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“‘Entrementes, a consisténcia e o odor do
carvalho comecavam a falar, ja perceptivelmente, da
lentiddo e da constancia com que a arvore cresce. O
carvalho mesmo assegurava que sO semelhante
crescer pode fundar o que dura e frutifica; que crescer
significa: abrir-se a ampliddo dos céus, mas também
deitar raizes na obscuridade da terra; que tudo o que é
verdadeiro e auténtico somente chega a maturidade se
o homem for simultaneamente ambas as coisas:
disponivel ao apelo do mais alto céu e abrigado pela

protecéo da terra que oculta e produz.”

Martin Heidegger — O Caminho do Campo, 1949.
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RESUMO

O HPV (Papilomavirus humano) foi apontado pela OMS (Organizacéo
Mundial de Saude - WHO) como principal fator de risco para o desenvolvimento do
cancer de colo uterino, tornando-se assim um importante e gravissimo problema de
saude publica, especialmente nos paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento.
A precocidade das atividades sexuais, mdultiplos parceiros e sexo casual, o
tabagismo, a imunossupressao (por exemplo, na populacdo de pacientes aidéticos),
gravidez, doencas sexualmente transmissiveis prévias como herpes e clamidia, além
do ndo cumprimento das medidas j& adotadas como prevencdo de Doencas
Sexualmente Transmissiveis (DST), como por exemplo, o simples uso de
preservativos, esta reconhecidamente associado a incidéncia da infeccdo por HPV.
Essa pesquisa teve como objetivo avaliar o desempenho diagnostico das
metodologias de citologia convencional (Exame de Papanicolau) em relacdo a
citologia em base liquida, além de determinar a prevaléncia dos genaétipos 16 e 18
do HPV em mulheres sem efeito citopatico compativel com HPV e relacionar a
presenca de quadros inflamatérios, associados ou ndo ao HPV, com dados
epidemiologicos como idade, escolaridade, condicdo soécio-cultural de mulheres
provenientes do municipio de Barcarena — Para — Brasil. Para tanto, participaram
deste estudo, voluntariamente, 50 mulheres atendidas na Unidade de Saude de
Barcarena — Para, através de campanha para coleta de Exame de Papanicolau
como método de prevencao de cancer do colo do Utero. Estas mulheres receberam
informacdes referentes a todos os procedimentos realizados pelo corpo de saude
deste estudo e aos resultados desta pesquisa e somente apds as voluntarias terem
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, as mesmas foram
incluidas para as coletas de amostras. As andlises e os resultados dos testes de
citologia de base liquida e convencional foram realizados segundo a Classificacédo
de Bethesda e revisados cegamente por dois citopatologistas. Para a andlise
estatistca foi utilizado o teste exato de Fisher e o "Screening Test" visando
determinar a especificidade/ sensibilidade dos métodos, considerando significativo o
valor de p < 0,05. Como resultado, observamos que o0 uso da citologia de base
liguida tem demonstrado uma série de vantagens em relagdo a citologia
convencional. No diagnéstico molecular (PCR) foram observadas ocorréncias de
HPV dos tipos 16 e 18 em 10% das mulheres atendidas. Dentre os casos que
apresentaram PCR positivo para os tipos 16 ou 16/18 a maioria das mulheres tinham
27,4 anos de idade em média; com maior escolaridade; que exercem atividades
domésticas e rurais; e com ocorréncias de co-infeccdo por agentes infecciosos
causadores de outras doencas sexualmente transmissiveis. Os resultados obtidos
neste estudo reforcam a importancia da manutencdo de campanhas gratuitas de
prevencdo do cancer de colo do utero como uma medida preventiva no combate
desta doencga, principalmente no Estado do Pard onde, provavelmente, o perfil
epidemioldgico da doenca esta associado as grandes distancias que as mulheres de
comunidades ribeirinhas tém que percorrer para realizar este exame de forma
gratuita; ao tipo de atividade econdmica da regido; ao preconceito local ainda
existente com o exame; e ao grau de dificuldade de implementacdo de acdes
efetivas de retorno das pacientes as consultas meédicas ap0s a obtencdo do
resultado do exame e mesmo o encaminhamento para diagnéstico molecular dos
casos positivos para lesdes do tipo ASC-H e NIC I, 1l e L.
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ABSTRACT

HPV (human papillomavirus) was appointed by the WHO (World Health Organization
- WHO) as the main risk factor for developing cervical cancer, thus becoming an
important and very serious public health problem, especially in underdeveloped
countries or under development. The early sexual activity, multiple partners and
casual sex, smoking, immunosuppression (eg, the population of AIDS patients),
pregnancy, sexually transmitted diseases like herpes and chlamydia prior, in addition
to non-compliance with the measures already taken to prevent Sexually Transmitted
Diseases (STDs), such as the simple use of condoms is admittedly associated with
the incidence of HPV infection. This research aimed to evaluate the diagnostic
performance of the methodologies of conventional cytology (Pap test) compared to
liquid based cytology, and to determine the prevalence of genotypes 16 and 18 of
HPV in women without HPV cytopathic effect compatible with and relate to presence
of inflammatory conditions, or not associated with HPV, with epidemiological data
such as age, education, socio-cultural condition of women from the municipality of
Barcarena - Para - Brazil. To do so, in this study voluntarily, 50 women attended at
the Health Unit Barcarena - Brazil, through the campaign to collect Pap test as a
method of preventing cancer of the cervix. These women were informed about all
procedures performed by the body of this health study and the results of this search
and only after the volunteers have signed the Deed of Consent, they were included
for sampling. The analysis and test results of liquid based cytology and conventional
were performed according to the Bethesda Classification and reviewed blindly by two
pathologists. For the analysis statistic was used Fisher's exact test and the
"Screening Test" to determine the specificity / sensitivity of the methods, considering
the significant value of p < 0.05. Our results indicate that the use of liquid based
cytology has demonstrated a number of advantages over conventional cytology. In
molecular diagnostics (PCR) were observed occurrences of HPV types 16 and 18 in
10% of women attended. Among the cases that were PCR positive for types 16 and
16/18 most of the women were 27.4 years old on average, with more schooling,
performing household chores and rural areas, and with instances of co-infection by
infectious agents cause other sexually transmitted diseases. The results of this study
reinforce the importance of maintaining free campaigns to prevent cervical cancer as
a preventive measure in combating this disease, especially in Para State, where,
probably, the epidemiological profile of disease is associated with the large distances
that women in river communities have to travel to perform this test free of charge, the
type of economic activity in the region, the local bias still exists with the test, and the
degree of difficulty of implementing effective return of patients to medical
appointments after obtaining the test result and the same routing for molecular
diagnosis of positive cases for type lesions ASC-H and CIN I, Il and IIl.
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1. INTRODUCAO

O exame de Papanicolau € o método usado para o rastreamento,
diagnoéstico e deteccao primaria do cancer do colo do Utero bem como de lesdes
pré-cancerigenas deste tipo de cancer (SCHNEIDER et al.,1987; VAN DER GRAAF
et al., 2002). E também utilizado para o diagndstico de diversas outras condicdes
patolégicas que acometem o trato genital feminino, como infeccdes por HPV, Herpes
sp., Trichomonas vaginalis, Candida sp., bactérias, entre outros agentes infecciosos.
Especificamente em relagdo a deteccdo do HPV o exame de papanicolau ndo tem
nem sensibilidade nem especificidade para a sua deteccdo, porém, quando bem
realizado por profissionais experientes, permite o diagndstico precoce destas lesbes
sugestivas de HPV através da utilizacdo de critérios citologicos associados a
presenca de estruturas teciduais conhecidas como coilocitose e paraceratose.
Apesar disso, estes critérios necessitam de confirmacéo de diagndstico através de
exames moleculares por meio de testes de captura hibrida e Reacdo em Cadeia de
Polimerase - PCR (GOMPEL & KOSS, 1997; NORONHA et al., 2005; VERSALOVIC
& LUPSKI, 2007).

O HPV é, por sua vez, considerado o agente viral mais
frequentemente transmitido por via sexual e é considerado necessério, mas nao
suficiente para causar o cancer cervical (ROMBALDI et al., 2008; COLLINS et al.,
2010). Seu controle é de grande importancia para a prevencao do cancer de colo de
atero, de modo que, segundo estimativas do Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) de 1996, cerca de 500 mil a 1 milhdo de novos casos de infecgéo
por HPV ocorrem anualmente em todo o mundo (OKADA et al., 2003), com 11.150
casos registrados de HPV nos Estados Unidos e aproximadamente 3.670 mortes
estimadas em 2007, em virtude do cancer cervical associado ao HPV.
(WAKABAYASHI et al., 2008). Além disso, mais de 80% da incidéncia e mortalidade
relacionadas aos casos de céancer cervical ocorrem em regides que oferecem
recursos limitados, onde mulheres sdo carentes de cuidados médicos e tem pouco
ou nenhum acesso a servigos de saude preventiva (PARKIN, 2006; SINGH et al.,
2009).
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Segundo estimativas do INCA (2003), no contexto mundial, o cancer
de colo de Utero é o segundo mais comum entre mulheres (cerca de 468 mil casos
novos). As maiores taxas de incidéncia encontram-se na América do Sul, Caribe,
Africa sub-Saérica e no Sul e Sudeste da Asia. Nos paises desenvolvidos as taxas
médias de incidéncia anuais ajustadas por idade s&o baixas (menores que
14/100.000). Quase 80% dos casos nhovos ocorrem em paises em desenvolvimento
onde, em algumas regides, € o cancer mais comum entre as mulheres. Todavia,
‘com base em evidéncias, tém-se sugerido que cerca de 50% dos adultos
sexualmente infectados por um ou mais tipos de HPV tenham tido infeccéo
transitoria”, levando a uma estimativa de que em 30 a 50% dos casos as lesdes
clinicas regridem espontaneamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2000), ao passo que
para a infeccdo progredir a um céancer invasivo, € necessaria uma infeccéo
persistente, bem como a continua expressdo de alguns genes virais encontrados
nos subtipos de HIV de alto risco (WU et al., 2008)

Existem aproximadamente 40 subtipos de HPV capazes de infectar
por meio da exposicdo do trato genital durante o ato sexual (RAMA et al., 2008).
Nesta perspectiva, os varios tipos de HPV ja identificados, capazes de infectar o
trato genital, foram agrupados em tipos de baixo risco (6, 11, 26, 42, 44, 54, 70, 73),
e de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 55, 56, 58, 59, 66, 68) para o

desenvolvimento de cancer cervical uterino (VILLA LL, 1977).

