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RESUMO
SILVIA, M. R. Perfil citopatoldgico de pacientes atendidas na casa da mulher e avaliagdo
da atividade do acido caurenoico contra linhagens de cancer cervical. 2018-64f.

Dissertacdo de Mestrado. Universidade Federal do Para, Belém, 2018.

O céncer do colo do utero (CCU), de grande importancia para saude publica, sendo considerado
0 4° tipo de céancer que mais acomete mulheres no mundo, possui como principal fator de risco
infecgBes por papilomavirus humanos (HPVs). Aproximadamente 70% de mulheres com
cancer de colo de Utero encontram-se em regides menos desenvolvidas, 0 que demonstra uma
relacdo socioecondmica. Os papilomavirus pertencem a familia Papillomaviridae, que
abrangem mais de 40 géneros, dos quais cinco sdo compostos de HPVs, com pelo menos 200
espécies ja descritas associadas a infeccdes humanas. Estes virus sdo envelopados, esféricos e
possuem como genoma DNA de fita dupla. Os HPVs possuem tropismo por células epiteliais e
infeccdes persistentes podem levar a transformacdes intraepiteliais progressivas com evolugéo
para lesGes precursoras do cancer cervical, e por fim cancer. A infeccdo por HPV é a infeccdo
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. No presente estudo foram analisados o perfil citopatologico de pacientes atendidas em
uma Unidade de Referéncia Secundaria em Cancer Ginecoldgico do municipio de Belém/PA e
a atividade do &cido caurenoico contra linhagens de céncer cervical. Para tanto houve a
identificacdo do perfil dos achados microbioldgicos e citopatoldgicos nos exames realizados
pelo laboratério da Casa da Mulher, durante o periodo de um ano, sendo utilizados dados de
2.202 exames preventivos de cancer de colo de Utero (PCCU), apresentando fraca correlacao
entre faixa etaria e frequéncia de achados microbiolégicos e alteracbes patolédgicas. Ja 0s
achados microbiolégicos, apresentaram a presenca de trés espécies: Gardnerella vaginalis
(23,48%), Candida sp. (12,44%) e Trichomonas vaginalis (0,68%). A prevaléncia de
anormalidades citolégicas correspondeu a 5,72%. As atipias celulares de significado
indeterminado a 2,679%, e a proporcdo total das lesdes neoplasicas potencialmente malignas
foi de 1,09%. O aumento da cobertura de PCCU na populacdo feminina precisa ser alcancado
e a promogdo da salde deve ser efetivada por meio de parcerias intersetoriais, participacao
popular e responsabilizacdo coletiva pela qualidade de vida. J& a avaliacdo do efeito genotdxico
e mutagénico do &cido caurenoico (AC) em linhagens de cancer cervical foi realizada com a
utilizacdo de linhagens HelLa (HPV18-positivo), CaSki (HPV16-positivo) e C33A (HPV-
negativo), sendo que o AC mostrou forte correlagdo positiva com os indicadores de
genotoxicidade avaliados. Em concentragOes elevadas, inibiu a expressdo dos genes E6 e E7 de
HPV, que interferem na regulacdo do ciclo celular. E, mesmo sendo observados efeitos
genotoxicos, 0s ensaios apontaram para possibilidade do uso do AC como matéria-prima de
agentes terapéuticos para cancer cervical com presenca de HPV, assim como em pesquisas
futuras sobre as funcdes de E6 e E7.

Palavras chave: Papilomavirus humano. Acido Caurenoico. Cancer Cervical. Citopatologia.



ABSTRACT

ROCHA, S. M. Cytopathological profile of patients attended at the woman's home and
evaluation of caurenoic acid activity against cervical cancer strains. 2018-64p. Masters
dissertation. Federal University of Parg, Belém, 2018.

Cervical cancer (CC), which is of great importance for public health, is considered to be the 4th
most common type of cancer in the world. Human papillomavirus (HPV) infections are the
main risk factor. Approximately 70% of women with CC are in less developed regions,
demonstrating a socioeconomic relationship. Papillomavirus belong to the family
Papillomaviridae, with more than 40 genera, of which five are composed of HPVs, with at least
200 species already described associated with human infections. These virus are enveloped,
spherical and have a double-stranded DNA genome. HPVs have tropism by epithelial cells and
persistent infections can lead to progressive intraepithelial transformations with evolution to
precursor lesions of cervical cancer, and finally cancer. HPV infection is the most common
sexually transmitted infection in the world, and most sexually active people, men and women,
will have contact with the virus at some point in their lives. In the present study, the
cytopathological profile of patients treated at a Secondary Reference Unit in Gynecological
Cancer of the city of Belém / PA and the activity of caurenoic acid against cervical cancer lines
were analyzed. The profile of the microbiological and cytopathological findings was verified
in the examinations carried out by the Casa da Mulher laboratory during a period of one year,
using data from 2,202 cervical cancer preventive exams (PCCU), showing a weak correlation
between age range and frequency of microbiological findings and pathological alterations. The
microbiological findings were the presence of three species: Gardnerella vaginalis (23.48%),
Candida sp. (12.44%) and Trichomonas vaginalis (0.68%). The prevalence of cytologic
abnormalities corresponded to 5.72%. Atypia cells of undetermined significance corresponded
to 2.679%, and the total proportion of potentially malignant neoplastic lesions was 1.09%. The
increase in PCCU coverage in the female population needs to be achieved and health promotion
must be effected through intersectoral partnerships, popular participation, and collective
accountability for quality of life. On the other hand, the evaluation of the genotoxic and
mutagenic effect of caurenoic acid (CA) in cervical cancer lines was performed using HelLa
(HPV18-positive), CaSki (HPV16-positive) and C33A (HPV-negative). AC showed a strong
positive correlation with the genotoxicity indicators evaluated. At high concentrations, it
inhibited the expression of E6 and E7 HPV genes, which interfere with cell cycle regulation.
Although genotoxic effects were observed, the assays pointed to the possibility of using CA as
feedstock for therapeutic agents against cervical cancer with HPV, as well as future research on
E6 and E7 functions.

Key words: Human papillomavirus. Caurenoic acid. Cervical cancer. Cytopathology.
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l. INTRODUGAO
.1 CANCER DO COLO DO UTERO: EPIDEMIOLOGIA

O céncer do colo do utero (CCU) é considerado um importante problema de saude
publica. Foi estimada a ocorréncia de 527 mil casos novos no mundo, em 2012, configurando,
assim, o quarto tipo de cancer mais comum na populagdo feminina. Cerca de 70% dos casos
diagnosticados ocorrem em regides menos desenvolvidas e, quase um quinto ocorre na india.
A taxa de incidéncia vem diminuindo, ao longo das ultimas trés décadas, na maioria dos paises
em processo de transicdo socioecondmica. Tal fato reflete, principalmente, as implementacoes
de programas de prevencdo. Geralmente a doenga comeca a partir dos 30 anos e seu risco
aumenta rapidamente até atingir as faixas acima de 50 anos (WHO, 2017).

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o biénio 2016/2017,
no Brasil, sdo esperados por ano 16.340 casos novos de cancer do colo do Utero, com um risco
estimado de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele nédo
melanoma, este é o tipo de cancer mais incidente na Regido Norte (23,97/100 mil). Nas Regifes
Centro-Oeste (20,72/100 mil) e Nordeste (19,49/100 mil), ocupa a segunda posicdo; na Regido
Sudeste (11,30/100 mil), a terceira; e, na Regido Sul (15,17 /100 mil), a quarta posic¢éo (INCA,
2015).

De acordo com a ultima estimativa mundial, essa neoplasia foi responsavel por cerca de
265 mil 6bitos em mulheres em 2012, sendo que 87% desses Obitos ocorreram em paises em
desenvolvimento. A ultima informacao para mortalidade no Brasil aponta para 5.430 mortes de
mulheres por este tipo de cancer, em 2013. A sobrevida em cinco anos obteve melhora ao longo
dos anos, variando de menos de 50% para mais de 70% em todo o mundo, de uma forma geral.
No Brasil, para o periodo de 2005 a 2009, ficou em torno de 61% (INCA, 2015).

O principal fator de risco para este cancer é a infeccdo pelo papilomavirus humano
(HPV). Infecgdes persistentes por HPV podem levar a transformagOes intraepiteliais
progressivas que podem evoluir para lesdes precursoras do cancer cervical, as quais, se ndo
diagnosticadas e tratadas adequadamente, evoluem para o cancer. A infec¢do por HPV ¢é a
infeccdo sexualmente transmissivel (IST) mais comum em todo o0 mundo e a maioria das
pessoas sexualmente ativas, homens e mulheres, tera contato com o virus durante algum
momento da vida (BORGES et al., 2004).

Aproximadamente 291 milhdes de mulheres no mundo apresentam infecg¢éo por HPV
em algum periodo da vida, correspondendo a uma prevaléncia de 10,4%. Entretanto, mais de

90% dessas novas infeccdes regridem espontaneamente em seis a dezoito meses. Existem hoje
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12 tipos de HPV reconhecidos como oncogénicos pela International Agency for Research on
Cancer (IARC). Desses, 0s mais comuns sdo 0 HPV16 e o HPV18 (INCA, 2015). Ja foram
identificados mais de 200 gendtipos diferentes de HPV, estando este virus presente em mais de
90% dos casos de Cancer Cervical.

A frequéncia da infec¢do por HPV declina com o aumento da idade em mulheres com
citologia oncotica normal (NOMELINI et al., 2007). O tabagismo, particularmente, pode ser
considerado fator independente relacionado a lesdes cervicais precursoras e cancer invasivo
(BOSCH et al., 1992; SARDANA et al., 1994; MURTA et al., 1998; DERCHAIN et al., 1999;
MUNOZ et al., 2001). Pacientes que apresentam apenas alteracdes citoldgicas por HPV
mostram um percentual de regressdo de aproximadamente 85% (MITCHELL et al., 1986;
MURTA et al., 1999).

Com relacdo aos agentes sexualmente transmissiveis, o HPV é considerado um
importante fator na oncogénese cervical, porém outros carcinégenos, o estado imunolégico do
individuo, a nutri¢do e inimeros outros fatores ditam se a infecgdo continua subclinica (latente),
transforma-se em um pré-cancer ou acaba progredindo para um cancer (CRUM, 1996).
Segundo Weinberg (2008), os 5% da mortalidade mundial por cancer a partir de carcinomas
cervicais sdo muito atribuidos a infec¢bes por HPV.

A infecdo genital por HPV se inicia com a penetragdo do virus na superficie do colo
uterino, induzindo uma resposta celular local e sisttémica. A resposta celular local vai refletir a
capacidade de atuacédo das células de Langerhans, como primeira linha de defesa (RAMA et al.,
2006). Ja a resposta soroldgica pode significar apenas a presenca do virus como infeccao
transitoria ou recém-adquirida (COURSAGET, 2003).

O tabagismo diminui significativamente a quantidade e funcdo das células de
Langerhans, células apresentadoras de antigenos e que sdo responsaveis pela ativacdo da
imunidade celular local contra o HPV. Fatores que levam a supressao ou aboli¢do da imunidade
celular, como o uso de drogas citotoxicas em transplantados, imunodeficiéncias inatas ou
adquiridas como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), aumentam a capacidade do HPV
de persistir no individuo (PEREYRA & PARELLADA, 2003).

Em uma revisdo sistematica, Ayres e Silva (2010) constataram que os estudos de
prevaléncia de infeccdo pelo HPV publicados no Brasil, em sua maioria, analisam dados de
mulheres que procuraram servicos de saude para rastreamento ou tratamento. Muitos

apresentam dados exclusivamente de mulheres com resultados de exame citopatoldgico
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alterados. Além disso, os achados ndo sao analisados em conjunto, dificultando a compreensao
da distribuicdo dessa infecgdo a partir do que esta disponivel na literatura especializada.

Sousa et al. (2011) avaliaram o perfil dos exames citologicos do colo do Utero realizados
no Laboratorio Central do Estado do Pard no ano de 2008. A frequéncia encontrada para
alteracOes citoldgicas sugestivas de cancer invasor esta entre as maiores relatadas pela literatura
brasileira em demanda proveniente dos servicos de atencdo priméria a salde, além de
apresentar-se mais elevada nas mulheres que nunca haviam realizado o PCCU (Preventivo de
cancer de colo uterino). Este indicador pode estar evidenciando uma falha de cobertura na
prevencdo do cancer de colo do Utero no Estado do Para.

12 PAPILOMAVIRUS HUMANO

Segundo o comité internacional de taxinomia viral (International Comittee on
Taxonomy of Viruse) os HPVs pertencem a familia Papillomaviridae (ICTVdB, 2016). Sdo
virus ndo envelopados de simetria icosaédrica (Figura 1), com capsideo composto por 72
capsomeros e um genoma de DNA dupla fita circular, com cerca de 8.000 pares de bases
(MUNOZ et al., 2006; GARCIA et al., 2009).

