clinicas, quais sédo0?
() Ulceras genitais () Dificuldade de urinar () Sangramento durante relagdes sexuais

() Corrimento vaginal () Coceira () Dor pélvica () Outras Especificar:

41. A senhora fuma ou ja fumou? ( ) Sim ( )N&o 42.Por quanto tempo?

43. Quantidade consumida de cigarros ao dia?

44, |dade de inicio do habito de fumar?

45. Fez uso de algum medicamento sistémico nos Gltimos 3 meses? ( ) Sim () N&do

46. Qual? () Antibiético ( ) Antifingico ( ) Antiinflamatério () Analgésico () Outro
Especificar:

47. Conhecimentos & cerca do HPV:

() Nunca ouviu falar sobre HPV

() Informacéo sobre HPV em midia eletrbnica ou impressa

() Informacéo sobre HPV em institui¢do de ensino

() Informagéo sobre HPV em institui¢do de saude

() Conhecimento de vacinas sobre 0 HPV

() Conhecimento de tratamento para 0 HPV

() Conhecimento da associa¢do do HPV com céncer de colo de Utero

48. Quais as medidas que vocé conhece e que adota para prevencéo do cancer de colo de Gtero?