A transmissdo nao-sexual do HPV pode ocorrer diretamente pelo
contato com pele ou mucosas infectadas, ou indiretamente por meio de objetos

contaminados, ou ainda durante o periodo perinatal (ROMBALDI et al., 2008).

Atualmente pesquisadores tém focado seus estudos na identificacao
de cofatores que modulam a infeccédo por HPV até sua transformacdo em neoplasia
cervical de alto grau e doenca invasiva (COLLINS et al., 2010). Varios, entretanto,
séo os fatores de risco ja identificados para o cancer do colo do utero e infecgéo por
HPV, sendo que alguns dos principais tipos de HPV associados ao cancer de colo
de utero estdo ligados ao inicio precoce da atividade sexual, a multiplicidade de
parceiros sexuais, ao tabagismo (diretamente relacionados a quantidade de cigarros

fumados), a higiene intima inadequada e ao uso prolongado de contraceptivos orais
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(SCHIFFMAN & CASTLE, 2003; RAMA et a.l, 2008). Segundo Nowak e Karowicz-
Bili'nska (2007) todas as mulheres em idade reprodutiva deveriam se submeter a

testes de DNA para a deteccdo do HPV.

Estudos revelaram que o risco relativo estimado para a associagéo
entre a infeccdo por HPV e a neoplasia uterina € de amplitude muito superior a da
associacao entre o tabagismo e o cancer do pulméao, comparando-se apenas com a
associacao entre a Hepatite B crénica e o cancer do figado (PARKIN, 2006; CHENG
el at., 2007. Evidéncias obtidas usando testes de PCR de uma vasta colecao
internacional de tipos de céanceres uterinos, mostraram que o DNA do HPV estava
presente em 92,9 a 99,7 % dos casos de céncer cervical invasivo (RAMA et al.,
2008). Dentre os tipos de HPV, destacam-se o HPV 16 e HPV 18 — de elevado risco
oncogénico, que sdo responsaveis por causar aproximadamente 70% dos canceres
uterinos e 50% a 60% das lesbes cervicais pré-cancerosas (GOLDIE et al., 2003;
STRICKLER et al., 2003; SINGH et al., 2009).

A detecgdo viral por métodos moleculares tem incluido varios
avancos importantes no diagnéstico da infeccdo por patégenos virais de RNA ou
DNA. Este método de deteccao direta de patdgenos virais por meio da amplificacédo
de acidos nucléicos tem eliminado a absoluta necessidade de cultivos virais que
consomem muito tempo e tornaram possivel o diagndstico rapido de infecgdes virais
(VERSALOVIC & LUPSKI, 2007).

O reconhecimento das papilomaviroses como um importante agente
etiologico de céanceres humanos tem aumentado sua importancia médica e
estimulado pesquisas no desenvolvimento de estratégias para rastreamento,
diagnostico, prevencédo e tratamento de doencgas associadas ao HPV (WU et al.,
2008).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORICO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO

Na antiguidade as verrugas ja eram conhecidas como infecciosas por
gregos e romanos, que agruparam as verrugas genitais com doengas sexualmente
transmissiveis, como a sifilis e a gonorréia (WU et al., 2008). Elas eram registradas
pelos poetas eréticos e foram descritas pelos médicos da época como “condiloma”

ou “figos”.

Apesar desta longa e intrigante histéria, o conhecimento a respeito da
verdadeira etiologia das verrugas genitais foi sendo decifrado lentamente.
Semelhangas clinicas entre as verrugas cutdneas e as verrugas genitais foram
notadas por Celsus no primeiro século depois de Cristo. Porém, somente em 1933
Shope e Hurst publicaram a descoberta do HPV a partir de lesées em coelhos
selvagens que poderiam ser transmitidas por um extrato filtrado e sem nenhuma
célula. Os autores deduziram que a doenca era de origem viral, e alguns anos mais
tarde, Rous e Kidd (1940) mostraram que este virus, transmitido ao coelho
doméstico, provoca canceres cutaneos quando a pele era pincelada previamente

com alcatrdo.

A transmissdo sexual da verruga genital somente foi sugerida em
1954 por Barret e colaboradores, apds seus estudos com soldados que voltaram da
guerra da Coréia e que haviam adquirido as verrugas penianas apos intercursos
com mulheres coreanas. Em 1974, Hausen e colaboradores, apds a descoberta da
tecnologia do DNA recombinante, iniciaram estudos que levaram a descoberta da

presenca de HPV em lesfes de carcinoma de colo uterino (GAYA et al., 1996).

2.2. BIOLOGIA MOLECULAR DO HPV

Os Poliomavirus foram originalmente classificados junto aos
Papilomavirus em uma familia chamada Papovaviridae, por que sao virus que

partilham muitas caracteristicas morfolégicas (WU et al., 2008). Posteriores estudos,
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entretanto, mostraram que uma importante diferenca € que o genoma e o capsideo
do papilomavirus sdo maiores do que nos Poliomavirus, entre outras diferencas
detectadas ap0s o sequenciamento gendmico dos dois virus. Desta forma, os
Papilomavirus foram mais tarde designados pelo Comité Internacional sobre
Taxonomia de Virus, como uma familia separada, os Papilomaviridae (DE VILLIERS
et al., 2004).

A incidéncia por cancer de colo de Utero torna-se evidente na faixa
etaria de 20 a 29 anos e 0 risco aumenta rapidamente até atingir seu pico
geralmente na faixa etaria de 45 a 49 anos (MS/INCA, 2005). Os primeiros contatos
com o papilomavirus humano costumam ocorrer em pessoas jovens no inicio de sua
vida sexual e é capaz de induzir lesdes de pele ou mucosa, as quais mostram um
crescimento limitado e que em aproximadamente 80 % dos casos regridem
espontaneamente (RAMA et al., 2008). O material genético das espécies de HPV é
representado por DNA envolvido por um capsideo protéico de formato icosaédrico
(20 facetas) com 50 — 55nm de diametro, composto por 72 capsdémeros formados
por 2 proteinas estruturais - L1 e L2 - sendo que a primeira corresponde a 90% do
conteudo protéico do virus, lembrando uma bola de golfe a microscopia eletrénica
(Figura 1). Os Papilomavirus humanos sao virus epiteliotropicos capazes de infectar

uma grande variedade de animais (HOU et al., 2002).

Figura 1 — Imagem do Papilomavirus Humano (HPV)

Fonte: Imagem capturada da internet no sitio: www.ipoporto.min-saude.pt/.../3412/virusHPV.bmp.

Os Papilomavirus sdo uma familia de virus de DNA com
aproximadamente 200 subtipos e que mostram um marcante tropismo pelo epitélio

escamoso. Apesar de uma semelhante estrutura gendmica, diferentes tipos de HPV
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infectam epitélios em distintas localizagcbes anatdmicas (McLaughlin-Drubin &
Munger, 2009).

Os tipos de HPV genitais podem subdividir-se em dois grupos (tabela
1): os HPV de baixo risco e os HPV de alto risco. Os HPV de baixo risco causam
véarios tipos de lesBes benignas, como verrugas, papilomas laringicos e tumores
ano-genitais, gerando por vezes comichdo e até sensacfes dolorosas. Os tipos de
HPV de alto risco, por sua vez, também podem provocar tumores benignos em
mucosas; sendo, porém estes tipos bem mais carcinogénicos que 0s anteriores,
principalmente os associados ao cancer do colo do utero (OZBUN, 2002; MUNOZ et
el., 2003; SCHIFFMAN et al., 2005).

Tabela 1 — Lesdes que os papilomavirus humanos podem provocar

Tipo de HPV Lesdo que provoca
1 Verrugas
2,57 Tumores cutaneos
6, 11, 13, 52 Tumores mucosos de baixo risco
16, 18, 31, 33, 35, 39, 51, 58 Tumores mucosos de alto risco

Fonte: Alchorne et al, 2002.

O genoma do HPV é composto de trés regibes: a regido nao
codificante — LCR (Long Control Region) — que contém a origem de replicagéo (ORI)
e a maioria dos promotores de transcricdo; a regido precoce, composta por genes
precoces (Early) onde destacam-se os genes E1, E2, E6 e E7; e a regido tardia, que
contém dois genes tardios (Late) — L1 e L2 (Figura 2). O genoma € constituido por
cerca de 8000 pares de bases distribuidos em um duplo filamento circular, onde

apenas o filamento positivo contém os genes principais. (TERHUNE et al., 2002).
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Figura 2 — Estrutura genética do Papiloma Virus Humano.
LCR

Fonte: Imagem capturada da internet no sitio: www.ipoporto.min-saude.pt/.../esquemanetHPV.bmp

A maioria dos casos de carcinomas cervicais estdo associados a
infeccdo por HPV de alto risco e a presenca de duas proteinas virais, E6 e E7, as
quais sdo fortemente expressadas em tumores e parecem ser necessarias no
processo de inducdo e transformacdo maligna (CHENG, 2007; McLAUGHLIN-
DRUBIN & MUNGER, 2009).