Figura 1: llustracdo mostrando a aparéncia externa do HPV.

Fonte: Instituto do HPV. <http://www.incthpv.org.br> (Acesso em 18 Set 2007).

Cerca de 40 tipos de HPV ja identificados infectam o trato genital feminino (GARCIA
et al., 2009). Os tipos de HPV sdo classificados entre virus de alto ou baixo risco oncogénico,
de acordo com a propensdo das células infectadas a transformagéo neoplésica (DE VILLIERS
et al., 2004). O risco oncogénico do virus esta diretamente relacionado ao comportamento de
seu genoma no nucleo da célula hospedeira. HPVs de baixo risco oncogénico tendem a manter

o0 seu DNA integro, circular e epissomal, diferente dos HPVs de alto risco oncogénico, cujas
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fitas de DNA circular se abrem, sofrem delecdes e se integram ao genoma da célula hospedeira
(MUNOZ et al., 2006; SCHEURER et al., 2005).

O genoma do HPV (Figura 2) possui oito partes conhecidas como fases de leitura aberta
(Open Reading Frames) e uma regido ndo-codificadora. As fases de leitura aberta possuem uma
regido com genes que se expressam precocemente (Early region), composta pelos genes E1,
E2, E4, E5, E6 e E7, e outra com genes que se expressam tardiamente (Late region), composta
pelos genes L1 e L2). Somando-se a isso, 0 genoma € dotado de uma regido reguladora LCR
(Long Control Region) ou URR (Upstream Regulatory Region), variando de 400 a 1000 pares
de bases, localizadas entre as regides L1 e E6 (BURD, 2003; MUNOZ et al., 2006).

L2

L1

Figura 2: Representacdo esquematica do genoma do HPV

Fonte: Mufioz et al. (2006).

Os genes E1 e E2 codificam proteinas que sao vitais para a replicacdo do DNA viral e
controle da transcricdo génica do virus. O gene E4 codifica uma proteina E4 estrutural que tem
um papel importante na alteragcdo da matriz intracelular (citoesqueleto), maturacéo e liberagéo
das novas particulas virais. A funcdo do gene E5 ndo é bem conhecida, mas provavelmente
codifica uma proteina com atividade fraca na transformacéo celular. As proteinas E6 e E7 s@o
importantes para a amplificacdo do genoma viral. As regides tardias L1 e L2 codificam as
proteinas virais dos capsideos durante os Ultimos estagios da replica¢do dos virus, sendo mais
expressas nas células que apresentam grande expressdo de E4 (MUNOZ et al., 2006;

SCHEURER et al., 2005). Na maioria das infec¢es ha controle pela resposta imune celular.
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Somente em aproximadamente metade dos expostos h& soroconversdo (ALMONTE et al.,
2010).

O ciclo ¢ iniciado quando as particulas infecciosas atingem a camada basal do epitélio,
havendo integracdo do genoma viral com o genoma humano. Com a integracéo, o virus perde
parte de seu principal gene de regulacéo, o E2, levando ao aumento da expresséo dos oncogenes
E6 e E7, que conduzirdo a imortalizacdo celular. A proteina E6 do HPV16, por exemplo, inibe
a proteina p53 celular (proteina supressora de tumor, que nas células saudaveis é ativada por
danos na dupla hélice e auxilia no reparo de DNA e inducdo a apoptose — a morte celular
programada (Figura 3) e assim pode contribuir para a transformacdo maligna. A proteina E7
viral pode ligar-se a outra proteina supressora de tumor, a pRb (proteina de retinoblastoma, que
em células saudaveis € um controlador negativo do ciclo celular em G1 ao manter-se ligada a
fatores de transcri¢do E2F), causando um estimulo mitogénico, com multiplicagdo desordenada
e manutencao de células mutadas. De certa forma, o HPV induz o cancer ao limitar a capacidade
imune do organismo humano a infeccdo (PASSOS et al., 2008; ROCHA, 2013).

HPV
(E6 e E7)

o
| I

[ proteina p53 J [proteina Rb ’
REPARO fator de transcricao E,F
APOPTOSE
PROGRESSAO DO CICLO

Figura 3: Modelo de atuacdo das proteinas E6 e E7 do HPV sobre proteinas da célula

1.3 LESOES PRECURSORAS DO CANCER DO COLO DO UTERO

Varios estudos mostram que a infeccdo pelo virus HPV precede o desenvolvimento de
lesdes malignas, e tem sido associada a lesdes precursoras de cancer cervical (PINTO, TULIO
e CRUZ, 2002; THOMISON, THOMAS e SHROYER, 2008). Essas lesdes precursoras sao
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entendidas como alteragGes cervicais pré-malignas, que constituem uma série de modificacGes
no epitélio original e, quando ndo tratadas, podem evoluir para o cancer do colo do Utero
(MEDEIROS et al., 2005).

As lesbes apresentam-se em diferentes graus evolutivos, do ponto de vista cito-
histopatoldgico, sendo classificadas como neoplasia intraepitelial cervical (NIC) de graus I
(lesBes de baixo grau), Il e Il (lesbes de alto grau), mas sdo curaveis em até 100% dos casos
quando tratadas precoce e adequadamente. Quando o rastreamento € realizado dentro de
padrdes de qualidade, apresenta uma cobertura de 80% para o cancer invasor e, se as lesdes
iniciais sdo tratadas, a reducdo da taxa de cancer cervical invasor pode chegar a 90%
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Foi adotada a terminologia “lesdo intraepitelial” em substituigdo ao termo neoplasia,
além de estabelecer dois niveis (baixo e alto graus), separando as lesdes com potencial
morfologico de progressdo para neoplasia maligna daquelas mais relacionadas com o efeito
citopatico viral, com potencial regressivo ou de persisténcia. Foi incluida ainda a possibilidade
diagnostica de suspeicdo de microinvasdao. Recomendando-se enfaticamente que seja evitado o
uso de outras nomenclaturas e classificacdes, além das aqui ja contempladas, evitando-se a
perpetuacdo de termos eventualmente ja abolidos ou em desuso, 0s quais em nada contribuem
para o esclarecimento diagnostico (INCA, 2012).

A classificacdo citologica mais atual do esfregacgo cervical € o Sistema de Bethesda. Ela
incorporou Vvarios conceitos e conhecimentos adquiridos que, resumidamente, sdo: o
diagnostico citoldgico deve ser diferenciado para as células escamosas e glandulares; a inclusdo
do diagndstico citomorfoldgico sugestivo da infeccdo por HPV, devido as evidéncias do
envolvimento desse virus na carcinogénese dessas lesdes, dividindo-as em lesdes intraepiteliais
de baixo (LSIL) e alto (HSIL) graus, ressaltando o conceito de possibilidade de evolucdo para
neoplasia invasora; e a introdugdo da andlise da qualidade do esfregaco. Essa classificacao foi
revista em 1991 e 2001, porém sem mudancas estruturais (INCA, 2012).

A partir do momento em que a mulher inicia sua atividade sexual, passa a ser possivel
adquirir uma infeccdo pelo HPV. No modelo proposto para a historia natural do cancer cervical
(Figura 4), essa infeccdo pode regredir, espontaneamente, ou levar a LSIL, cuja progressdo
resultaria na HSIL e, eventualmente, no céncer cervical invasor. Por outro lado, também é
possivel a progressdo direta da infeccdo pelo HPV para a HSIL. A evolugdo das lesGes
intraepiteliais cervicais € um processo reversivel, sendo possivel sua regressdo espontanea
(BOSCH ET AL., 2002; SCHIFFMAN & CASTLE, 2003).
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Figura 4: Historia natural do cancer cervical, relacionando incidéncias de infecgdo pelo HPV, lesdes
pré-cancerosas e cancer.

Fonte: Adaptado de Schiffman & Castle, 2003.

Conhecer a historia natural do CCU, particularmente a duracdo das lesbes precursoras,
pode ajudar na determinacdo da frequéncia de rastreamento. A lesdo precursora mais importante
é aHSIL, que pode regredir ou progredir para carcinoma invasor em um longo periodo de tempo
(ZEFERINO e DERCHAIN, 2006).

Considerando que o HPV quase sempre participa da oncogénese cervical, a vacinacao
anti-HPV apresenta potencial para reduzir a carga de doenca cervical e lesdes precursoras. O
Ministério da Saude adotou a vacina quadrivalente contra HPV que confere protecdo contra
HPV de baixo risco (HPV 6 e 11) e de alto risco (HPV 16 e 18), tendo maior evidéncia de
protecéo e indicagdo para pessoas que nunca tiveram contato com o virus (SAUDE, 2014).

A incorporacdo da vacina contra HPV no Programa Nacional de Imunizacdes, pelo
Ministério da Saude, tornou-se realidade a partir de 2014, sendo ofertada em esquema vacinal
estendido, composto por trés doses (0, 6 e 60 meses), a partir da recomendacdo do Grupo
Técnico Assessor de Imunizagbes da Organizacdo Pan-Americana de Salde (TAG/OPAS),
apos aprovacdo pelo Comité Técnico de ImunizacBes do Programa Nacional de Imunizagdo
(PNI), reconhecendo a necessidade de dados iniciais em longo prazo sobre tal esquema
(BRASIL, 2014).

Inicialmente, a populacdo alvo da vacinagdo contra HPV correspondeu as meninas na
faixa etaria de 11 a 13 anos. A partir de 2015, o Ministério da Saude ampliou a faixa etaria,
priorizando as meninas na faixa etaria de 9 a 11 anos; meninas e mulheres vivendo com HIV,

na faixa etaria de 9 a 26 anos; e meninas indigenas na faixa de 9 a 13 anos de idade (BRASIL,
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2015). O esquema vacinal passou a ser composto de duas doses, com intervalo de 6 (seis) meses
entre estas, ndo havendo mais a necessidade da terceira dose, a partir de 2016. No caso das
meninas e mulheres vivendo com HIV manteve-se o esquema estendido de trés doses (BRASIL,
2016).

A partir deste ano, 2017, o calendario nacional de imunizag&o incorporou o seguinte
publico alvo e esquema de vacinacdo contra HPV: meninas de 9 a 14 anos de idade, e meninos
de 11 a 14 anos de idade, seguindo esquema de duas doses de vacina quadrivalente, com
intervalo de 6 (Seis) meses entre estas. Criancas e jovens, de ambos 0s sexos, vivendo com HIV,
na faixa etaria de 9 a 26 anos, com esquema estendido de trés doses, seguindo intervalo de 0, 2
e 6 meses entre as doses (BRASIL, 2017).

Cabe lembrar que a vacinacao é uma ferramenta de prevencdo primaria e também nao
substitui o rastreamento do cancer, pois a vacina ndo confere protecdo contra todos 0s subtipos
oncogénicos de HPV. Da mesma forma, a vacina ndo confere protecdo contra outras doencas
sexualmente transmissiveis e, por isso, a importancia do uso do preservativo em todas as
relacBes sexuais.

O rastreamento do cancer do colo do Utero no Brasil, recomendado pelo Ministério da
Saude, € através do exame citopatolégico ou Papanicolau em mulheres de 25 a 64 anos. A rotina
é a repeticdo deste exame a cada trés anos, apos dois exames normais consecutivos realizados
com um intervalo de um ano. A efetividade do programa de controle do cancer cervical é
alcancada com a garantia da organizacdo, da integralidade e da qualidade dos servicos, bem

como do tratamento e do seguimento das pacientes (INCA, 2015).

14 EXAME CITOPATOLOGICO - TESTE PAPANICOLAU

Georgio Nicholas Papanicolau (1883-1962), médico citologista grego que em 1914
passou a atuar no departamento de anatomia da Universidade Cornell em Nova York e realizou
estudos do ciclo menstrual dos porquinhos-da-india, cujo sangramento ndo € visivel, e ndo
elimina tecidos ao menstruar. Utilizando um espéculo nasal e cotonetes, ele fazia raspagem das
células cervicais e as espalhava em laminas de vidro para microscopia. Com isso, descobriu
que, naqueles animais, as células eliminadas do colo do Utero passavam por mudangas ciclicas,
assim como os hormonios, concluindo que poderia utilizar a morfologia celular como referéncia
para prever o exato estagio do ciclo menstrual. Ao final dos anos 1920, Papanicolau estendeu
essa técnica a pacientes humanas, constatando que a predi¢do também era possivel, através da

analise das céelulas obtidas do colo do dtero humano (MUKHERJEE, 2012). Papanicolau iniciou
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essas coletas citoldgicas em sua esposa, pois, como se sabe, as mulheres, a época, eram restritas
ao lar, eram tidas como incapazes para a sexualidade e apenas tinham a funcdo de maternar e
serem esposas; por isso, seus corpos ndo deveriam ser expostos em nenhuma hipdtese
(MARTINS, 2004).

Apo6s quase uma década aprofundando seus estudos, atraves da leitura de lIaminas de
esfregacos normais, o citologista pensou na possibilidade de que a importancia real do exame
estivesse relacionada aos esfregacos patologicos, passando a dedicar-se ao estudo destes.
Através da coleta e andlise de diversas laminas de mulheres com todos os tipos de doencas
ginecoldgicas, iniciou a busca por alguma marca patoldgica nas células esfoliadas, descobrindo
que ao fazer a raspagem de células do colo do utero, encontrava “formas bizarras ¢ andmalas”,
com membranas, ndcleos e citoplasmas bem diferentes das células normais, ficando evidente
que se tratava de um novo exame para deteccdo de células malignas. Com seu exame,
Papanicolau adiantaria o relégio do diagndstico, dando as mulheres, a possibilidade de receber
tratamento preventivo e reduzir, grandemente, a possibilidade de desenvolver um céncer.
Malignidades curaveis, pré-invasivas, passariam a ser detectaveis (MUKHERJEE, 2012).

A partir dos estudos de Papanicolau, analisando esfregacos citologicos cérvico-vaginais,
que demonstraram a presenca de células atipicas sem caracteristicas evidentes de malignidade,
mas que foram julgadas como modificacbes malignas incipientes, foi possivel estabelecer o
diagndstico e o estudo das formas iniciais da neoplasia do colo do Utero, uma vez que, até entdo,
praticamente sO se diagnosticava o carcinoma invasor clinicamente manifesto (FRANCO,
2003).

Em 1988 (WHO, 1988), o Ministério da Salde passou a seguir a recomendagdo da
Organizacao Mundial da Saude para que o teste de Papanicolau fosse realizado a cada trés anos
em mulheres com idade entre 25 e 60 anos, apds dois exames anuais negativos, com
representacdo adequada da juncdo escamo-colunar e o canal endocervical. Posteriormente, em
1997, o Ministério da Saude em parceria com o INCA, implantou o programa Viva Mulher, de
ambito nacional, envolvendo seis localidades brasileiras (Curitiba, Recife, Brasilia, Rio de
Janeiro, Belém e estado de Sergipe), tendo como populagéo-alvo as mulheres pertencentes a
uma faixa etaria mais restrita, entre 35 e 49 anos (BRASIL, 2001)

Com base nesta experiéncia, as agOes foram expandidas para todo o pais, como
Programa Nacional de Controle do Cancer do Colo do Utero chamado Viva Mulher. A primeira
acdo desenvolvida foi de intensificacdo, no periodo de agosto a setembro de 1998, com a adogao

de estratégias para estruturacdo da rede assistencial e estabelecimento de um sistema de
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informacdes para 0 monitoramento das a¢des e dos mecanismos para mobiliza¢do e captagédo
de mulheres, assim como definicdo das competéncias nos trés niveis de governo. Em 2002, o
fortalecimento e a qualificacdo da rede de atencéo primaria, bem como a ampliacdo de centros
de referéncia possibilitaram a realizacdo de uma segunda fase de intensificagcdo, que priorizou
as mulheres que jamais haviam se submetido ao exame preventivo ou que estavam sem fazé-lo
ha& mais de trés anos (BRASIL, 2011).

1.5 CASA DA MULHER

Em Belém, foi criado o Centro de Atenc¢do a Saude da Mulher (CASA da Mulher), em
janeiro de 2002, como uma Unidade de Referéncia Secundaria em Oncologia Mamaria e
Ginecologica, Pré-natal de Alto Risco e Planejamento Familiar, sendo também voltada para o
atendimento de mulheres vitimas de violéncia sexual e/ou doméstica. Esse Servigo recebe
usuarios (as) das Unidades Basicas de Salde e Estratégia Saude da Familia, em sua maioria
residentes em Belém, sendo mantida pela Prefeitura Municipal de Belém. Apesar de ser a
Referéncia Secundaria para municipes de Belém, recebe uma parcela significativa de pacientes
oriundos (as) de outros municipios paraenses, e até mesmo outros estados.

A maioria absoluta de pacientes recebidos na Unidade é do sexo feminino, mas existe
um pequeno quantitativo do sexo masculino, encaminhado para o servi¢co devido a problemas
mamarios, mais especificamente, por apresentarem ginecomastia. Esses pacientes sdo,
geralmente, encaminhados para procedimentos cirargicos e recebem alta em intervalo curto de
tempo.

A entrada no servico deveria ocorrer via central de regulacdo de consultas da Secretaria
Municipal de Saude de Belém (SESMA), aonde seria agendada a consulta médica e assegurado
o atendimento com dia e hora marcados. Porém, uma parcela significativa de pacientes ainda
chega ao Centro diretamente com suas guias de referéncia e contrarreferéncia em maos, em
busca de matricula e agendamento de consulta médica.

Mulheres com resultados alterados de exames de Mamografia (categorias BI-RADS 0,
3, 4, 5 e 6), Ultrassonografias Mamarias que identifiguem presenca de nodulos ou cistos, sdo
parte da clientela deste Servigo, aonde sdo realizados exames complementares, como biopsias
ou puncdes aspirativas, que possam confirmar ou descartar o diagnostico positivo para Cancer
de Mama. Além disso, também ¢é realizado o atendimento dos casos de abscesso mamario e

mastite.
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No caso das patologias uterinas, a Casa atende mulheres com resultados alterados em
exames citopatoldgicos, seguindo as recomendacfes do Ministério da Salde, através das
Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do Colo do Utero (BRASIL, 2011), sendo
realizados diversos exames para deteccao precoce do cancer, bem como para tratamento das
lesGes precursoras.

Nos casos de alteragcdes benignas, as mulheres ficam em controle no proprio servigo e,
em casos confirmatdrios de cancer mamario ou de colo uterino, sdo encaminhadas para o
hospital de referéncia terciaria para tratamento (SESMA, 2012).

A cada més, a Casa da Mulher recebe cerca de 130 mulheres com resultado de exames
citopatoldgicos alterados, as quais sdo matriculadas e agendadas para consultas com diversos
profissionais, que comp&em a equipe interprofissional do Servi¢co, como Enfermeiras, Médicos,
Nutricionistas, Assistentes Sociais e Psicélogas. O primeiro atendimento, pds-acolhimento,
corresponde a uma Consulta de Enfermagem, em que sera esclarecido seu diagnostico
citopatoldgico, bem como fornecidas as orientacBes necessarias a0 seu preparo para 0 (S)
procedimento (s) ao (s) qual (is) sera submetida, conforme a necessidade e seguindo as
Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do Colo do Utero (INCA, 2016).

Em seguida, a mulher passa na Consulta Médica, sendo submetida aos procedimentos
necessarios, seja Colposcopia, Biopsia do Colo do Utero e/ou Cirurgia de Alta Frequéncia
(CAF). E, conforme suas necessidades, com os demais componentes da equipe do Servico.
Apbs conclusdo diagnostica e recebimento do resultado do exame histopatolégico realizado,
ocorre o devido direcionamento e orientacdo da paciente. Caso confirmatério de Cancer
Cervical, encaminhamento para o Hospital de Referéncia Terciaria Oncolégica do Para —
Hospital Ophir Loyola (HOL), com dia e hora marcados para atendimento médico. E, caso o
resultado negativo para Cancer, a paciente fica em controle no proprio Centro por periodo de

tempo variavel, conforme seu diagndéstico e quadro clinico.

1.6 ACIDO CAURENOICO

O Brasil € bastante conhecido pela exuberancia e variedade de suas plantas tropicais, e
a utilizacdo dessas plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencédo de doencas,
é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade (BALUNAS; KINGHORN,
2005; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Estimativas da Organizacdo Mundial de Satude (OMS), apontam que 80% da populacéo

mundial depende da medicina tradicional para suprir as necessidades de assisténcia médica
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priméaria (FARNSWORTH,1985; CRAGG; NEWMAN, 2000; FONSECA; PEREIRA, 2004;
CRAGG; NEWMAN, 2005). Sendo que a maior parte das terapias tradicionais envolve o uso
de plantas in natura ou produtos manufaturados a partir de seus extratos ou principios ativos
(MORAES et al., 2003). Mais de 25% dos farmacos comercializados séo drogas derivadas de
produtos naturais de plantas (ROCHA, 2013).

A Copaibeira (nome genérico dado as vérias espécies do género Copaifera Linn, familia
Leguminosae, espalhadas por todas as regides tropicais do planeta) possui como espécies
principais C. reticulata Ducke, C. officinalis Linn e C. langsdorffii Desf, e fornece um
oleorresina conhecido como balsamo ou 6leo de copaiba, que tem sido utilizado ha varios
séculos pelos indios brasileiros com inimeras propriedades a ele atribuidas (DEL NUNZIO,
1995). No Brasil, a espécie C. langsdorffii Desf € particularmente importante por estar
distribuida por todo o territorio nacional (LEITE, 1993).

O oleorresina de Copaiba é um liquido viscoso e transparente, com a cor variando do
amarelo-pélido ao castanho-claro dourado, podendo ser incolor. Seu cheiro é forte e penetrante,
e seu sabor acre e um pouco amargo (PIO CORREA, 1984). Ele é constituido por uma parte
solida (50 — 60% de seu peso) composta por terpenos e diferentes ésteres e resinoides, e uma
parte volatil (40 — 50%) composta por uma mistura de 6leos essenciais (DEL NUNZIO, 1995).

Relatos sobre o0 uso do 0leo de copaiba na medicina popular da Amazonia brasileira tém
sido documentados na literatura, com numerosas aplicacdes de relevante importancia médica,
incluindo acdo anti-inflamatdria, diurética, antiulcerogénica, antitumoral, antimelanoma,
antilipoperoxidacéo e antioxidante (OHSAKI et al., 1994; DEL NUNZIO, 1995; PAIVA et al.,
2002, GOMES et al., 2007; SILVA et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2011). Este produto
natural tem grande representacdo social e econdmica na regido amazénica, ja que representa
cerca de 95% de toda a producéo de resina oleosa no Brasil (MEDEIROS & VIEIRA, 2008).
Além disso, os diterpenos, acidos caurenoico e polialtico presentes no 6leo puro parecem
apresentar propriedades cicatrizantes e anti-inflamatorias (TAPPIN et al., 2004; COMELLI JR.
etal., 2010)
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1. OBJETIVOS
1.1  Objetivo Geral

Analisar o perfil citopatol6gico de pacientes atendidas em uma Unidade de Referéncia
Secundaria, em Belém/PA; e avaliar a atividade do acido caurenoico contra linhagens de cancer

cervical.

11.2. Objetivos Especificos

e Identificar o perfil dos achados microbiol6gicos e citopatologicos nos exames
realizados pelo laboratdrio da Casa da Mulher, em Belém/PA, durante o periodo de
um ano;

e Avaliar o efeito genotdxico e mutagénico do acido caurenoico nas linhagens de
cancer cervical HelLa, CasSki e C33A;

e Analisar o efeito do tratamento com &acido caurenoico nas linhagens HelLa. CaSki e
C33A sobre transcricdo de genes envolvidos no ciclo celular;

e Analisar o efeito do tratamento com acido caurenoico nas linhagens HelLa e CaSki

sobre a expressao dos genes E6 e E7 de HPV.
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RESUMO

O cancer cervical costuma apresentar progressao lenta e silenciosa, mantendo-se entre 0s mais
incidentes no Brasil. Seu rastreamento € realizado pelo exame de Papanicolaou, o qual, além
da deteccdo precoce do cancer, permite a pesquisa de agentes infecciosos. Procedeu-se um
estudo retrospectivo analitico sobre os resultados do exame de Papanicolaou realizado na Casa
da Mulher em Belém, Estado do Para, de setembro de 2012 a agosto de 2013, com dados dos
livros de preventivos do cancer de colo do Utero (PCCU). No periodo, foram realizados 2.202
exames PCCU na Casa da Mulher, a maior parte destes (52,36%) proveniente de mulheres na
faixa dos 40 a 60 anos de idade. A faixa etaria na amostra apresentou fraca correlacao positiva
(rs = 0,1429) com a frequéncia de achados microbiologicos e fraca correlagdo negativa (rs = -
0,2571) com a frequéncia de alteracOes citopatoldgicas. Os achados microbioldgicos foram
identificados em trés especies: Gardnerella vaginalis (23,48%), Candida sp. (12,44%) e
Trichomonas vaginalis (0,68%). A prevaléncia de anormalidades citoldgicas nos exames foi de
5,72%, n&o diferindo significativamente (p = 0,7546) das relatadas em outras publica¢Ges. As
atipias celulares de significado indeterminado corresponderam a 2,679%, ficando abaixo da
faixa estimada pelo INCA. A proporcéo total das lesdes neoplésicas potencialmente malignas
(lesdo escamosa intraepitelial de alto grau e carcinoma) foi de 1,09%, com maior frequéncia na

faixa etéria de 30 a 39 anos. O aumento da cobertura de PCCU na populacgdo feminina precisa
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ser alcancado e a promocéo da saude deve ser efetivada por meio de parcerias intersetoriais,

participacdo popular e responsabilizacdo coletiva pela qualidade de vida.
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Colo Uterino
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INTRODUCAO

Nas décadas mais recentes presenciamos uma transic¢éo na distribuicdo epidemioldgica
de neoplasias no Brasil. Ao mesmo tempo em que aumenta a incidéncia de alguns tipos de
cancer geralmente associados ao elevado status socioecondmico (cancer de mama, préstata,
colon e reto), verifica-se a persisténcia de altas taxas de neoplasias normalmente associadas

com a pobreza (cancer de colo uterino, pénis, estdmago e cavidade oral)®.