Durante a progressdo carcinogéncica o0 genoma do HPV
freqientemente se integra ao material genético da célula hospedeira e, como
resultado, o ciclo de vida do HPV esta intimamente associado ao processo de
diferenciacdo da célula epitelial infectada. Uma vez que os papilomavirus néo
contam com todas as enzimas essenciais para a replicagdo gendmica viral, eles
utilizam as estruturas de sintese de DNA da célula hospedeira para esse propésito
(STUBENRAUCH et al., 1999; MCLAUGHLIN-DRUBIN & MUNGER, 2009).

A integracdo do genoma do HPV no DNA da célula ocasiona a ruptura
do gene E2. A atividade normal desse gene inibe a expresséo dos genes E6 e E7. A
proteina E6 atua degradando a proteina celular supressora de tumor, p53, ja E7 se
liga a proteina pRb (proteina de susceptibilidade ao retinoblastoma), que deixa de
regular negativamente o ciclo celular, em seu processo de divisdo da fase G1 para S
(CAMARA et al., 2003; HOWIE et al., 2009).
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A proteina E6 do HPV-16 degrada e inativa a proteina celular p53 pela
via de protedlise, mediada pela ubiquitina. Um polipeptideo celular do hospedeiro
chamado de polipeptideo associado a E6 (E6-AP) inicialmente liga-se a E6 e o
complexo E6/E6-AP atua como uma ubiquitina-ligase, conjugando ubiquitina a p53.
A degradacdo da p53 resulta em aumento da instabilidade genética e em acumulo
de mutacdes oncogénicas (CAMARA et al., 2003; HOWIE et al., 2009).

A proteina E7 do HPV-16, quando fosforilada, liga-se as formas
hipofosforiladas da pRb e esta interagdo libera o fator de transcricdo E2F, antes
ligado & pRb. Apos essa liberacdo, E2F ativa a transcricdo dos genes necessarios
para a sintese de DNA. Desta forma, a proteina E7 perturba o crescimento celular
normal, estimulando, de maneira ininterrupta, a expressdo de genes responsaveis
pela divisdo celular (SCHIFFMAN & BURK, 1997; MANSUR, 2001; McLAUGHLIN-
DRUBIN & MUNGER, 2009).

2.3. TRANSFORMACAO CELULAR

O processo conhecido como transformacgéo celular do papilomavirus
humano de alto risco consiste em uma alteracao do ciclo normal de divisdo celular,
com inativacdo dos inibidores da progressédo do ciclo celular, principalmente as
proteinas p53 (responsaveis por induzir a apoptose) e pRb, pela acao das proteinas
E6 e E7. A inativacdo da proteina p53 pela proteina E6 do HPV16 e HPV18
desempenha um papel fundamental na génese de tumores cervicais. Ao formar
complexos com as proteinas celulares p53 e pRb (respectivamente), as proteinas E6
e E7 promovem a degradacdo daquelas pela via proteolitica dependente da
ubiquitina e inativa suas fun¢cdes como controladoras do ciclo celular. (PARK &
ANDROPHY, 2002; FEHRMANN et al., 2003; HEBNER et al., 2007).

Neste processo de transformacdo, as proteinas E6 degradam a
proteina celular p53, ao passo que a E7 inibe a p1l05Rb, estimulando e facilitando,
assim, ao surgimento dos papilomas (PARK & ANDROPHY, 2002; FEHRMANN et
al., 2003). Além disso, no caso do HPV 18, a proteina E4 também parece ter funcéo

importante neste processo ao desempenhar o papel de travar o crescimento celular
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na transicdo da fase G, para a M, durante a mitose. Sua expressao € detectada
primeiramente nas camadas de células parabasais, onde a replicagdo do DNA do
HPV é iniciada. Todavia, a sua funcdo moduladora ainda se encontra pouco
caracterizada (NAKAHARA et al., 2002).

Outro passo essencial neste processo de transformacgéo € a acéo da
telomerase celular, que parece estar relacionada com a imortalizacdo dos
queratindcitos. Esta imortalizacdo é necessaria para a eficiéncia do ciclo viral, pois
os altos niveis de divisdo celular induzidos pelo virus conduzem ao desgaste dos
telomeros dos cromossomos celulares e, ao alcancarem os genes celulares, tornam
a célula moribunda (LEE et al.,, 2002; PARK & ANDROPHY, 2002). Entretanto,
apesar de todos os HPV causarem alteracBes proliferativas, séo os tipos portadores
de proteinas E6 e E7 (oncoproteinas de alto risco), os que tornam estes virus
capazes de, eventualmente, desempenharem um papel central na geracdo e

progressao de tumores malignos (LEE et al., 2002).

2.4. CICLO VIRAL DO HPV

O mecanismo pelo qual o HPV de alto risco influencia no ciclo celular,
levando a sua desregulacdo e progressao da leséo, inclui fatores inerentes ao virus

e & sua inter-relagido com a célula hospedeira (ELEUTERIO JR et al., 2007).

Os virus de HPV, apoés infectarem as células das camadas mais
profundas do estrato basal (composto por células indiferenciadas e com grande
atividade mitética) do epitélio cutaneo e das zonas de transformacdo de mucosa
(epitélio pluriestratificado), liberam o genoma viral no interior da célula, que inicia a
sintese das proteinas precoces E1 e E2. Em seguida a acdo destas proteinas,
ocorre a replicacdo do genoma, por acdo das proteinas E1 e E2, até obter 20 a 100
copias. Esta fase denomina-se por fase de estabelecimento (HUBERT & LAIMINS,
2002; OZBUN, 2002).

A fase de manutencao inicia quando o virus aumenta o numero de
copias dentro da célula, ainda no estrato celular basal. A partir deste momento, o
VDNA é replicado somente quando o cDNA o faz, na propor¢édo de 1:1, garantindo

ao virus que o numero de cépias permaneca aproximadamente igual nas células-
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filhas. Adicionalmente, a expressdo dos genes precoces E6 e E7 conduz a
transformacao celular: a célula passa a apresentar um ciclo de vida mais rapido e a
se dividir com mais frequéncia. As células transformadas aumentardao em namero e
acabardo por substituir as normais, levando a formacdo de tumores benignos.
Assim, o virus promove a sua proliferacdo no tecido, sem ter que destruir a célula
gue o aloja (PARK & ANDROPHY, 2002; WAGNER & HEWLETT, 2003).

A terceira fase, denominada de fase produtiva, acontece nas células
dos estratos parabasais. Nestas, o virus toma o controle total da célula e as
proteinas E1 e E2, em grande quantidade, promovem a amplificacdo das copias de
VDNA, até gerar milhares de copias por célula. Além disso, inicia-se a sintese das
proteinas tardias L1 e L2, ao passo que nhas células mais diferenciadas,
intermediarias, ocorre a montagem de virides. A liberacdo dos virus acontece nos
queratinécitos — as células mais diferenciadas do epitélio e localizadas mais
superficialmente no mesmo (células superficiais) —, local em que as cdpias virais
ficam imediatamente disponiveis para infectar um novo tecido por meio do contato
fisico (HUBERT & LAIMINS, 2002; WAGNER & HEWLETT, 2003; OZBUN, 2002).

2.5. INTEGRACAO E CARCINOGENESE

Nas infec¢Bes por HPV de alto risco as proteinas virais E6 e E7 séo
bastante ativas e interferem no ciclo celular das células do hospedeiro, conforme
descrito anteriormente. Como resultado, o processo de divisdo celular ocorre mais
rapidamente do que nas infec¢cdes por HPV de baixo risco, aumentando as
probabilidades de o HPV de alto risco ocasionar, acidentalmente numa das células,
a integracdo do VDNA com o genoma celular e inducdo do aparecimento da
carcinogénese (HOU et al., 2002; WAGNER & HEWLETT, 2003).

Estudos mostram que esta integracdo do vDNA com o genoma
celular parece ser a causa da carcinogénese associada ao HPV. O mecanismo
deste processo de integracdo costuma se desenvolver a partir da ORF (Open

Reading Frames) de E2 que sofre uma ruptura, o que a torna inutil e interrompe sua



24

producdo. Assim, sua quantidade se torna quase nula nas células infectadas,
impedindo a regulacao eficiente da expresséo dos genes E6 e E7.

A hiperativacdo destes genes na producédo das proteinas E6 e E7
acontece de forma continua, o que diminui sensivelmente a expressdo das proteinas
celulares p53 e plO5Rb. Essa alteracdo causa interrupcdo do mecanismo de
apoptose, e a célula é induzida a dividir-se continuamente, resultando na formacéo
de um tumor maligno, ou neoplasia (HOU et al., 2002; LEE et al., 2002; WAGNER &
HEWLETT, 2003).

A rapida multiplicacdo celular conduz ao acumulo de mutagbes
genéticas que podem dotar as células de novas caracteristicas, como a capacidade
de invadir tecidos adjacentes, o que possibilitaria sua disseminacdo pelo organismo
através da corrente sanguinea, originando metastases (WAGNER & HEWLETT,
2003).

2.6 PATOGENESE

O tempo de incubacdo do HPV nas células do hospedeiro pode ser
muito variavel, de acordo com o local de origem das células infectadas. Assim, nas
mMaos e nos pés pode variar em um periodo de incubacdo de 6 a 18 meses,
enguanto que nos 6rgaos genitais este tempo de incubacdo € mais curto variando de
2 a 6 meses (SILVA, H, et al., 2003).

No colo do utero 90% das patologias associadas ao HPV localizam-
se na zona de transicdo escamo-colunar do epitélio (zona de transformacgéo ou
juncdo escamo-colunar) onde as células proliferativas estdo mais expostas. E
justamente nas células da camada basal desta juncdo escamo-colunar que o virus
pode se replicar e expressar suas proteinas precoces, todavia, a replicacao
vegetativa do DNA viral ocorre somente nas células diferenciadas das camadas
superficiais deste epitélio. Portanto, a medida que as células proliferativas se
dividem e se deslocam para a superficie, elas disseminam o0s virus para todas as
células irmas, de forma displasica (FEHRMANN et al., 2003).
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Na camada celular superficial deste epitélio as células passam a
apresentar vacuolizacdes, e 0 epitélio passa a apresentar aspecto verrugoso, em

decorréncia da proliferacao celular (FEHRMANN et al., 2003).

Uma verruga, ou tumoracdo benigno é a manifestacdo patoldgica
macroscopica da infec¢do por HPV. Essas manifestacdes freqlientemente levam ao
aparecimento de uma alteracdo morfolégica microscopica conhecida, desde os anos
50, como atipia coilocitética. Os coildcitos, como sdo conhecidas estas atipias, sao
caracterizados por um amplo halo perinuclear com as bordas bem delimitadas e,
normalmente, binucleacdo; os nucleos sdo hipercromaticos e apresentam contornos
irregulares (Figura 3). Essas alteracdes celulares comecam a aparecer
primeiramente nas camadas intermediarias do epitélio, estendendo-se até as
camadas superficiais, onde geralmente ocorrem de forma mais exuberante e com a

apresentacao citoldgica do efeito citopatico do virus (PAPILOMAVIRUS..., 2002).

Figura 3 — Células infectadas pelo Papiloma Virus Humano

Fonte: Bonfiglio T A, Erozan Y S, 1997, pg 86, figura D. Gynecologic Citopathology.

Algumas alteracdes celulares associadas ao HPV podem progredir
para atipias celulares pré-neoplasicas de diferentes graus. Neste caso, as ceélulas
infectadas exibem alteracbes no seu crescimento e diferenciacdo (alteracdes
displasicas), com perda no padrdo de estratificacio em ambas as camadas de
células diferenciadas, que passam a expressar queratinas em quantidade e

qualidade diferentes. Desta forma, displasias cervicais associadas a certos tipos de
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HPV podem evoluir a carcinomas, entretanto o curso da doenca pode demorar de 10
a 20 anos (SCHIFFMAN & CASTLE, 2003).

A progressao maligna, nestes casos, é restrita a determinados tipos
de HPV. Os HPVs do tipo 6 e 11, encontrados na maioria dos condilomas genitais e
papilomas laringeos, parecem nao oferecer nenhum risco de progressao neoplésica
apesar de serem encontrados numa pequena propor¢do em tumores malignos. Por
outro lado, mais de 80% dos canceres de colo de utero, e também de vulva, anus e
pénis em menores frequiéncias, contém HPV tipos 16, 18, 31 e 45, classificando-os
no grupo dos HPV de alto risco (VILLA, LL, 1977).

2.7. QUADRO CLINICO

O espectro das lesbes associadas ao HPV genital varia desde
papilomas tipicos até infec¢gdes clinicamente ndo aparentes. Os fatores clinicos que
estdo associados a persisténcia da infeccéo e sua progressao para neoplasias intra-
epiteliais de alto grau (displasia moderada, displasia acentuada ou carcinoma in situ)
sdo: os tipos virais presentes, o estado imunoldgico, tabagismo e outros como o
inicio precoce da vida sexual, quantidade de parceiros sexuais ou higiene intima

precéria. Assim, a infeccédo clinica pelo HPV tem sido descrita de trés formas:

Forma Latente:

Nesse tipo a infeccdo pelo HPV é diagnosticada no trato genital
feminino através do achado do DNA viral por técnicas de biologia molecular, ndo
existindo evidéncias clinicas, citolégicas, colposcépicas ou histoldégicas desta

infeccéo.

Acredita-se que, nesta forma da infeccdo, o DNA viral encontra-se na
forma epissomal, aparentemente nao funcional, e replica-se apenas uma vez a cada
ciclo celular, o que seria menos do que o niumero de cépias virais necessarias para o
diagnéstico molecular pelos métodos mais antigos, como a hibridizacdo in situ
(FERENCZY et al, 1992).
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Forma subclinica:

Nesta forma de infeccédo, ao invés do HPV produzir um condiloma
classico e evidente, a doenca caracteriza-se por areas difusas de hiperplasia
epitelial planas néo papilifera. Apesar das diferengas macroscopicas entre o
condiloma e este tipo de infeccdo, elas sdo caracterizadas por proliferagdo da
camada germinativa basal, perda de maturacdo do epitélio e alteracfes citoldgicas
caracteristicas. A maior diferenca histologica € que o condiloma €& francamente
papilar, enquanto a forma subclinica € plana ou micropapilar; colposcopicamente
traduzida por uma &rea que se torna esbranquicada ap6s aplicacdo do &cido acético
2 a 5% (FERENCZY et al, 1992).

No homem esta forma de infeccdo pode apresentar-se como epitélio
aceto-branco ou maculas aceto-brancas vistas durante a peniscopia (FERENCZY et
al, 1992).

Forma clinica:

Os condilomas, dependendo do tamanho e localizacdo anatébmica,
podem ser dolorosos, friaveis e/ou pruriginosos. Quando presentes no colo uterino,
na vagina, na uretra e no anus, também podem ser sintomaticos. As verrugas intra-
anais estdo presentes em pacientes que tenham tido coito anal receptivo, ja os
perianais podem ocorrer tanto em homens como em mulheres que ndo tenham
histéria de penetracdo anal. Menos freqlentemente estas lesbes podem estar
presentes em areas extragenitais, como conjuntivas, mucosa nasal, oral e laringe
(FERENCZY et al, 1992).

Os gendtipos 16, 18, 30, 31, 33, 34 e 45 sdo constantemente
associados com a neoplasia intraepitelial, por tanto considerados de alto risco e
prevalecem em canceres anogenitais. Aléem destes, mais de 20 genadtipos de HPV

estdo associados ao cancer cervical, porém o mais freqientemente encontrado em
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carcinomas cervicais e em neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC) em todo o
mundo é o genotipo 16 11. O gendtipo 18 parece predominar em adenocarcinomas
e carcinomas adenoescamosos, 0S quais sao responsaveis por aproximadamente
5% dos canceres cervicais. (KANESHIMA et al, 2003).

2.8. EPIDEMIOLOGIA

Dados epidemiolégicos tém mostrado que o HPV é o fator de risco
mais importante para a progressao de alteracfes celulares no cancer do cervix
uterino (COUTLEE et al., 2005). Os tipos de HPV que causam verrugas genitais
visiveis ndo sdo normalmente os mesmos que levam as alteracdes das células pré-
cancerigenas do colo uterino (STRICKLER et al., 2003). Porém, cerca de 50 % dos
individuos infectados nunca desenvolvem verrugas genitais, mas sdo, no entanto,
capazes de transmitir o virus a outras pessoas (SCHIFFMAN & CASTLE, 2003;
STRICKLER et al., 2003).

Inimeros estudos sugerem que a infec¢éo pelo HPV é um fendmeno
transitorio ou intermitente, com uma duracdo média de 12 meses. O risco desta
infeccdo evoluir para uma alteracdo celular do tipo neoplasia intraepitelial cervical
(CIN — Cervical Intraepithelial Neoplasia) subsequente é proporcional ao nimero de
tipos de HPV oncogénicos, 0 que sugere que o desenvolvimento carcinogénico
resulta de infeccBes persistentes, e muitas vezes por varios subtipos de HPV, ou por
tipos de alto risco. No entanto, os determinantes da persisténcia do HPV dependem
em grande parte da capacidade do individuo infectado desencadear uma resposta
imunologica eficaz contra o virus (FRANCO et al.,, 2001). A funcdo imunoldgica
diminuida est4 associada a um maior risco de infeccdo persistente e aparecimento
de cancer (WU et al., 2008).

Atualmente se sabe que o tipo 16 € o mais prevalente em todo o
mundo (SCHIFMAN & CASTLE, 2003), independentemente da gravidade da lesdo
escamosa, e, de maneira geral, os HPV identificados como de alto risco estéo
presentes em mulheres imunocompetentes em cerca de 20% dos quadros

histologicos negativos, em 70% dos casos de lesdes intra-epiteliais escamosas de
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baixo grau (LSIL), em mais de 90% das lesOes intra-epiteliais escamosas de alto
grau (HSIL) e em mais de 95% dos casos de carcinoma escamoso (ANDERSSON et
al., 2005; WU et al., 2006; ELEUTERIO JR et al., 2007).

Dentre os casos de lesfes associadas a infec¢do pelo papilomavirus,
a persisténcia do HPV nas células epiteliais parece ser critica para o
desenvolvimento de alteracdes celulares do tipo neoplasias intraepiteliais cervicais,
gue sao classificadas em trés tipos: a NIC I, considerada uma atipia celular de baixo
grau e as NIC’s 2 e 3 denominadas de precursoras do céancer uterino por
apresentarem lesdes de elevado risco para o desenvolvimento carcinogénico

juntamente com os carcinomas in situ (STRICKLER et al., 2003).

O Ministério da Saude do Brasil registra a cada ano cerca de 137 mil
novos casos de lesBes provocadas pela infec¢cdo por Papilomavirus humano no
pais, sendo que este virus foi encontrado em 90% dos casos de cancer de colo de
atero. Um levantamento realizado pelo Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2008)
mostrou que existem aproximadamente 18 mil novos casos de cancer de utero a
cada ano no pais. No ano de 2007 o cancer cervical foi 0 segundo tipo de cancer

mais comum entre mulheres no mundo todo (WU et al., 2008).

A estimativa do INCA para 2002 era de 17 mil novos casos de cancer
uterino, com cerca de 4 mil 6bitos. Em 2001, foram registrados 3.860 6bitos de
mulheres em decorréncia do cancer uterino. O numero de casos novos de cancer do
colo uterino esperados para o Brasil em 2005 foi de 20.690, com um risco estimado

de 22 casos a cada 100 mil mulheres.