A estimativa para 2016/2017 no Brasil aponta para aproximadamente 576.000 casos
novos de cancer. O cancer de pele do tipo ndo melanoma (175.760 casos novos) serd 0 mais
incidente, seguido pelos tumores de préstata (61.200), mama feminina (57.960), célon e reto
(34.280), pulméo (28.220), estbmago (20.520) e colo do utero (16.340). Sem considerar 0s
tumores de pele ndo melanoma, o cancer cervical € o mais incidente na Regido Norte do Brasil
(23,97/100.000 habitantes)?.

A prevencdo secundaria do cancer relaciona-se a deteccdo de lesbes pré-malignas ou
malignas iniciais na ocasido em que o tratamento é potencialmente curativo. O teste de
Papanicolaou representa a principal estratégia em programas de rastreamento para o controle
do céncer cervical®. Para a Organizacdo Mundial de Salde (OMS), uma cobertura da
populacdo-alvo de no minimo 80% e a garantia de diagnostico e tratamento adequados dos
casos alterados possibilitam reduzir em 60% a 90% a incidéncia de cancer uterino invasivo®.

Entretanto, a maioria das capitais brasileiras no consegue atingir essa meta°.

Nos paises desenvolvidos, a taxa de mortalidade por céancer uterino diminuiu

mais de 80% entre 1930 e 2012, principalmente devido a assimilacdo generalizada do teste de
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Papanicolaou para a prevencéo e deteccdo precoce do cancer cervical®. Contudo, nos paises em

desenvolvimento, ainda ndo foram alcancadas as metas de reducdo do numero de casos.

A Casa da Mulher é uma unidade de referéncia secundaria em oncologia maméria e
ginecologica, mantida pela Prefeitura Municipal de Belém. A institui¢do recebe mulheres das
Unidades Bésicas de Salde e Familia Saudavel, e realiza exames, como o Papanicolaou, para
deteccdo precoce do cancer. Caso a neoplasia seja confirmada, a paciente é encaminhada ao

hospital de referéncia terciaria para tratamento’.

O exame de Papanicolaou permite também detectar sinais de inflamag6es da vulva e da
vagina, contribuindo no rastreamento e deteccio de vulvovaginites®. Entre as principais causas
de queixas de mulheres que procuram atendimento na area de ginecologia estdo as inflamacdes
e infecgdes vaginais. Com frequéncia, nos preventivos do cancer de colo do utero (PCCU), sdo
encontrados agentes infecciosos como o virus Papilomavirus Humano (HPV) e a bactéria

Gardnerella vaginalis.

O presente estudo teve como objetivo identificar o perfil de todos os achados
microbioldgicos e citopatoldgicos nos exames realizados pelo laboratério da Casa da Mulher,

em Belém do Par4, durante o periodo de um ano.

MATERIAIS E METODOS

Procedeu-se a um levantamento retrospectivo analitico dos resultados de exames PCCU
realizados na Casa da Mulher, de setembro de 2012 a agosto de 2013. A coleta dos dados foi
feita nos livros de PCCU dos anos de 2012 e 2013. As informacgfes foram resumidas e

apresentadas de acordo com a faixa etéria e quanto a realiza¢éo prévia do PCCU.

A publicagcdo Nomenclatura Brasileira para Laudos Cervicais e Condutas Preconizadas:
Recomendagces para Profissionais de Salde® foi usada para classificar os resultados dos
exames citopatoldgicos. Nesta analise, foram considerados negativos tanto os resultados
classificados como normais quanto os inflamatdrios. Na microbiologia foram analisadas as

frequéncias de bactérias, leveduras e protozoarios.

Os resultados que apresentaram alteracdes citolégicas foram organizados em uma tabela
na qual foram utilizadas siglas, a saber: LSIL = low-grade squamous intra epithelial lesion
(leséo escamosa intraepitelial de baixo grau); HSIL = high-grade squamous intra epithelial

lesion (lesdo escamosa intraepitelial de alto grau); ASC-US = atypical squamous cells of



30

undetermined significance (atipia escamosa de significado indeterminado, possivelmente ndo
neoplésica); ASC-H = atypical squamous cells cannot exclude HSIL (atipia escamosa de
significado indeterminado, ndo afastando lesdo de alto grau); AGC-US = atypical glandular
cells of undetermined significance (atipia glandular de significado indeterminado,
possivelmente ndo neoplésica); AGC-H = atypical glandular cells cannot exclude high-grade
glandular lesion (atipia glandular de significado indeterminado, ndo afastando leséo de alto

grau); CA = carcinoma.

O software BioEstat 5.0 (Instituto de Desenvolvimento Sustentavel Mamiraud; Belém,
Pard, Brasil) foi utilizado para as andlises estatisticas: o coeficiente de correlagdo de Spearman
(rs) para analisar correlagéo entre a idade das pacientes e as alteracfes encontradas; o teste do
qui-quadrado para comparar frequéncias de exames alterados desta amostra com dados da

literatura pertinente.

A pesquisa teve o projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Para (CEP/ICS/UFPA)
em 30 de junho de 2014 (Processo n° CAAE 32587514.2.0000.0018).

RESULTADOS

No periodo de setembro de 2012 a agosto de 2013, foram realizados na Casa da Mulher
2.202 exames PCCU. A maior parte destes (52,36%) proveniente de mulheres na faixa dos 40
a 60 anos de idade. Por outro lado, 31,97% e 15,67% foram, respectivamente, de mulheres com
menos de 40 e mais de 60 anos de idade (Tabela 1). Dessa amostra, apenas 20 mulheres nunca
haviam realizado o PCCU. A faixa etéria das pacientes apresentou apenas uma fraca correlacdo
positiva (rs = 0,1429) com a frequéncia de achados microbiolégicos e uma fraca correlagdo

negativa (rs = -0,2571) com a frequéncia de alteracdes citopatologicas.
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Tabela 1- Frequéncia dos exames PCCU realizados na Casa da Mulher, no Estado do Parg, de
setembro de 2012 a agosto de 2013, e frequéncia de mulheres que responderam nunca ter realizado o
PCCU, por faixa etéria.

Exames realizados Nao fizeram PCCU
anteriormente

Faixa etaria N % n* %
<19 anos 34 1,54 06 30
20 a 29 anos 240 10,89 03 15
30 a 39 anos 430 19,54 01 5
40 a 49 anos 575 26,11 04 20
50 a 59 anos 578 26,25 04 20
> 60 ANOS 345 15,67 02 10
Total 2202 100 20 100

Nas analises microbiologicas foram identificadas trés espécies: Gardnerella vaginalis
(23,48%), Candida sp. (12,44%) e Trichomonas vaginalis (0,68%). A tabela 2 resume os
resultados relativos a citopatologia, cuja prevaléncia de anormalidades foi de 5,72%. As atipias
escamosas de significado indeterminado, identificadas em 2,588% dos exames, foram as

alteracdes com maior incidéncia.

Tabela 2— Frequéncias das alteracdes citoldgicas encontradas nos exames PCCU realizados na Casa da
Mulher, Estado do Para, de setembro de 2012 a agosto de 2013.

Faixa Etaria Ajg' ASC-H ASSC‘ AGC-H LSIL HSIL CA Total
<19 anos - - - - 2 - - 2
20 a 29 anos 3 - - 1 6 2 - 12
30 a 39 anos 10 1 - - 13 1 32
40a49anos 20 1 1 - 12 1 1 36
50 a 59 anos 12 - - - - 24
> 60 anos 10 - - - 7 3 - 20
*n 55 2 1 1 43 22 2 126
;/fnostra N 2497 0091 0045 0045 1952 0999 0,091 5720

ASC-US = atipia escamosa de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasica; ASC-H =
atipia escamosa de significado indeterminado, ndo afastando leséo de alto grau; AGC-US = atipia
glandular de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplésica; AGC-H = atipia glandular de
significado indeterminado, ndo afastando lesdo de alto grau; LSIL = lesdo intraepitelial escamosa de
baixo grau; HSIL = lesdo intraepitelial escamosa de alto grau; CA = carcinoma. *n = nimero total de
exames que apresentaram anormalidades citoldgicas, por tipo de atipia. Sinal convencional utilizado: —
Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.
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DISCUSSAO

Coelho et al'® analisaram os resultados dos exames do Municipio de Floriano, Estado
do Piaui, no ano de 2004. Quanto a microbiologia, evidenciaram a presenca das bactérias G.
vaginalis (21,67%) e Leptothrix sp. (3,37%), além de Candida sp. (16,70%) e T. vaginalis
(22,38%). Em comparacéo aos resultados do presente estudo, ndo houve diferenca significativa
quanto as frequéncias de G. vaginalis e Candida sp. (p = 0,5847), porém foi altamente
significativa quanto a frequéncia de T. vaginalis (p = 0,0001). Segundo os mesmos autores, a
auséncia ou a baixa frequéncia de T. vaginalis favorece a analise citoldgica, pois a infecgdo
pelo protozoario poderia interferir no diagndstico de atipias de significado indeterminado. As
frequéncias de G. vaginalis e Candida sp. encontradas por Lessa et al*!, em mulheres privadas

de liberdade, no Estado do Ceard, também néo diferiram de nossos resultados (p = 0,3631).

A prevaléncia de anormalidades citopatol6gicas no presente estudo (5,72%) nao difere
significativamente (p = 0,7546) das reladas em diversas publica¢des recentes, como Nobre e
Lopes Neto'2 no Amazonas (1% a 5%), Sousa et al** no Para (4,05%), Coelho et al*® no Piaui
(5,32%) e Fonseca et al** em Roraima (7%). Embora nos prontuarios de presidiarias reclusas
no Ceara!!, a porcentagem de anomalias citopatoldgicas tenha sido um pouco maior (9,8%),

ndo chegou a ser estatisticamente diferente de nosso resultado.

Segundo o Instituto Nacional de Cancer as atipias escamosas de significado
indeterminado representam a variedade de atipia mais comumente descrita nos laudos
citopatologicos do colo uterino, ficando entre 3,5% e 5% do total de exames realizados®. No
presente levantamento, a frequéncia ficou abaixo daguela média nacional. Entretanto, Sousa et
al*® encontraram frequéncia ainda menor (1,45%) para essas atipias nos exames PCCU
realizados no ano de 2008, no Laboratdrio Central do Estado do Para (Lacen-PA), provenientes

de 16 municipios paraenses.

Na Tabela 2 também sdo apresentadas as frequéncias de LSIL (1,952%), HSIL (0,999%)
e carcinoma (0,091%). A proporc¢do de lesbes neoplasicas potencialmente malignas (HSIL e
carcinoma) foi mais elevada em mulheres da faixa de 30 a 39 anos de idade, todas com exame

prévio alterado — seja por atipia de significado indeterminado ou lesdo intraepitelial.

H4 ainda caréncia na literatura de analises que avaliem o coeficiente de correlagéo entre
a faixa de idade das pacientes e a ocorréncia de alteracOes citopatoldgicas. A partir dos
resultados de Sousa et al'®, efetuamos a estatistica, encontrando uma correlagdo negativa

moderada (rs = -0,4286). Em nosso levantamento também foi observada correlagdo negativa,
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embora fraca (rs = -0,2571). Possivelmente, a diminuicdo da frequéncia de alteragdes com o
aumento da idade nas amostras esta relacionada tanto a uma vida sexual menos ativa, quanto a
maior preocupacdo na busca de acompanhamento especializado por parte das pacientes de

idades mais avancadas.

Em relacdo a cobertura, observou-se uma propor¢do de 99,09% de mulheres que
relataram ja ter realizado PCCU previamente. Entretanto, o que levou a maioria das pacientes
da amostra a Casa da Mulher foi um exame alterado feito na Rede Basica de Saude, de modo

que a cobertura obtida ndo representa a real situacdo das mulheres em Belém.

Andlises da relagdo do indice de Desenvolvimento Humano com a realizagio de
mamografia e do exame de Papanicolaou nas capitais brasileiras e Distrito Federal, em 2011,
demonstraram que foram dez as capitais brasileiras que atingiram a meta de 80% para realizacdo
do Papanicolaou em algum momento da vida e apenas sete para os Gltimos trés anos®. A capital

paraense ndo apareceu entre as que atingiram a meta.

A promocdo da saude deve ser efetivada por meio de parcerias intersetoriais,
participacdo popular e responsabilizacdo coletiva pela qualidade de vida. Ainda assim, 0s
profissionais de saude devem conduzir a mulher no sentido de sensibiliza-la ao ato de realizar
0 exame preventivo, tornando uma preocupacgdo presente no cotidiano e em suas praticas de

satde®®.

CONCLUSAO

A falha na cobertura do exame PCCU em Belém vem sendo registrada na literatura e 0s
resultados obtidos na Casa da Mulher de setembro de 2012 a agosto de 2013 identificaram
anormalidades citopatoldgicas com prevaléncia semelhante as observadas em outras cidades
que também n&o atingiram a metade da cobertura de 80% estabelecida pela OMS. A ampliacado
na cobertura do exame PCCU no sentido da promogdo da satde da mulher exige ndo apenas as
atividades e decisOes individuais, mas também o engajamento e interesse da sociedade civil e
do Estado.
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Resumo

A incidéncia de cancer cervical mantém-se elevada em todo o mundo, com sua evolugéo
passando por varios estagios de alteracOes intraepiteliais até a progressao para o cancer
invasivo. Varios carcin6genos estdo relacionados com o desenvolvimento das lesdes
precursoras deste tipo de cancer, destacando-se a infeccdo pelo Papilomavirus Humano. A
utilizacdo de produtos naturais na medicina popular, como o oleorresina de Copaiba, ainda se

mantém com forte tradicdo, com aplicabilidade voltada para acdo anti-inflamatoria,
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antiulcerogénica, antitumoral, antioxidante e outras. Neste estudo foi avaliada a atividade
mutagénica do acido caurenoico (AC), extraido da copaiba, e o efeito desse composto no
controle do ciclo celular em linhagens celulares de cancer cervical, utilizando-se linhagens
HeLa (HPV18-positivo), CaSki (HPV16-positivo) e C33A (HPV-negativo). Assim, 0s
objetivos do estudo foram: a) avaliar o indice de danos no DNA, através do Ensaio Cometa, b)
avaliar a mutagenicidade através do Teste do Micronucleo, c) avaliar o efeito do tratamento
com AC nas linhagens celulares, analisando a transcricao de genes envolvidos no ciclo celular,
d) analisar a inibicdo de expressao dos genes E6 e E7, diretamente relacionados ao controle do
ciclo celular. O AC mostrou forte correlagdo positiva com os indicadores de genotoxicidade
avaliados, em todas as linhagens celulares utilizadas. Em concentracGes elevadas, inibiu a
expressao dos oncogenes E6 e E7, que interferem na regulacéo do ciclo celular. E, mesmo sendo
observados efeitos genotdxicos, 0s ensaios apontaram para possibilidade do uso do AC como
matéria-prima de agentes terapéuticos para cancer cervical com presenca de HPV, assim como
em pesquisas futuras sobre as fungdes de E6 e E7.

Introducéo

A histdria natural do cancer do colo do Gtero comega com um epitélio normal que evolui
através de varios estadios de displasia - neoplasia intraepitelial cervical de graus 1, 2 e 3 (NIC
1, NIC 2, NIC 3) - e, finalmente, para o cancer cervical invasivo (CCI). H& um longo intervalo
de tempo para a progressdo para CCl e consenso sobre o fato de que a regressao ocorre na NIC.
A parte mais importante da terapia é detectar e erradicar lesdes NIC 3 locais antes que a
progressao para CCl e metastase possam ocorrer (Chang et al., 2013).

O cancer cervical representa mais de 500.000 novos casos de cancer e mais de 250.000
mortes por ano em todo o mundo (Ferlay et al., 2015). Estudos epidemiolégicos de lesdes do
colo do Utero sugeriram a participagdo de carcindgenos venéreos (sémen, virus de Epstein-Barr,
citomegalovirus, virus herpes simples tipo 11). O HPV apareceu como o principal suspeito
qguando encontrado em cerca de 90% dos canceres cervicais e porque possui oncogenes (E6 e
E7) com potencial de transformacdo (Arends, Buckley & Wells, 1998; Brenna & Syrjanen,
2003; Rivoire et al., 2006). Os HPV também foram detectados numa vasta gama de controles
assintomaticos, indicando que sdo necessarios outros eventos para o desenvolvimento de
neoplasias, tais como a persisténcia viral e/ou a expressdo alterada de genes virais, muitas vezes

apos a integracdo do genoma viral (Rivoire et al., 2006).
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Embora a maioria das infec¢bes por HPV sejam resolvidas dentro de alguns meses,
outras persistem e expressam oncogenes virais que inativam as proteinas p53 e Rb, levando ao
aumento da instabilidade genémica, acimulo de mutacGes somaticas e, em alguns casos,
integracdo de HPV no genoma do hospedeiro (Moody & Laimins, 2010). A associacdo com o
risco de cancer e os subtipos histoldgicos variam substancialmente entre os tipos de HPV
carcinogénicos, mas as raz0es para estas diferencas sdo mal compreendidas. Além disso, 0s
subgrupos clinicamente relevantes de pacientes com cancer cervical ainda ndo foram
identificados.

A doenca comeca em uma lesdo pré-invasiva curavel em até 100% dos casos, que
normalmente progride lentamente por 10 a 20 anos até atingir a fase invasora, fase em que a
cicatrizacao se torna mais dificil, sendo impossivel (Muller et al., 2008; INCA, 2016). Vacinas
preventivas eficazes contra as formas mais oncogénicas de HPV estdo disponiveis ha varios
anos, com a vacinacdo tendo o potencial de longo prazo para reduzir 0 nimero de casos de
cancer cervical. No entanto, as vacinas atuardo como um meio de prevencao do cancer cervical
apenas para os individuos que anteriormente tinham acesso a elas antes do inicio da vida sexual.
Fora deste contexto, a luta contra o cancer cervical deve ser feita, ainda, através da deteccdo de
lesBes precursoras e seu devido tratamento e acompanhamento clinico (Nakagawa, Schirmer &
Barbieri, 2010).

O uso de plantas medicinais € uma tradicdo mantida até o presente. Relatos sobre
medicina popular na regido amazonica brasileira tém sido documentados na literatura,
especialmente no que se refere a resina oleosa extraida do tronco de Copaifera (copaiba)
(Tappin et al., 2004; Comelli Jr. et al., 2010), com numerosas aplicacbes de relevante
importadncia médica, incluindo acdo anti-inflamatdria, antiulcerogénica, antitumoral,
antimelanoma, antilipoperoxidacdo e antioxidante (Ohsaki et al., 1994; Paiva et al., 2002,
Gomes et al., 2007; Silva et al., 2009; dos Santos et al., 2011). Este produto natural tem grande
representacdo social e econdmica na regido amazonica, ja que representa cerca de 95% de toda
a producéo de resina oleosa no Brasil (Medeiros & Vieira, 2008). Além disso, os diterpenos,
acidos caurenoico e poliéltico presentes no 6leo puro parecem apresentar propriedades
cicatrizantes e anti-inflamatorias (Tappin et al., 2004; Comelli Jr. et al., 2010).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade mutagénica in vitro do acido
caurenoico extraido de Copaifera langsdorffii e o efeito desse composto sobre a transcrigdo de

genes envolvidos no controle do ciclo celular em trés linhagens celulares de cancer cervical.
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Materiais e métodos
Linhagens

A linhagem HelLa, primeira linhagem celular imortalizada, foi criada ha mais de meio
século do tumor de uma paciente de céancer cervical chamada Henrietta Lacks. Embora
Henrietta Lacks tenha morrido de seu cancer em 1951, HeLa continuou a proliferar em cultura,
tornando-se uma das linhagens celulares humanas mais comumente usadas na pesquisa
biomédica. Aproximadamente 60.000 publicagdes cientificas citam o uso de celulas HelLa e
grandes descobertas foram feitas usando esta linhagem celular, incluindo o desenvolvimento da
vacina contra a polio em 1952, a ligagdo entre o papilomavirus humano (HPV) e o cancer
cervical e o papel da telomerase na manutencdo dos cromossomos (Landry et al., 2013). As
células HeLa sdo hipertriploides (71 a 75 cromossomos), com desvios numéricos especificos,
20 cromossomos clonalmente anormais (conhecidos como cromossomos de assinatura HelLa
ou marcadores HelLa) e contém multiplas cépias de HPV tipo 18 (HPV18), integradas em locais
especificos. Estas sdo caracteristicas estaveis apds varios anos de subcultura semanal (Chen,
1988; Macville et al., 1999).

CaSki € uma linhagem celular de carcinoma cervical humano hipertriploide (72 a 78
cromossomos). As células sdo polimorficas e crescem em trés dimensdes, com até 600 cOpias
de DNA do papilomavirus tipo 16 (HPV 16) integradas no seu genoma. C33A é uma linhagem
de cancer do colo do utero HPV-negativo. Seu cari6tipo €, na maioria das vezes,
aproximadamente diploide (45 a 47 cromossomos), embora cerca de 15% das células assumam
um padrao aproximadamente tetraploide (85 a 89 cromossomos). As células C33A sao refrateis

e formam colonias tridimensionais (McCormack et al., 2013).

Procedimentos experimentais gerais

As linhagens celulares foram cultivadas sob condi¢fes padrdo em sais de Eagle
modificadas, suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de L-glutamina e antibidticos,
sendo 100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Speit et al., 1994). As células
foram mantidas em frascos de cultura de tecidos de 25 cm? (TPP, Trasadingen, Suica) a 37° C
em atmosfera umidificada contendo 5% de CO: e foram colhidas por tratamento com tripsina
0,15% e EDTA 0,08% em solucéo salina tamponada com fosfato (PBS). As células (3 x 10°)
foram semeadas em 5 mL de meio completo e cultivadas durante 2 dias antes do tratamento

com a substancia em estudo.
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As células foram tratadas com diferentes concentragdes de &cido caurenoico (2,5, 5, 10,
30 e 60 ug/mL) por 3 horas. Apds este tratamento, as células foram lavadas com PBS arrefecido
em gelo, tripsinizadas com 100 mL de tripsina (0,15%) e ressuspensas em meio completo. A
concentracdo final de DMSO no meio de cultura foi mantida constante, abaixo de 0,1% (v/v).
As culturas de células do controle negativo ndo foram expostas ao &cido caurenoico, enquanto
o metanossulfonato de metila (MMS, 4 x 10° M) foi usado como um controle positivo. Todos

os tratamentos celulares foram feitos em triplicata.

Agentes quimicos

O é&cido caurenoico € obtido a partir do dleo de copaiba C. langsdorffii Desf.
(Leguminaceae) que cresce abundantemente na regido amazonica. Neste estudo, o &cido
caurenoico (CAS 6730-83-2) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) foi diluido em
dimetilsulféxido (DMSO) e as concentracdes usadas foram baseadas em publicagdes anteriores
(Cavalcanti et al., 2006; Cardoso et al., 2017). O meio de Eagle modificado (MEM), soro fetal
bovino, tripsina-EDTA, penicilina e estreptomicina foram adquiridos de Gibco® (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). O metanossulfonato de metila (MMS) e a citocalasina B (Cyt-B) foram
obtidas da Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Ensaio cometa

A versdo alcalina do Ensaio Cometa foi realizada como descrito por Singh et al. (1988)
com algumas modificagdes (Hartmann & Speit, 1997; Collins, 2004). Uma aliquota (450 uL)
da suspenséo celular de cada grupo experimental foi retirada e centrifugada a 1.000 rpm durante
5 min em uma microcentrifuga (Eppendorf). O sedimento resultante foi homogeneizado com
300 pL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,8%), espalhado em laminas de microscopio
previamente revestidas com uma agarose de ponto de fusdo normal (1,5%) e coberto com uma
laminula. Depois de 5 min a 4° C, removeu-Se a cobertura e mergulhou-se as laminas em
solucéo de lise gelada (NaCl 2,5 M; EDTA 100 mM; Tris a 10 mM; DMSO 10% e Triton-X
1%, pH: 10) durante uma semana. Apos a lise, as laminas foram colocadas numa camara de
eletroforese e cobertas com o tampéao de eletroforese recém preparado (NaOH 300 mM; EDTA
1 mM, PH> 13). A eletroforese foi conduzida durante 25 min a 34 V e 300 mA. As laminas
foram entédo neutralizadas por submerséo em agua destilada (4° C) durante 5 min, fixadas com

etanol absoluto durante 3 min, coradas com brometo de etidio (20 pg/mL) e observadas
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utilizando um microscépio de fluorescéncia (Olympus BX41), com um aumento de 400X, para
a anélise de 100 células de cada amostra.