O numero de casos novos de cancer do colo uterino esperados para
o Brasil em 2010 poderé atingir uma margem de 40,97 novos casos a cada 100 mil
mulheres. O Para tem uma estimativa de 20,82 casos para cada 100 mil mulheres
(INCA, 2010), fato que merece atencao e interesse pelos 6rgaos governamentais e

de controle de endemias.
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2.9. DIAGNOSTICO

Além da anamnese e do quadro clinico, o diagnéstico da infec¢éo por
HPV deve ser confirmado por técnicas histoldgicas, citolégicas e moleculares,
sempre que possivel. O primeiro diagnéstico de alteracdes celulares associadas ao
HPV é feito com ajuda a aplicagdo de acido acético 4%, onde as lesdes associadas
ao HPV tornam-se esbranquicadas e séo visualizadas a olho desarmado (nu) ou
com ajuda de um colposcoépio (ALCHORNE et al, 2002).

O teste de Papanicolau, exame subsequente a visualizacéo
macroscopica das lesdes, é recomendavel em todos os casos de verrugas genitais
em mulheres para a verificacdo da presenca das alteracdes morfolégicas sugestivas
do efeito citopatico do HPV, tais como presenca de coilécitos, células disqueratoticas
e binucleacédo; além de outros critérios citolégicos recomendados para determinacao
do efeito citopatico do HPV (MIZIARA, 2004).

Outros métodos, porém, sdo necessarios para a identificacao precisa
destas alteracdes celulares ou mesmo da presenca do virus ou do seu material
genético (DNA) em amostras biolégicas. Com o avan¢o das técnicas de biologia
molecular baseadas na amplificacdo do DNA do HPV em amostras bioldgicas,
muitas dificuldades de padronizacdo e comerciais foram corrigidas e hoje, através
destas técnicas, € possivel a deteccdo dos diversos tipos de HPV de alto risco,
mesmo em casos de baixas cargas virais durantes as infecgdes (COUTLEE et al.,
2005). A Tabela 2 mostra um breve resumo dos principais métodos, sua
sensibilidade para a identificagcdo precisa dos varios tipos de HPV, vantagens e

desvantagens.
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Método

Vantagem

Desvantagem

Inspecao / Lupa
Citologia

Histologia
Colposcopia,
uretroscopia,

anoscopia

Southern Blot

Hibridac¢éo por Blot

Hibridacéo in situ
Imuno-histoquimica
PCR

(Reacdo em Cadeia de
Polimerase)

Sorologia

Baixo custo e rapido
Baixo custo e rapido

Sensivel para diagnostico neoplasico

e morfolégico.
Visualizacdo ampliada a possiveis
lesbes

Sensivel. Permite a identificacdo do
tipo de HPV, usa tecido vivo ou
células.

Sensivel. Permite a identificagdo do
tipo de HPV usa tecido vivo ou
células.

Permite a localizacdo do HPV. Usa
tecido vivo ou células.
Permite a localizacdo do HPV no
contexto morfolégico.
Sensivel, permite a detec¢éo do
DNA viral no tecido vivo, fixado ou
em células, e ainda a identificacéo
do tipo de HPV em pouca
guantidade de material bioldgico.
Identificacdo de anticorpos e de
infeccdo possivelmente passada

Nao detecta a doenca subclinica.
Pouco sensivel; possibilidade de
erros na amostra e de interpretacao.
Método Invasivo.

A diferenciacéo das lesdes
associadas ao HPV é de dificil
acessibilidade em relacéo a alguns
tipos de neoplasias.

Uso de sondas radioativas, em
técnica trabalhosa, demorada tem
custos elevados.

Permite falso-positivo devido a
HibridagBes cruzadas e tem custos
elevados.

Baixa sensibilidade e tem custos
elevados.

Pouco sensivel e pouco especifico,
tem custos elevados.
Grande potencial para contaminagéo
ou amplificacéo inespecifica.

N&o ha teste disponivel para tipos
especificos de HPV.

Fonte: Alchorne et al, 2002.

2.9.1 — Achados citoldgicos e classificacdo

O exame citologico de Papanicolau ndo é apenas o mais utilizado

para identificar células malignas e pré-malignas presentes em amostras cervico-
vaginais, ele tem também um papel de suma importancia na deteccdo das lesdes
pré-cancerigenas, associadas ou ndo ao HPV. Esta classificacdo baseia-se na
identificacdo de caracteristicas citoloégicas associadas a alteracbes no nucleo,
citoplasma ou perda de suas relacdes intimas, afinidade tintorial e espessura da
carioteca nuclear quando comparada com a carioteca das células do epitélio normal.
De tal modo que, as altera¢des nucleares e citoplasmaticas sao tdo discrepantes do
normal que a simples observacdo microscopica, destas atipias permite definir e
presumir o grau de desordens morfolégicas peculiares que tornam possivel a

classificacao citologica destas atipias epiteliais em leves, moderadas e acentuadas;
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além dos casos do carcinoma in situ, ou invasor, tanto de origem escamosa como
glandular (GOMPEL & KOSS, 1997).

Os Critérios Citoplasmaticos de Malignidade, assim, sdo associados

a presenca de células alteradas em relacao ao:

1 Formato das células: células em fibra, em girino, em raquete, ovais ou
elipticas.

2 Tamanho e formas variaveis (pleomorfismo).

3 Vacuolizagbes atipicas. A coilocitose observada na infeccdo por HPV,
indicativa de infeccdo ativa, apresenta-se com grandes halos perinucleares que
ocupam quase que totalmente o citoplasma da célula afetada, atipias nucleares,
espessamento das bordas citoplasmaticas (halo perinuclear grande).

4  Presencga de ceratinizagao.

5 Cariomegalia —nucleo de tamanho acima do usual. Deve-se a uma maior
guantidade de DNA, e a presenca de cromatina gigante e anémala.

6 Hipercromasia — maior afinidade tintorial do nucleo (nlcleos se corados mais
intensamente).

7 Membrana nuclear grosseira e irregular; e cromatina grosseira e irregular,
gerando espacgos vazios no nucleo — sdo os principais critérios citomorfolégicos de
malignidade, os quais surgem em funcdo do arranjo irregular da cromatina e da
carioteca.

8 Presenca de nucléolos mudltiplos, proeminentes e irregulares — é outro

indicativo de neoplasia pouco diferenciada ou de adenocarcinoma.

Essas atipias celulares podem ser observadas individualmente em
uma grande variedade de alteragbes que vao desde 0s processos reacionais
benignos como metaplasias relacionados a inflamacéo; até neoplasias intraepiteliais
escamosas e glandulares observadas em lesbes pré-malignas e neoplasias
fracamente invasivas de colo de utero, associadas ou ndo ao HPV (GOMPEL &
KOSS, 1997).
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Em 1988, porém, na cidade de Bethesda, apds varias tentativas de
se chegar a uma classificagcéo citomorfolégica compativel com as observacgdes feitas
na citologia e na histologia de lesbes de colo do utero, varios especialistas se
reuniram e iniciaram uma ampla discussdo com o objetivo de debater e buscar
solugcbes para as altas taxas de falsos negativos detectados nos exames de
prevengao ao cancer cervical (exame de Papanicolau). Assim, em 1991, novas
propostas de mudancas foram feitas na classificacdo citologica de Bethesda que
culminaram com a revisdo desta classificacdo em 2001 e com o estabelecimento de
uma nova estrutura para as classificagbes citologicas, aceitas até hoje que
receberam o nome de Sistema de Bethesda (MIZIARA, 2004).

A versdo atual baseia-se em uma analise do tipo da amostra com
descricdo do método utilizado (coleta e leitura, caso seja automatizada, descricdo do
aparelho), adequacédo da amostra — satisfatéria para avaliacdo ou insatisfatoria para
avaliacdo, ressaltando as caracteristicas do esfregaco e dos achados. Classificacédo
geral - Negativo para atipias intra-epiteliais ou malignidade; Anormalidades de
células epiteliais; Atipias de células escamosas (ASC) de significado indeterminado
(ASC-US), ndo podendo excluir lesdo de alto grau (ASC-H), lesdo intra-epitelial
escamosa de baixo grau (LSIL) e Lesao intra-epitelial escamosa de alto grau (HSIL)
(MIZIARA, 2004).

Esse sistema de classificacdo de Bethesda permite a classificacdo da
morfologia das células com base nas alteracBes associadas ao efeito citopatico
compativel com o HPV a partir de critérios citoldgicos classicos como a identificacao
dos coildcitos associados ou ndo a células disqueratoticas ou a partir de critérios
nao-classicos em que se encontra coilocitose discreta, disqueratose discreta, células
“fantasmas”, células em “girino”, condensagéao de filamentos em células escamosas,
células em fibra, ndcleo em borrdo, halo perinuclear e bi ou multinucleado. Onde a
presenca de cinco ou mais destes critérios ndo classicos é o suficiente para sugerir

a presenca de efeito citopatico compativel com o HPV (MIZIARA, 2004).
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3. OBJETIVOS

GERAL

Avaliar o desempenho diagnoéstico das metodologias de citologia
convencional (Exame de Papanicolau) em relacéo a citologia em base liquida, além
de determinar a prevaléncia dos genétipos 16 e 18 do HPV em mulheres sem lesdes
de cérvice uterina aparentes e relacionar a presenca de quadros inflamatdrios,
associados ou ndo ao HPV, com dados epidemiol6gicos como idade, escolaridade,
condicao socio-cultural de mulheres provenientes do municipio de Barcarena — Para-

Brasil.

ESPECIiFICOS

1 Avaliar o desempenho diagnéstico das metodologias de citologia
convencional (Exame de Papanicolau) em relacdo a citologia em base
liquida;

2 Determinar a prevaléncia dos genétipos 16 e 18 do HPV em mulheres
sem lesdes de cérvice uterina aparentes;

3 Relacionar a presenca de quadros inflamatérios, associados ou néo
HPV, com dados epidemiolégicos como idade, escolaridade e condi¢do

sécio-cultural de mulheres.