As células foram classificadas visualmente, de acordo com o comprimento da cauda,
em cinco classes: classe 0: sem danos, sem cauda; Classe 1: com uma cauda menor do que o
diametro da cabeca (nucleoide); Classe 2: com comprimento da cauda uma a duas vezes o
diametro da cabeca; Classe 3: com uma cauda maior que o dobro do didmetro da cabeca; Classe
4: dano significativo com comprimento de cauda maior que trés vezes o diametro do nucleoide
ou cometas sem cabeca. O indice de danos (DI) foi atribuido a cada cometa de acordo com sua
classe, usando a formula:
DI=(0xn0)+(1xnl)+((2xn2)+3xn3)+(4xnd),
onde n = nimero de células em cada classe analisada. O DI variou de 0 (completamente intacto:
100 células x 0) a 400 (com dano méaximo: 100 células x 4) (Silva et al., 2000; Collins et al.,
2001).

Teste do micronucleo

Para avaliacdo da mutagenicidade, o teste do microndcleo foi efetuado de acordo com
Fenech (2000). Trés horas apds o tratamento, as culturas foram lavadas duas vezes e a
citocalasina B foi adicionada a uma concentracéo final de 2 ug/mL. As culturas foram colhidas
21 h apo6s a adicdo de citocalasina B. As células foram separadas da garrafa por tripsinizacao, a
suspensdo celular foi centrifugada a 1000 rpm durante 5 min e as células submetidas a solugédo
hipotdnica (KCI 0,075 M). Depois, as linhagens foram lavadas uma vez com 5 mL de fixador
frio metanol: &cido acético (5 : 1) (v/v) e novamente lavadas com 5 mL de uma solucdo fria de
metanol : acido acético (3: 1) (v/v). A suspensao celular foi gotejada sobre laminas e corada por
Giemsa a 5% (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) em tampdo fosfato (pH 6,8) durante
5 min. Os micronucleos foram avaliados em 2000 células binucleadas usando os critérios de
acordo com Fenech (2000). A analise foi realizada utilizando um microscépio optico (BIOVAL
L2000A) a uma ampliacéo de 1000x.

Anélise de transcricdo de genes

Analisamos a transcricdo de genes envolvidos no ciclo celular para avaliar o efeito do
tratamento com acido caurenoico nas linhagens HeLa, CaSki e C33A (Tabela 1). O mRNA total
foi isolado de todas as amostras das linhagens celulares utilizando reagente Trizol (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA). O RNA extraido foi purificado usando RNeasy Mini Kit (Qiagen,
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Valencia, CA, EUA), de acordo com o protocolo recomendado. A concentragdo e a qualidade

foram determinadas utilizando um espectrofotémetro NanoDrop (Kisker, Germany) e géis de

agarose a 1%, respectivamente. As amostras foram armazenadas a -80° C até o uso.

Tabela 1: Resumo dos alvos e referéncias dos oito genes no estudo de transcricéo.

?mbolo Nome Funcdo do gene ensaio*
0 gene
v-myc avian x .
MYC myelocytomatosis viral progressdo do EICIO celular, apoptose e hs00153408 m1
transformacao celular / oncogene
oncogene homolog
. regulacéo positiva do ciclo mitético /
CCND1 cyclin D1 oncogene hs00765553_m1
BCL2 b-cell cll/lymphoma 2 anti-apoptoética / oncogene hs00608023 m1l
caspase 3, apoptosis- ) -
CASP3 related cysteine peptidase pro-apoptoética hs00234387 m1
atm serine/threonine parada do ciclo celular em resposta a
ATM Kinase danos no DNA e para a estabilidade do hs01112355 gl
genoma / supressor tumoral
regulacgdo de checkpoint do ciclo celular
CHK2 checkpoint kinase 2 em resposta ao dano ao DNA e aos blocos  hs00200485 m1
de replicag&o / suposto supressor tumoral
inducdo de parada do ciclo celular,
. apoptose, senescéncia, reparo do DNA,
P53 tumor protein p53 ou alteracfes no metabolismo / supressor hs01034249_m1
tumoral
P16 cyclin-dependent kinase supressédo da atividade de G1/S-Cdk / hs00923894 m1

inhibitor 2A (CDKN2A)

supressor tu moral

* As sondas TagMan foram adquiridas como produtos para ensaio de expressao génica.

O RNA foi reversamente transcrito utilizando o kit cDNA de Alta Capacidade de acordo
com o protocolo do fabricante (Life Technologies, Pittsburgh, PA, EUA). O DNA

complementar foi entdo amplificado por PCR quantitativo da transcrigdo reversa em tempo real

(RTgPCR), usando sondas TagMan como produtos para ensaio de expressao génica (Life
Technologies, Pittsburgh, PA, USA; Table 1) e um instrumento 7500 Fast Real-Time PCR (Life
Technologies, Pittsburgh, PA, EUA). O gene GAPDH foi selecionado como um controle

interno da quantificacdo relativa de RNA e eficiéncia da transcri¢do reversa. Todos os RT-

gPCRs foram realizados em triplicata tanto para 0s genes alvo quanto para o controle interno.

A quantificacdo relativa da transcricdo dos genes foi calculada de acordo com o software do
fabricante (Life Technologies, Pittsburgh, PA, EUA).
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Anélise da inibicao de expressdo dos genes E6 e E7

A expressdo de mRNA de E6 e E7 foi determinada por RT-PCR conforme descrigéo
prévia (Chang et al., 2007). Em resumo, 0 RNA total foi extraido com reagente Trizol
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O DNA complementar foi sintetizado por incubacdo de
amostras a 37° C durante 1 h em um tampé&o contendo Tris 50 mM, pH 8,4, KCI 75 mM, MgCl;
3 mM, 300 ng de RNA, 0,2 pg de oligo-dT, DTT 10 mM, dNTP 0,5 mM, 10 unidades de
inibidor de RNase e 50 unidades de transcriptase reversa. Para cada execucdo de PCR,
preparou-se uma mistura principal com 1x tampédo TagMan, MgCl, 5 mM, dNTP 200 mM, 300
nM de cada iniciador, 1 unidade de AmpliTaq Gold DNA Polimerase e 3 ml de solucdo de
DNA complementar em um total de 30 ml. As sequéncias de iniciadores para cada gene estdo
listadas na Tabela 2. As reacBes de PCR foram realizadas com iniciadores especificos e as
seguintes configuracdes: 30 ciclos a 94° C durante 40 s, 56° C por 40 s e 72° C durante 1 min,
utilizando um termociclador QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific, USA). Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2%, corados com brometo de etidio, fotografados a 254 nm e a densidade 6tica de cada banda
foi medida. Para quantificacdo, a densidade de cada gene foi calibrada para o vetor de controle

apos normalizacdo para o nivel de actina interna.

Tabela 2. Lista de primers utilizados para a analise de expressao dos genes HPV E6 e E7 por RT-PCR.

Genes Sequéncias dos primers
F: 5>-AATGTTTCAGGACCCTACGG-3’
HPV16E6
R: 5>-TCAGGACACAGTGGCTTTTG-3’
F: 5>-TTTGCAACCAGAGACAACTGA-3’
HPV16E7
R: 5>-GCCCATTAACAGGTCTTCCA-3’
F: 5°-GCGACCCTACAAGCTACCTG-3’
HPV18E6
R: 5>-GTTGGAGTCGTTCCTGTCGT-3’
F: 5’-GCATGGACCTAAGGCAACAT-3’
HPV18E7
R: 5’-TGTTGCTTACTGCTGGGATG-3’
) F: 5>-GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3’
Actina

F: 5>-CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC-3’

Analise estatistica
Os resultados foram expressos em meédia + desvio padrao e o teste de Shapiro-Wilk foi

usado para avaliar a distribuicdo dos dados e determinar a sequéncia apropriada de testes para
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as comparagOes estatisticas. Procedeu-se uma ANOVA seguida do teste de Tukey por
comparagGes multiplas para comparar os grupos estudados. O coeficiente de correlagdo de
Pearson (r) foi empregado para verificar a possivel correlacdo entre as concentracdes do acido
caurenoico e a genotoxicidade ou a transcricdo génica. Em todas as analises, o intervalo de

confiancga foi 95% e um p-valor menor que 0,05 foi considerado significativo.

Resultados e discusséo

O tratamento com metanossulfonato de metila promoveu efeitos genotdxicos
significativos nas células das linhagens HelLa, CaSki e C33A, quando comparadas ao controle
ndo tratado (p < 0,001). Nas maiores concentraces (30 e 60 xg/mL), o &cido caurenoico
também induziu um aumento muito significativo (p < 0,001) no indice de danos no DNA,
frequéncia de danos e frequéncia de micronudcleos em células binucleadas, em relacdo aos
valores do controle (Tabela 3). Em todas as linhagens a concentragdo de acido caurenoico
apresentou forte correlagdo positiva com os trés indicadores de genotoxicidade (Tabela 4 e

Figura 1).

Tabela 3. Efeitos genotoxicos do &cido caurenoico sobre células das linhagens HelLa, CaSki e C33A de
cancer cervical.

Tratamentos com &cido caurenoico (ug/mL)

Linhagens
0 25 5 10 30 60
ID 32’001“3’0 30'781’2’0 42’721“1'5 49,0+2,64 189,6+250 216,0+2,51
HeLa  FD 23’7513’0 18'001’1’0 27’721“1'5 353+152 106,746.65 12134251
M~ 230436 173+32 353320 53,351 723:251  90.042,00
N 0 1 8
ID 35’381’2’0 35'71*3’2 47’711’3'2 5474251 2053503 226,7+6,50
Caski  FD 33’781’2’0 20'7812’0 35’311’3'2 50,3+4.16 11274737 139,05.56
M~ 230436 173132 353%20 543,351 723:251  90,042,00
N 0 1 8
ID 21’00i2’0 24'751’3’0 34’3014'5 4074115 15004500 1880+2,64
C33A ED 20’052’6 14'351’1’1 20’72":1'5 237+152 943+503  104,7+2,51
'\N" 13’771“0’5 18'381’2’0 24’72":1'5 36.3+152 6234152 757450

ID = indice de danos; FD = Frequéncia de danos; MN = Frequéncia de microndcleos.



Tabela 4. Correlacgdo entre a concentracdo de acido caurenoico e os efeitos genotoxicos.

Coeficiente de Correlacdo de Pearson

Linhagens . . Frequénciade  Frequéncia de
Indice de danos . ,
danos micronucleos
r =0.9450 r=0.9463 r=0.9561
HelLa
p = 0.0044 p = 0.0042 p = 0.0028
Caski r=0.9381 r=0.9622 r=0.9561
p = 0.0056 p = 0.0021 p =0.0028
r = 0.9658 r=0.9354 r=0.9576
C33A p = 0.0017 p = 0.0061 p = 0.0027

Efeitos genotoxicosdo acido caurenoico na linhagem HeLa

D FD MN

Efeitos genotdxicosdo dcido caurenoico na linhagem C33A

200

Efeitos genotoéxicos do acido caurenoico na linhagem CaSki

44

Figura 1. Efeitos genotoxicos do acido caurenoico nas linhagens HelLa, CaSki e C33A. ID =
Indice de danos; FD = Frequéncia de danos; MN = Frequéncia de micronucleos.

Até o presente, poucos estudos avaliaram a bioatividade do acido caurenoico, embora o

efeito genotdxico e citotoxico de diterpenos ja tenha sido previamente reportado. Utilizando o

ensaio cometa, Kato et al. (2012) observaram que o &cido pimaradienoico, um diterpeno da

classe dos pimaranos, induziu danos no DNA nas concentragoes de 2,5 e 5,0 pug/mL em células

V79. Os mesmos autores também relataram danos no DNA em hepatocitos de ratos tratados

com 80 mg/kg deste diterpeno.

O paclitaxel (Taxol®) é um diterpeno clinicamente eficaz, com atividade antineoplasica,

gue tem sido utilizado como farmaco para o tratamento de varios canceres humanos (Bang et

al., 2015). Este diterpeno suprime a dindmica dos microtubulos, o que resulta em inibi¢do da
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mitose. AL-Sharif (2012) demonstraram elevacao na frequéncia de micronucleos em células de
medula dssea de ratos albinos apds injecdo intraperitoneal de paclitaxel.

Abrédo et al. (2015) usaram a oleorresina de copaiba e 10 compostos dela isolados por
fracionamento para testar a atividade citotoxica frente a vérias linhagens: fibroblastos
pulmonares normais de hamster chinés (\V79), células tumorais de melanoma murino (B16F10),
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7), carcinoma hepatocelular humano (HepG2),
glioblastomas humanos (MO59J, U343 e U251) e adenocarcinoma cervical humano (HeLa). A
fracdo OC-2 (um diterpeno identificado como acido copalico) foi a que apresentou atividade
antiproliferativa mais pronunciada contra a linhagem HelLa, com ICsp = 44,03 pg/mL,
significativamente menor que o obtido contra a linhagem celular normal V79 (ICso = 107,30
pg/mL) e apos o tratamento de células HelLa com o quimioterdpico VP16 (ICso = 225,50
pg/mL).

Recentemente, a genotoxicidade do préprio acido caurenoico foi demonstrada em
linhagens de cancer gastrico, por meio do ensaio cometa e teste do microndcleo (Cardoso et al.,
2017). Comparando aos presentes resultados, nas células gastricas os efeitos genotoxicos foram
observados mesmo sob baixas concentracfes, porém nas células cervicais esses efeitos
atingiram indices mais elevados.

Para um melhor entendimento do efeito do &cido caurenoico em células de céancer
cervical, foi avaliada a transcricdo de genes envolvidos, entre outras func¢des, no controle da
progressdo do ciclo celular. Efetuou-se uma quantificacdo relativa de expressdo génica nas
células de cancer cervical HeLa (HPV18-positivo) e CaSki (HPV16-positivo) em relacdo a
linhagem C33A (HPV-negativo).

Tabela 5. Correlagéo entre a concentragdo de acido caurenoico e transcricdo génica. A estatistica foi
calculada a partir das médias de valores da quantificacdo relativa de expressao génica nas células de
cancer cervical HeLa e CaSki em relacéo a linhagem C33A.

Linhagens
MYC CCND1 BCL-2 CASP3 ATM CHK TP53 P16
r=- r=- r=- r=- r= r= r= r=-
Hela 0.9609 0.7949 0.9584 0.6975 0.9353 0.9510 0.8942 0.9670
= p = p = = = = = =
0.0023 0.0587 0.0026 0.1233 0.0061 0.0035 0.0162 0.0016
r=- r=- r=- r=- r= r= r= r=-
Caski 0.9558 0.8226 0.9763 0.8117 0.9510 0.9502 0.9134 0.9640
= p = p = = = = = =

0.0029 0.0444 0.0008 0.0498 0.0035 0.0037 0.0109 0.0019
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Ao serem tratadas com &cido caurenoico, as linhagens celulares HeLa e CaSki
apresentaram menor transcri¢éo dos genes MYC, CCND1, BCL-2, CASP3 e P16. Por outro lado,
essas linhagens apresentaram uma transcricdo aumentada de ATM, CHK e TP53.

Cardoso et al. (2017) obtiveram resultados semelhantes em linhagens de cancer gastrico.
De modo geral, as concentracdes mais elevadas do &cido caurenoico também induziram menor
expressao dos genes MYC, CCND1 e BCL2, refor¢ando que este composto tem agéo na inibigédo
de mitoses. Além disso, também observaram reducéo na transcricdo de CASP3 e aumento na
transcricdo de ATM, CHK e TP53 nas células gastricas.

Nas células normais, P16 funciona no controle do ciclo celular principalmente como um
regulador negativo da via pRb / E2F e a expressdo de P16 é subjacente a um feedback negativo
através de pRb. Nas células neoplésicas do colo do utero, a proteina E7 dos HPV de alto risco
pode interferir no circuito regulatério por sua capacidade para inativar pRB e, portanto, levar a
maior expressao da P16 (Klaes et al., 2001). Os resultados ora obtidos sugerem que o tratamento
com &cido caurenoico levou a menor expressao do gene P16 nas células HelLa e CaSki por ter
restabelecido componentes importantes na regulacdo do ciclo celular.

O tratamento com &cido caurenoico nas concentragdes 2,5, 5 e 10 ug/mL ndo afetou
significativamente a expressao dos oncogenes HPV E6 e E7. Nas maiores concentracdes (30 e
60 ug/mL), entretanto, o acido caurenoico promoveu significativa inibicdo na expressdo dos
referidos genes (Figura 2), inclusive na maioria dos casos com efeito mais potente que o do

MMS, o quimioterapico utilizado como controle positivo neste ensaio.
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i
f=]
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Figura 2. Efeito do &cido caurenoico sobre a expressdo dos oncogenes HPV E6 e E7 nas

linhagens HeLa e CaSki de cancer cervical.

Bloquear a atividade das oncoproteinas E6 e E7 seria um importante alvo terapéutico nas
células do cancer de colo uterino (Paul et al., 2014). Os mesmos autores relataram efeitos de
um diterpenoide chamado acido anisomélico sobre células da linhagem SiHa (HPV positivo)

de cancer cervical. Este composto natural apresentou atividade anticancerigena caracterizada
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pela capacidade de induzir parada do ciclo celular em G2/M através da reducdo de E6 e E7,
conduzindo a restauracdo dos niveis de p53. Induz também a apoptose via ativacao de caspase
através da via mitocondrial.

Mais recentemente, estudos mecénicos moleculares de Zhang et al. (2017) revelaram que
a N-acetil-deformilantimicina A (NADA) degradou os niveis das oncoproteinas E6 e E7 através
da ativacgdo do sistema de proteassoma dependente de ubiquitina, mediada por espécies reativas
de oxigénio, em células HeLa, além de induzir a apoptose. Em nosso estudo foi possivel
demonstrar que o acido caurenoico (30 e 60 xg/mL), um diterpeno obtido da copaiba, promove
reducdo da transcrigdo dos oncogenes E6 e E7, o que também implicaria na deple¢do dos niveis
das oncoproteinas correspondentes em ambas linhagens HelLa e CaSki de cancer cervical.

Uma vez que a inativacdo de pRb através de HPV E7 resulta em expressdo melhorada
de P16, que pode representar um biomarcador especifico e sensivel para células com expressdo
ativa de oncogenes de HPV (Klaes et al., 2001), podemos inferir que a menor expressédo de P16
em funcdo de um tratamento, como observada no presente estudo, representa um biomarcador
para células em que oncogenes de HPV estdo sendo impedidos de se expressar.

Embora tenham sido observados efeitos genotdxicos nas maiores concentracées de acido
caurenoico, nossos ensaios também mostraram resultados muito favoraveis em relacdo a
expressao génica. Assim, o presente trabalho sugere maior atencdo e novas abordagens, visto
que o &cido caurenoico pode servir como matéria-prima para o desenvolvimento de agentes
terapéuticos para o cancer de colo do Gtero com presenca de HPV, bem como para a pesquisa

sobre as precisas funcdes de E6 e E7.
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

Embora se perceba uma transicdo na distribuicdo epidemioldgica de neoplasias no
Brasil, algumas delas insistem em permanecer sob altas taxas. E 0 caso do cancer de colo de
utero, que assume o primeiro lugar em incidéncia na Regido Norte, se ndo forem considerados
0s tumores de pele ndo melanoma. O estudo retrospectivo sobre exames de Papanicolau
realizados na Casa da Mulher em Belém, Estado do Pard, permite observar um quadro
semelhante a outros estados da federacgdo, particularmente aqueles com grandes falhas de
cobertura. Aumentar a cobertura de PCCU na populagdo feminina é um objetivo imperioso,
requerendo atuacdo profissional, além de participacdo popular e responsabilizacéo coletiva pela

qualidade de vida.

Em relacdo ao acido caurenoico, surgem resultados promissores. Na realidade, hd muito
gue o uso do oleorresina de Copaiba se mantém com forte tradicdo na medicina popular da
Amazonia, com vérias aplicacBes, incluindo acdo anti-inflamatoria, antiulcerogénica e
antitumoral. O &cido caurenoico é um dos diterpenos bioativos presentes no éleo de Copaiba e,
na presente analise, com as linhagens celulares HeLa e CaSki, promoveu maior transcricao dos
supressores tumorais ATM, CHK e TP53; levou também a menor transcricdo dos oncogenes
MYC, CCND1, BCL-2, CASP3, além de P16; foi ainda capaz de inibir a expressdo dos
oncogenes E6 e E7 do HPV, que interferem na regulacdo do ciclo das células hospedeiras.
Mesmo tendo observados efeitos genotdxicos, os ensaios atuais apontam para possibilidade de
uso do acido caurenoico como matéria-prima na obtencdo de agentes terapéuticos contra cancer
cervical com presenca de HPV, assim como sua utilizacdo em futuras pesquisas sobre as
funcOes de E6 e E7
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Tabela 1. Distribuicdo dos exames citopatologicos, por faixa etaria, a partir de informacdes
registradas nos livros de controle de PCCU (2012 e 2013) da Casa da Mulher.

FAIXA 2012 2013 TOTAL
ETARIA SET OUT NOV DEZ JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO
<19
ANOS 04 01 05 01 02 01 05 04 06 01 02 02 34
20A 29
ANOS 27 19 21 09 30 15 35 20 18 14 07 25 240
30A39
ANOS 27 52 34 23 34 25 49 48 31 35 36 36 430
40 A 49
ANOS 47 60 52 39 48 35 64 76 54 33 27 40 575
50 A59
ANOS 49 39 44 34 63 43 60 52 42 42 50 60 578
=60
ANOS 25 24 40 29 33 21 24 27 26 26 28 42 345

TOTAL 179 195 196 135 210 140 237 227 177 151 150 205 2202
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RESUMO

2 cancer cervical cosfurmo apresentar progressdo lenfo e silenciosa, monfendo-se enfre os mois incidentes no Brosil. Seu
rastreamento & realizado pelo exame de Papanicolaocu, o qual, alem do deteccio precoce do caincer, permife o pesquisa
de ogentes infecciosos. Procedev-se um estudo refrospective anolffico sobre o3 resulfodos do exome de Popanicoloou
realizode no Casa do Mulher em Belém, Esiodo do Para, Brasil, de setembro de 2012 o agosto de 2013, com dodos
dos livros de preventfivos do cancer de colo do dtero (PCCU). Mo periodo, foram realizodos 2.202 exomes PCCU no
Casa da Mulher, o maior parie destes {52,35%) proveniente de mulheres no foiza dos 40 a 60 anos de idode. A foixo
=faria na amosiro apresenfou froca correlogio positiva [ = 0,1427%) com o frequéncia de achados microbiclégicos =
froco correlogio negativa (R = -0,2571) com o frequéncia de ofteragtes cifopaiologicas. Os achodos microbiclagicos
forom identificados em trés espécies: Gordnerello voginalis (23,48%), Candido sp. (12,44%) = Tichomonags voginalic
{0,68%). A prevoléncda de anormaolidodes citologicos nos exomes foi de 5,72%, néo diferindo significotivamente
lp = 0,7546) das relatodos em oufros publicogies. As ofipios celulores de significodo indeferminodo coresponderom o
2,67%%, ficando obaixo da foixa estimada pelo Instihio Macional de Cancer. A proporgio total dos lestes neoplasicas
pofenciolmente molignas (lesdo escamosa intoepitelial de alio grov e cardinoma) foi de 1,09%, com maoior frequéncio
na faixo etaria de 30 a 3% anos. O aumenio da coberfura de PCCL na populac@e femining precisa ser alcangodo e o
promocio da saldde deve ser efetivoda por meio de parcerios intersetoriais, paricipogio populor & responsobilizocio
coletiva pela qualidode de vida.

Palovras-chowe: Sadde Pdblica; Prevengio Secundaria; Teste de Popanicoloou; Meoplasios do Colo Uterino.

INTRODUCAD A estimativa para 2016/2017 no Brasil aponfo pam

Mos decodos mois recentes presenciomos  wma aproximadaments 576.000 casos naves de cincer O

fronsigdo na distibuigio epidemiclégica de neoplosias
no Brosil. Ao mesmo fempo em gque aumenfo o
incidéncia de aolguns fipos de c@ncer geralmente
msociodos oo elevodo sfofus sociceconbmico (cAnoer
de moma, prostota, colon & reto), verficose a
persisténcia de altas tomos de neoplosios nomalmente
mssociodas com o pobreza [cneer de colo uiering,
pénis, estémogo = covidode oral)’

cancer de pele do tipo néo melanoma (175760 casos
novos] serd o mais incidenfe, seguido pelos fumores
de prosiata (61 200}, moma femining (37.760), colon
e reto (34.280), pulmEo [2B.220), estdmogo (20.520)
e colo do dfero (16.340). Sem considerar os furmores
de pele ndc melonomao, o cdncer cerdcal & o mais
incidente na Regifo More do Beasil (23,97/100.000
habitanies]?.