4. MATERIAIS E METODOS
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4.1. AMOSTRA POPULACIONAL.

Participaram deste estudo, voluntariamente, 50 mulheres atendidas
na Unidade Mista de Saude de Barcarena — Parda, provenientes das zonas urbanas e
rurais da cidade de Barcarena e regido, através de campanha para coleta de Exame
de Papanicolau como métodos de prevencdo de cancer do colo do utero. A
identificacdo das formas clinicas e sub-clinicas de HPV foi feita por meio da
utilizacao de técnicas de acido acético a 10%, além das analises macroscoépicas das
possiveis lesdes, coleta de material cérvico-vaginal para realizacdo de PCR para
HPV 16 e 18 e citologia esfoliativa convencional e de citologia liquida.

Todas as pacientes atendidas nesta campanha receberam
informacdes referentes a todos os procedimentos realizados pelo corpo de saude
deste estudo e aos resultados desta pesquisa, através de esclarecimentos verbais e
por escrito. Somente apos as voluntarias terem assinado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, promulgado pela Comissdo de Etica do Hospital Universitario
Jodo de Barros Barreto da Universidade Federal do Para, as mesmas foram
incluidas para as coletas de amostras.

4.2. COLETA E ANALISE DO MATERIAL BIOLOGICO PARA CITOLOGIA
CONVENCIONAL, CITOLOGIA LIQUIDA E PCR.

Foram utilizadas duas técnicas para colheita do material cérvico-
vaginal. A primeira baseada na coleta do material com escova cervical e espatula
ginecoldgica para confeccédo de esfregaco em lamina pelo método convencional, e a
segunda baseada na coleta do material com o quite de coleta do sistema DNA-
CITOLIQ®, composto de um tubete com 1ml de solucdo Universal Collection
Medium (UCM) e escova endocervical do quite, para o procedimento da citologia de
base liquida pelo Sistema DNA-CITOLIQ (DIGENE). Apés a confecgdo das laminas,
o material obtido para andlise por citologia liquida foi conservado a 4° C para
posterior extragcdo do DNA viral.
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A padronizacdo das técnicas de confeccédo e coloracdo das laminas
de citologia de base liquida e convencional, assim como, as analises e 0s resultados
destas foram realizados segundo a Classificacdo de Bethesda e revisados
cegamente por dois citopatologistas do Laboratério de Patologia Geral -
Imunopatologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da UFPA. Sendo considerados
como exames citoldgicos positivos para alteracdes sugestivas de efeito citopético
compativel com HPV aqueles observados pelos dois observadores em ambas as

técnicas.

4.3. COLORACAO E EMISSAO DE LAUDO

A técnica de coloracdo adotada foi a técnica de Papanicolau com os
tempos de imersdo sendo ajustados de forma a se conseguir os melhores

resultados, conforme descrito abaixo:

Alcool (3 a 5 minutos)

Agua destilada (5 segundos)
Hematoxilina (5 minutos)

Lavar com agua corrente (aproximadamente 5 segundos)
Alcool 95% (5 segundos)

Acido aceticoal glacial (5 segundos);
Acido fosfotunguistico (5 segundos);
Orange G (2,5 minutos)

Alcool 95% (5 segundos)

10. Eosina (3,5 minutos)

11. Alcool 95% (5 segundos)

12. Alcool Absoluto (5 segundos)

13. Xilol (5 minutos)

© 0 N o g b~ WP

Os tempos de imerséo de lamina expressos em segundos podem ser
substituidos por mergulhos consecutivos, com agitacdo, nas respectivas solucoes.
Em seguida, estas laminas foram montadas com laminulas Entelan (Merk), para
melhor conservagdo do material. A leitura foi triada cegamente e seus resultados

expressados segundo a Classificagéo Internacional de Bethesda. Neste método sé&o
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considerados positivos 0s exames alterados na primeira ou na segunda revisao
citologica, sendo classificados com alteracdes de pré-malignidade os casos em que

as células nao apresentaram nenhuma alteracdo e os inflamatorios.

4.4. EXTRACAO DE DNA VIRAL E IDENTIFICACAO DOS GENOTIPOS 16 E
18

A partir de células contidas no material de coleta para analise de
citologia de base liquida, o DNA viral foi extraido utilizando o kit comercial QIAamp
DNA Mini Kit (Qiagen) seguindo as instrugdes do fabricante. A identificagdo dos
gendtipos 16 e 18 do HPV foi feita por PCR em tempo real empregando o sistema
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA) tendo como alvo o gene E1 do HPV.
As reacdes de genotipagem foram preparadas utilizando iniciadores (PF16, PR16,
PF18 e PR18) e sondas especificas (PB16 e PB18) para os gendtipos 16 e 18 do
HPV (Tabela 3) e o conjunto de reagentes do kit comercial TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), contendo nucleotideos, tampéao,
UNG, AmpliTaq®, referéncia passiva (ROX), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Cada reacéo foi composta por 15 uL de Master Mix, 10,5 uL de agua, 1,5
uL de conjunto de iniciadores e sonda para cada genotipo (assay-by-design) e 3L
de DNA. A reacéo foi realizada na plataforma ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems,
Foster City, CA), com o seguinte protocolo de ciclagem: um ciclo de 50°C por 2
minutos; um ciclo de 95°C durante 10 minutos; 50 ciclos de 90°C durante 50

segundos e 60°C durante 1 minuto.

Tabela 3 — Sequéncias nucleotidicas de iniciadores e sondas utilizadas para identificar os genétipos
16 e 18 do HPV.

PF16 GCCTACGATAATGACATAGTAGACGATAG
PR16 ACAATCCTTTACAATTTTTGCCTGTGAA
PF18 TGTCAGAAATGGTACAATGGGCATT

PR18 TGTTGCTGTCTGCTAATAAGGCATA

PB16* FAM-CAATTGGCAGACACTAATAG-TAMRA

PB18* FAM- GATATGGCATTTGAATATG —-TAMRA




38

5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados citologicos e moleculares da infeccdo pelo HPV foram
agrupados e analisados no programa BioEstat versdo 5.0 (Ayres et al 2005),
utilizando o teste exato de Fisher e o "Screening Test" visando determinar a
especificidade/sensibilidade dos métodos. Por fim, neste estudo foi considerado

significativo valor de p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. ANALISE COMPARATIVA ENTRE A CITOLOGIA CONVENCIONAL
(EXAME DE PAPANICOLAU) E A CITOLOGIA DE BASE LIQUIDA.

Neste estudo, como j& mencionado, foram realizadas duas coletas de
material cérvico-vaginais, consecutivas e imediatas de cada paciente permitindo a

utilizacdo das duas metodologias para analise dos esfregacos.

Como resultado pratico destas coletas observou-se como vantagem
da utilizacdo do método de citologia de base liquida que todo o material coletado foi
conservado e fixado imediatamente apds este procedimento, a partir da introducéo
da escova ginecoldgica no liquido fixador do quite, e néo distribuido, “em parte”,

diretamente em lamina como na citologia convencional.

O método de citologia de base liquida, além de simplificar a coleta,
diminuiu a presenca de interferentes citologicos em lamina, como o0 excesso de
bactérias, hemacias, leucécitos, muco, ou de aglomerados celulares; além de
permitir a visualizacdo individual das células escamosas (normais, com alteracdes
pré-malignas e malignas), e a conservacao de todo o material celular coletado para

futuras analises, como PCR para o HPV e/ou repeticdes.

Como intercorrentes da metodologia de citologia liquida, em nossa
opinido, estdo: (1) as dimensfes da escova endocervival que acompanha o quite
Universal Collection Medium (UCM), fornecida pelo fabricante, que apresenta uma
base muito larga, em comparacdo com a escova ginecoldgica tradicional, impedindo
a sua introducdo, em mais de 2 cm, no canal do colo do utero. Desta forma, ha risco
de ndo obtencdo de células de lesBes pré-malignas e malignas mais profundas no
canal do colo utero; e (2) o fato de que esta metodologia exige que o observador
esteja bem treinado e familiarizado com as alteracdes celulares observadas em
lamina, como as células endocervicais e metaplasicas que tendem a ser vistas
isoladas, de tamanho menor e de aspecto mais redondo em comparagcao com estes

tipos celulares observados na citologia convencional: a flora coco bacilar que é



40

observada quase exclusivamente sobre o citoplasma das células escamosas (sendo
menos evidente o habitual fundo "arenoso" dos esfregagcos de vaginoses
bacterianas); e os Trichomonas vaginalis que sdo menores e menos visiveis em

comparacao com o observado na citologia convencional.
6.2. RESULTADOS CITOLOGICOS

Os resultados de andlise citolégica, pelos métodos de citologia
convencional e citologia de base liquida, mostraram grau de similaridade de 97%,
dos quais se observou, conforme j& amplamente descrito na literatura, maior
incidéncia de processos inflamatérios (40/50) em detrimento aos casos de citologia
normal (08/50), alteracbes escamosas de significado indeterminado (ASC) ou pré-

malignas associadas a processos inflamatérios (05/40) ou ao HPV (02/50).

Dentre os agentes biolégicos mais frequentes (24/50) associados a
processos inflamatoérios foram encontrados a Gardnerella vaginalis (10/40) e os
Bacilos curtos (14/40), principalmente em mulheres com idade entre 20 e 37 anos
(14/24) (Tabela 4), de atividades domésticas e rurais (lavradoras) (12/24) (Tabela 5),
com escolaridade até o 1° grau completo (11/24) (Tabela 6).

TABELA 4 — Resultados de PCCU associados a Faixa Etaria das mulheres atendidas neste projeto.

<20 01 02 00 00 01 00 00 00 00 00 04
20-25 01 03 01 01 02 00 01 01 00 02 12
26-31 01 03 01 01 03 00 01 00 00 00 10
32-37 03 01 00 01 02 01 00 01 01 00 10
38-43 01 00 00 00 03 01 00 00 00 00 05
44-49 01 00 00 00 01 01 00 00 01 00 04
>50 00 01 00 00 02 00 02 00 00 00 05

Legenda: Norm — Citologia normal; GV — Gardnerella vaginalis; Cand — Candida sp.; TV —
Trichomonas vaginalis; Inflam. Inesp. - Citologia Inflamatéria Inespecifica; TV+GV — T. vaginalis
associada a G. vaginalis; Cand+GV — Candida sp. associada a G. vaginalis; HPV — efeito citopatico

compativel com HPV.



TABELA 5 — Resultados de PCCU associados ao Tipo de Ocupacdo das mulheres atendidas

neste projeto.

Domestica 03 02 00 02 05 00 03 01 02 00 18
Lavradora 00 04 00 01 01 00 00 00 00 00 06
Comerciaria 00 00 00 00 00 00 00 01 00 00 01
Professora 01 00 01 00 02 01 00 00 00 00 05
Agente 02 01 01 00 02 02 00 00 00 00 08
Administrativo

Secretaria 00 00 00 00 01 00 00 00 00 00 01
Artista 00 00 00 00 01 00 01 00 00 00 02
Plastico

Estudante 02 03 00 00 02 00 00 00 00 02 09

Legenda: Norm - Citologia normal; GV — Gardnerella vaginalis; Cand — Candida sp.; TV —
Trichomonas vaginalis; Inflam. Inesp. - Citologia Inflamatdria Inespecifica; TV+GV — T. vaginalis
associado a G. vaginalis; Cand+GV — Candida sp. associado a G. vaginalis; HPV — efeito citopético

compativel com HPV.

TABELA 6 — Resultados de PCCU associada ao Grau de Escolaridade das mulheres atendidas

neste projeto.

1° grau 02 03 01 03 04 00 03 02 02 00 20
incompleto

1°grau 01 03 00 00 01 01 00 00 00 00 06
completo

2° grau 00 00 00 00 00 00 01 00 00 00 01
incompleto

2° grau 03 04 01 00 08 01 00 00 00 02 19
completo

3° Grau 02 00 00 00 01 01 00 00 00 00 04

Legenda: Norm - Citologia normal; GV — Gardnerella vaginalis; Cand — Candida sp.; TV —
Trichomonas vaginalis; Inflam. Inesp. - Citologia Inflamatéria Inespecifica; TV+GV — T. vaginalis
associado a G. vaginalis; Cand+GV — Candida sp. associado a G. vaginalis; HPV — efeito citopatico
compativel com HPV.
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6.3. DIAGNOSTICO CITOLOGICO E MOLECULAR

Em relacdo a identificacdo e ao diagnostico citolégico e molecular
(PCR) da presenca dos tipos 16 e 18 do HPV, de alto risco, nas voluntarias deste
estudo, observou-se que citologicamente o efeito citopatico compativel com HPV
(02/50) nédo foi o principal achado nos métodos de citologia de base liquida e
citologia convencional. Por outro lado, o diagndstico molecular por PCR para HPV
dos tipos 16 e 18 foi um achado importante (05/50) em relac&o ao total de mulheres

atendidas.

A presenca de PCR positivo para HPV dos gendtipos 16 (04/05) e
16/18 (01/05) esteve, em alguns casos, associado a mulheres que apresentavam
lesbes celulares escamosas de significado indeterminado (ASC-US) (02/05) e pré-
malignas do tipo neoplasia intraepitelial cervical de grau | (NIC 1) (02/05), porém,
sem diagnostico citoldgico sugestivo de efeito citopatico compativel com HPV. Em
apenas um caso o0 achado citolégico foi compativel com o diagnéstico de PCR

positivo para HPV do tipo 16 (Tabela 7).

Em relacdo aos aspectos epidemiolégicos associados as mulheres
gue apresentaram PCR positivo para os tipos 16 ou 16/18 de HPV, estas tinham em
média 27,4 anos de idade, inicio da vida sexual em torno dos 17 anos, escolaridade
compativel com 2° grau completo e tipo de ocupacdo principal - estudante.
Frequentemente associada a outras infeccdes ginecoldgicas (DST), como a
associacado do HPV do tipo 16 com a G. vaginalis (01/05) ou da G. vaginalis e o T.
vaginalis mais a co-infec¢éo dos tipos 16 e 18 do HPV ao mesmo tempo (01/05).

Os casos citologicos falso-negativos para a evidéncia de efeito
citopatico compativel com HPV aqui observados, segundo o "Screening Test" e o
Teste Exato de Fisher (p<0,05) com PCR positivo (HPV detectado), nos permitem
dizer que a evidéncia de efeito citopatico compativel com HPV (Teste Exato de
Fisher - p=0,1075) ndo é um dado que representa especificidade e/ou mesmo
sensibilidade para os métodos de Citologia Convencional (Exame de Papanicolau)

ou de Citologia de Base Liquida em relacdo ao PCR para os tipos 16 e 18 do HPV.



A observacdo, entretanto, de alteracdes citoldgicas celulares
escamosas de significado indeterminado (ASC-US) ou pré-malignas, do tipo
neoplasia intraepitelial cervical de grau | (NIC I) (Teste Exato de Fisher - p=0,0166),
nos permite dizer que a observacdo destes achados representam um alerta para a
possivel infec¢do da paciente pelos tipos 16 e 18 do HPV, mesmo sem a evidéncia

de efeito citopatico compativel com HPV na Citologia Convencional (Exame de

Papanicolau) ou Citologia de Base Liquida.

TABELA 7 — Diagnéstico molecular e genotipagem do HPV associado a presenga de citologia

caracteristica de lesdes celulares limitrofes e pré-malignas com ou sem associacdo ao efeito

citopatico compativel com HPV.

Bacilos Curtos ASC-H Negativo
Bacilos Curtos NIC | Positivo (16)
HPV NIC | Positivo (16)
Bacilos Curtos ASC-US Positivo (16)

G. vaginalis NIC | Positivo (16)

T. vaginalis + HPV NIC | Negativo

T. wvaginalis + G. ASC-US Positivo (16/18)
Vaginalis

1° Grau completo
2° Grau completo
2° Grau completo
2° Grau completo
2° Grau completo
2° Grau completo

1° Grau completo

Comeércio
Estudante
Estudante
Estudante
Estudante
Estudante

Comércio

Legenda: PCR — Reacdo em cadeia Polimerase; NIC | — Neoplasia Intraepitelial Cervical (Displasia
Leve / Lesdo intra-epitelial escamosa de baixo grau); ASC-US (Atipias de Células Escamosas de

Significado Indeterminado); HPV — Efeito Citopatico compativel com HPV; HPV 16 — Papiloma Virus

do Sorotipo 16; HPV 16/18 — Papiloma Virus dos Sorotipos 16 e 18 ao mesmo tempo.
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7. DISCUSSAO

O uso da citologia de base liquida tem demonstrado uma série de
vantagens em relacdo a citologia convencional, tais como a reducédo da area a ser
analisada, do tempo de screening de cada amostra e dos interferentes de
interpretagdo como ressecamento da amostra, excesso de muco, hemacias,
leucdcitos, restos celulares e agentes infecciosos, 0 que proporciona consequiente
melhor visualizacdo e seguranca na identificacdo de células atipicas, pré-malignas

ou malignas, quando presentes no esfregaco (Michalas, 2001, Stoler, M H, 2000).

De forma semelhante, estas vantagens também foram observadas em
nossos estudos, contudo, no nosso entendimento, esta metodologia, embora ja
conhecida teoricamente por muitos, ainda carece de maior divulgacdo para
profissionais de saude, visto que a execucao do diagndstico citolégico por esta exige
a presenca de observador bem treinado e familiarizado com as modificacdes
celulares observadas neste tipo de esfregaco, tanto no tocante as células, quanto
em relacdo a visualizacdo dos agentes infecciosos, em comparacdo com O

observado na citologia convencional.

Em relacdo a identificacdo e ao diagndstico citolégico e molecular
(PCR) para a presenca dos tipos 16 e 18 do HPV, nas voluntarias deste estudo,
observou-se que citologicamente o efeito citopatico compativel com HPV (02/50) nao
foi o principal achado nos métodos citol6gicos utilizados (de base liquida e citologia
convencional), dados que nao diferem da literatura (FRANCO et al., 2001; CASTLE
et al., 2002; NORONHA et al,2005; COUTLEE et al., 2005).

Do total de casos, foram observadas ocorréncias de HPV dos tipos 16
e 18 em 10% das mulheres atendidas, por meio do diagndstico molecular (PCR).
Destes, alguns casos estavam associados a mulheres que apresentavam lesdes
celulares escamosas de significado indeterminado (ASC-US) (02/05) e pré-malignas
do tipo neoplasia intraepitelial cervical de grau I (NIC I) (02/05), sem diagndstico
citolégico sugestivo de efeito citopatico compativel com HPV. Isto se mostrou um
achado importante e de alerta sobre a necessidade de investigagao molecular deste

agente em pacientes sem estas alteracdes citologicas.
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Marais et al. (2008) estudaram populacdes de mulheres da Africa do
Sul e constataram que 20,4% das amostras coletadas eram de mulheres que
apresentaram diagnostico citologico normal e resultado positivo para deteccdo do
HPV. Seus resultados mostraram ainda que a prevaléncia da infeccdo por HPV era
diretamente proporcional & severidade das anormalidades citologicas, de forma que
o0 HPV foi encontrado em 42,7% das amostras com ASC-US, em 70% dos casos de
LSIL e em 75,8% das mulheres com HSIL.

Estudos como este justificam a manutencdo das campanhas gratuitas
de prevencdo do cancer de colo do Gtero como uma medida preventiva importante
no combate desta doenca, principalmente no Estado do Para onde, provavelmente,
o perfil epidemioldgico dessa doenca esta associado as grandes distancias que as
mulheres de comunidades ribeirinhas tém que percorrer para realizar este exame de
forma gratuita; ao tipo de atividade econdmica da regido; ao preconceito local ainda
existente com o exame; e ao grau de dificuldade de implementacdo de acbes
efetivas de retorno das pacientes as consultas médicas apés a obtencdo do
resultado do exame e mesmo o encaminhamento para diagnéstico molecular dos

casos positivos para lesdes do tipo ASC-H e NIC I, Il e lIl.

Estes dados impactam diretamente sobre as estimativas do INCA para
2010 que é de 40,97 a cada 100 mil mulheres novos casos de cancer do colo uterino
esperados para o Brasil e de 20,82 novos casos para cada 100 mil mulheres sé no
Estado do Para (INCA, 2010).

Como ja descrito na literatura, o risco de infeccdo por HPV e de
desenvolvimento de Cancer de Colo do Utero aumenta se associada a diversos
fatores epidemiolégicos como o numero de parceiros sexuais, associacdo com
outras Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST), exposi¢cdes repetidas a varios
subtipos do virus, tabagismo, inicio precoce da vida sexual, uso crbénico de
anticoncepcionais orais e o tipo de resposta imunolégica a infecgdo (STRICKLER et
al., 2003; SCHIFFMAN & CASTLE, 2003; COUTLEE et al., 2005). Assim, neste
estudo nds buscamos verificar, dentro da nossa casuistica, quais eram estas

possiveis associacdes epidemioldgicas com a incidéncia de HPV.
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Nossa observacdo a cerca da relacdo entre o0s aspectos
epidemioldgicos e as mulheres que apresentaram PCR positivo para os tipos 16 ou
16/18 de HPV mostrou certa concordancia com dados da literatura de modo que, em
nossos estudos, a maioria das mulheres eram adultas-jovens (27,4 anos de idade
em média), com inicio da vida sexual em torno dos 17 anos, escolaridade compativel
com 2° grau completo e exame de Papanicolau frequentemente associado a lesdes
celulares precoces tais como alteracbes celulares escamosas de significado
indeterminado (ASC-US) e neoplasia intraepitelial cervical de grau | (NIC I), mesmo

quando da auséncia de efeito citopatico compativel com HPV.

Wentzensen et al. (2009) estudaram o grau de severidade da neoplasia
cervical baseando-se na combinacdo de testes histopatoldgicos, citopatolégicos e
distribuicdo do genodtipos de HPV em uma amostra de 1700 mulheres. Dentre seus
achados, destaca-se a inespecificidade dos testes citoldgicos para identificacdo da
presenca do HPV e do estagio da lesédo. Além das ocorréncias de HPV identificadas
por meio de PCR em amostras que nao apresentaram efeito citopatico, 45% dos
casos de neoplasia intraepitelial cervical de grau Il e 21% dos casos de neoplasia
intraepitelial cervical de grau Il foram caracterizados como HSIL, pela andlise
citolégica. Os pesquisadores concluiram pela importancia da associagdo dos testes
histopatoldgicos, citologicos e de deteccdo de DNA viral para a correta classificacao

e diagndstico da doenca e aplicacéo do tratamento adequado.

Nos resultados deste estudo a observacdo da presenca de outros
agentes infecciosos, em especial a G. vaginalis e o T. Vaginalis, também associados
a mulheres que apresentavam PCR positivo para os tipos 16 ou 16/18 de HPV, mas
sem efeito citopatico compativel com HPV no exame de Papanicolau, foi outro
achado importante que corrobora com a literatura em relagdo ao aumento da

incidéncia de infec¢des pelo HPV em mulheres co-infectadas com outras DST.

Estudos realizados em mulheres portadoras do virus HIV mostraram
gue a ocorréncia do HPV é maior em mulheres soropositivas em todos 0s grupos de
idade. Dentre os casos estudados, a prevaléncia do HPV foi mais expressiva no
grupo de mulheres soropositivas com idades entre 25-46 anos. Entre as mulheres

infectadas pelo HIV, 69% apresentaram mais de um tipo de HPV, sendo que 46%
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para um tipo de HPV carcinogénico e 10% para o HPV 16. Além disso, foi possivel
observar uma relagcéo proporcional entre a severidade das alterag@es citoldgicas e a
baixa contagem de células T CD4+ (SINGH et al., 2009).

Murta et al (2001) em seus estudos observaram que a presenca de co-
infeccbes genitais, transmitidas sexualmente ou néo, pode ser um fator importante e
facilitador para a proliferacdo celular associada ao HPV, possivelmente por

aumentar a umidade no meio vaginal.

Discacciati et al (2004) em seus estudos também observaram que a
frequéncia de anormalidades citolégicas cervicais associadas ao HPV apds a
conizacao é maior em pacientes com vaginose bacteriana anteriores a conizacao,

em comparag¢ao com as mulheres sem vaginose bacteriana.

Nonnenmachera et al (2002), por sua vez, observaram que,
semelhante aos nossos resultados, e diferente da maioria dos trabalhos ja
publicados em relacdo ao nivel de escolaridade, a maior positividade associada a
infecgao pelo HPV estava associada a mulheres com maior tempo de escolaridade,
quando comparadas as de menor tempo de escolaridade.

Nossos dados estatisticos, "Screening Test" e o Teste Exato de Fisher
(p<0,05), para avaliar a relacéo da presenca de PCR positivo (HPV detectado) com
a evidéncia de efeito citopatico compativel com HPV no exame de Papanicolau,
mostraram que a presenca de efeito citopatico compativel com HPV ndo € um
achado que represente especificidade e/ou mesmo sensibilidade aos métodos de
Citologia Convencional (Exame de Papanicolau) ou de Citologia de Base Liquida.
Mostraram também que a observacao de alteracdes citologicas celulares escamosas
de significado indeterminado (ASC-US) ou pré-malignas do tipo neoplasia
intraepitelial cervical de grau | (NIC 1) sdo achados que representam um alerta
vermelho para possivel infeccdo pelos tipos 16 e 18 do HPV, mesmo sem a

evidéncia citoldgica.

Brenna & Syrjanen (2003) em sua revisdo sobre o assunto definem

como bem estabelecido que a infec¢céao pelo HPV é o principal fator responsavel pelo
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desenvolvimento de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) e de carcinoma invasor do
colo uterino. Definindo assim que o DNA do HPV é detectado em praticamente 93%
dos casos de carcinomas cervicais e lesdes precursoras e conferindo risco relativo

em torno de 20% para o desenvolvimento desta doenca.

Estudos realizados pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos (NIH) através de inquérito, envolvendo 22 paises, para determinar a
prevaléncia dos tipos de HPV em 1000 casos de carcinomas invasores do colo
uterino, demonstraram que o HPV foi detectado em 99,7% destes, com 0s sorotipos
mais prevalentes tendo sido HPV 16 (53%), HPV 18 (15%), HPV 45 (9%), HPV 31
(6%) e HPV 33 (3%) (NIH, 1996).

Eltabbakh et al (2000) em seus estudos demonstraram uma associacao
entre presenca de displasia cervical a histologia, em mulheres portadoras de ASC-

US, e a historia de infeccao pelo HPV.

Daly et al (1998), na Irlanda, também descreveram que as mulheres
com alteragcbes menores (ASC-US ou LGSIL) na citologia e que fumavam mais de
20 cigarros por dia, tinham um risco de 5,85 (IC 95% 1,92-17,80) de apresentar NIC
Il ou NIC lll a histologia, em compara¢do com as ndo fumantes. Além disso, outros
estudos tém mostrado que, comparado a mulheres que nunca fumaram, as
fumantes tem um aumento significativo no risco de desenvolver carcinoma in situ e
cancer cervical. Esse risco aumentou com o0 numero de cigarros fumados
diariamente e com a diminui¢do da idade de iniciacdo do uso de cigarro (Collins et
al., 2010)

Lee et al (2001), na Coréia do Sul, descreveram a relacdo entre a
presenca de HPV de alto risco e os achados histologicos cervicais de 59 mulheres
com ASC-US na citologia, tendo sido observadas alteragfes neoplasicas em 88,2%
daquelas infectadas por HPV de alto risco e em 50,0% daquelas n&o infectadas.
Diante destes dados, estes autores recomendam a utilizacdo de exames
moleculares para deteccéo do HPV para selecionar as mulheres com maior risco de
apresentar lesao intra-epitelial cervical, pois, segundo o resultado dos seus estudos,

26,3% das mulheres com ASC-US tinham HPV de alto risco oncogénico, e eram
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estas que possuiam maior probabilidade de ter neoplasia cervical. Dados

semelhantes aos observados em nossos estudos.
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8. CONCLUSOES

Este estudo nos permitiu verificar a citologia de base liquida apresenta
vantagens sobre a citologia convencional (Exame de Papanicolau) naquilo que se

refere & rapidez e eficiéncia na execucao dos procedimentos.

Quanto a deteccdo especifica (PCR) da presenca dos sorotipos 16 e
18 do HPV foi observado que nao esta diretamente relacionada a presenca do efeito
citopético compativel com HPV, o que ressaltou a importancia da utilizacdo de
exames moleculares no diagndstico para este virus principalmente me pacientes que

apresentam lesdes do tipo ASC-H e NIC I, 1l e .

A observacédo a cerca dos dados sécio-epidemiologicos mostrou que a
presenca dos sorotipos 16 e 18 foi mais frequente em mulheres com 27,4 anos de
idade em média; com maior escolaridade; que exercem atividades domésticas e
rurais; e com ocorréncia de co-infeccdo por agentes infecciosos causadores de

outras doencas sexualmente transmissiveis.
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