A prevencdo seconddrio do céncer relociona-se 4
defeccio de lesbes pre-malignos ou malignes iniciois

Cormespondenda / Comespondence [ Comespondencia: no ocosido em gue o trofamento & potencialments
ikim Marz Madhads da Racha curofiva. O feste de Popanicoloou representa a principal
Canirs de Amngis & Ioide do Mulher [Case de Mulbed estratégio em progromas de  mostreomenio paro o
Tw. Bom Jawdim, 270. Bairo: Cidods Yalha trole d - " .

CEF. S6092.140  Balios Pors Boncil con o concer cervical®. Poro o Orgonizogao
Tal.: +55 (91] 2242-0642 Mundial do  Sodde (2MI), uma coberum  do
E-mail: silimmdarschalifgmail.esm populogio-alve de no minimo 80% e o goronfio
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de diogndsfico e frolomento odequados dos casos
olerodos  possibilitam  reduzir em 40% o P0% o
incidencio de clncer wlering invosive®. Enirefanio, o
moioria das capitois brasileiras nGo consegue ofingir
msza mefat

Moz poises desemvohidos, o foxa de moriolidade
por cincer ulerino diminviv mais de B0% entre 1730 -
2012, principalmente devido @ assimilogio generalizoda
do tesfe de Poponicoloou poro o prevengio e detecgdo
precoce do cdncer cervical®. Contudo, nos poises em
desenvolvimentio, aindo ndo forom olcongodos os mefos
de redugio do ndmero de casos.

A Casa da Mulher & uma uvnidode de referéncio
secundaria em  oncologio maomdaria e  ginecoltgico,
montida pela Prefeifura Municipol de Belém, Esfodo
do Pom. A instifuigio recebe mulheres dos Unidodes
Basicas de Sadde = Fomilio Souvdavel, & realizo exames,
como o Poponicoloow, poro defeccio  precoce do
cancer. Coso o neoplosio sejo confirmada, o podente
& encominhodo oo hospital de referéncio terciario paro
frafarnenta’

) exome de Poponicoloouw permite  fombéem
defector  sinois  de  inflomogies da wvulo e do
vagina, confribuinde no mostreomento & defeccho de
whrovoginites®. Enfre os principais cousos de gueixos
de mulheres que procuram olendimentc no area de
ginecologio estio as inflomogdes & infecgies voaginois.
Com frequéncia, nos preventivos do cancer de colo
do Ofero (PCCU), s&0 enconfrodos ogertes infecciosos
como o virus Popilomovirus Humaono (HPY) & o boctenia
Gordnerello voginalfs.

0 presenfe estudo teve como objefive idenfificar
o perdil de todos os ochados microbiclagicos =
citopatolégicos nos exomes realizndos pelo loborofiono
da Cosa da Mulher, em Belem, duranfe o perodo de

um ano.

MATERIAIS E METODOS

Procedew-s= o um levontamente  retrospectivo
analiice dos resuliodos de exames PCCU realizodos
na Casa da Mulher, de setembro de 2012 o agosto de
2013. A coletn dos dodos foi feito nos vros de PCCU
dos anos de 2012 = 2013. As informaogBes forom
resurnidos e apresenfodos de ocordo com o foixa efario
= quonto & realizogdo prévia do PCCLL

A publicagie Momenclofura Brasileim pora Lovdos
Cervicais & Condutos Preconizodos: Recomendocbes
para Profissionais de Sodde® foi wsada paro clossificar
o= resuliodos dos exomes cifopatologicos. Mesta analise,
foram considerodos negaotives tantc o5 resubodos
clossificados como nommais quanto os  inflomotGnios.
Ma microbiclogia foram anolisodas os frequéncios de
bactérias, leveduros = profozodrios.

Os  resubodos gque apresentorom alferogbes
citolégicas foram organizados em umo tabela no qual
foram uiilizodas siglas, o sober L3l = low-grode
squamous imra  epithelial  lesion (lesBo  escomosao
introepifelial de baoixe gmou); HIIL = high-grode
squamous imra  epithelial  lesion (lesBo  escomosao
introepifelial de alio grou); ASC-US = alypical

Rev PorAmar Sewde 2014; T(31:5155

5 CIOPIIIFm: 00 (20 00 GR

a

squamous cella of undetermined aignificonce [atipia
escamosa de significode indeterminodo, possivelmente
nao neoplasica); ASC-H = otypical squomows cefls
caonnot exclude HIIL [ofipio escomosa de significodo
indeferminado, ndo ofostando lesGo de alto grou);
AGC-US = ofypical glondulor cells of undetermined
significance [ofipia  glandulor  de significodo
indeferminodo,  possivelmente  ndo  neoplasical;
AGC-H = afypical glondular cells connol  exclude
high-grode  glandwlar  flesion  |ofipioc  glondulor  de
significado indeferminodo, ndo ofesfondo lesio de olto

grou); CA = corcinomo.

2 soffwore BioEstot 5.0 (Instituic de
Desenvolvimento Sustenfovel Mamiraua; Belem, Pora,
Brosil) foi uilizode pora os ondlises estotisficos: o
coeficiente de correlacio de Spearman (r) paro analisar
correlogio enire o idode dos pocientes = as olberogbes
encontrodas; o teste do gui-guodrmodo poro comparar
frequéncias de exomes glterodos desfo amosiro com
dados da literatura perdinente.

.n'-':. pesquisa feve o projeto aprovado pelo Comité
de Efica em Pesgquiso em Seres Humonos do InsSituto
de Ciéncios do Saldde do Universidode Federol do
Para [CEP/TCIAUFPA) em 30 de junho de 2014 [CAAE
32587514.2.0000.0018).

RESULTADOS

Mo perodo de sefembro de 2012 o ogosto de
2013, forom reolizodos 2.202 exames PCOCU no Cosa
da Mulher, o maior paorfe desses (52,36%) provenienfe
de mulheres na foixa dos 40 o 40 anos de idade. Por
outro lodo, 31,77% e 15,67% foram, respectivomenie,
de mulheres com menos de 40 & mais de &0 onos de
idode (Tobela 1). Dessa amostra, openas 20 mulheres
nunca hoviom reglizode o PCCU. A foiwo efarioc das
pacienies opresenfou apenas uvma froco  corelogao
positiva [r, = 0,142%) com a frequéncia de ochados
microbiologicos = umo froco  correlogBo  negofiva
I = -02571) com a frequénda de olerogtes
citopatologicos.

Tabela 1 — Frequéncia dos =xames PCCU realizados
na Casa do Mulher, Estodo do Pora, Brosil,
de setembro de 2012 o agosto de 2013,
e frequencio de mulheres que responderam
nunca ter reglizodo o PCCU, por foixa
etaria

i fizeram PCCU

Faixo efana Exames realzodos andericrmenbe
{arecs]
M *® H ®

=19 34 1,54 & 30
20-29 240 10,89 3 15
30-39 430 19,54 1 &
4049 575 26,11 4 20
50-59 578 26,25 4 20
= &0 345 15,87 z 10
Todal 2302 100,00 20 100
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Tabela 2 — Frequéncios dos olerogies citolbgicas encontrodos nos exames PCCU reolizodes na Caso da Mulher,
Estodo do Pam, Brosil, de sefembro de 2012 0 ogosto de 2013

F“il“:ni?“ ASC-US ASC-H AGC-US  AGCH LSIL HEIL cA Tokal
=19 - - - - 2 - - 2
20-79 3 - - 1 é 2 - 12
30-ag 10 1 - - 7 13 1 az
4049 20 1 1 - 12 1 1 36
5059 12 - - - ] ] - 24
= 60 10 - - - 7 3 - 20

M 55 2 1 1 43 22 2 126

% na amestra 2,497 0,091 0,045 0,045 1,952 0,999 0,091 5,720

ignificado indefsrminode,

L 1 A R— . passival
13- chpin ghondular de sigrificada &

udn.hn:l-nh-:ul-nlnm

raris ne nacplésica; ASC-H: oipia sscamass de signiicads indeisrmincd, o

7 AGC-H: atipin ghandilker du

io hadc de obic grow; LEL: hnvn- rim-pfhbd-u:nm:uu ﬁhnﬂgmu HS'IL hmmh—prh“md'

fidadms ciiclagioan, por tipo de atipio. Sinol convendonol edilondo:

S s
ﬂnrnu; Ca: inoTe; “: ° tofal de qum o
= Dede muminics iguel o e nio Earmw cs arredanc

Mos ondlises microbiologicas forom  identificadas
frés espécies: Gordnerello voginalis (23,48%), Condido
sp. (12,44%) e Trchomonos voginaolis (0,68%). A
fobelo 2 resume os resulfodos relatives & citopatologia,
cuja prevaléncio de onomalidodes foi de 572%. As
ASC, identificodas em 2,588% dos exomes, forom as
alteragfes com maior incidéncia.

DISCUSSAO

Cocho ef ol'® analisaram s resultodos des exames
do Municipic de Florano, BEstode do Piowi, no ano
de 2004, e, guanfo 4 microbiclogio, evidencioram o
presenca dos bactérias G. voginalis (21,67%) & Leptothnix
sp. (3,37%), olém de Condido sp. (16,70%)] e T vaginalis
|22,38%). Em comparogio oos resuliodos do presente
estudo, ndo houve diferenco significotiva quonfo  as
frequéncias de G. voginaliz & Condido sp. [p = 0,5847),
poremn foi alfomente significativae quanto @ frequéncia de
T. voginaliz {(p = 0,0001). Segundo os mesmos outores,
o auséncio ou a boixa frequéncia de T voginaliz fovorece
o ondlise citolégico, pois o infeccho pelo protozodrio
poderio interferir no diognastico de ofipios de significodo
indeferminado. As frequéncias de G voginalis & Condido
sp. encontrados por Lessa =t al'', 2m mulheres privadas
de liberdode, no Effodo do Ceara, tambem nbo diferimam
dos resulodos desse estudo (p = 0,3631).

A prevaléncio de anomolidodes dtopotolagicas no
presente esfudo (5,72%) nao difere significotivamente
lp = 0,7544) daos relotodas em diversas publicogtes
recenfes, como MNobre & Lopes Mefo'? no Amozonas (1%
a 5%), Sousa et al'? no Pora (4,05%), Coelho et al'®
no Pioui (5,32%) = Forseco et ol em Rorgima (7%).
Embora o porcentogern de anomalias citopoiologicas
nos pronfudrios de presidigrios reclusas no Ceora”
fenha sido um pouco maior (7,8%), no chegou o ser
estafisticomente diferenfe dos resubodos do presente
estudo.

Segundo o Instihfo Modional de Céncer, as atipias
escamosas de significode  indeterminodo  representam

a voredode de ofipio mois comumente  descrifo
nos loudos citopatolégicos do colo wierino, ficando
entre 3,5% = 5% do fofol de =xomes realizodos®. Mo
presenfe levantormento, o frequéncio ficow oboixo da
media nocional. Enfrefonio, Sousa et al'? encontraram
frequéncio oinda mencr (1,45%) poro esos ofipios
nos exames PCCU provenientes de 16 mwnicipios
poroenses reaglizodos no ano de 2008 e onolisados no

Laboratéric Central do Estodo do Pard (Locen-PA).

Mo tobela 2 tomb&ém séo
frequéncios de L3IL  [1,%52%), HSIL
[0,091%). A propomdo de
neoplasicas  pofencialmente malignes  (HSIL =
corcinoma) foi mois elevoda em mulberes do foixa
de 30 a 3% anos de idode, fodos com exome previo
alferodo — sejo por atipio de significode indeterminodo
ou lesdo introepitelial.

opresenfodas  os
{0,999%)

= carcinomo lesBes

Hé ginda coréncio ma lferofura de analises gue
avaliern o coeficiente de corelogio entre o foiza de
idode dos pocienfes = o occoréncio de aliemgbes
citopafologicas. A porir dos resubodos de  Sowsa
et ol'¥, foi efetvoda o estotisticn, enconfrondo uma
cormelogio  negativa  moderada [ = -0,4284).
Mo levanfomento fombém  observou-se  comelogio
negativa, emborm fraca [, = -0,2571). Possivelments,
a diminvicie do frequénco de alferogies com o
aumenio da idode mos amostros  esia relodionoda
tartfc o umo vido sexual menos ofiva, gQuanfoc 4
maior preccupaogic ma  busco de  ocompanhamento
especializodo por porte das pocientes de idodes mais
avangodas.

Em relogic 4 coberuro, observou-se  uma
proporgio de 79 07% de mulheres que relatorom ja ter
reglizode PCCU previomente. Entrefanfo, o que levou
a maioria das pacientes da omostra @ Cosa da Mulher
foi vm exome alterodo feito no Rede Basico de Soide,
de modo que o coberfura obtida ndo representa o real
sitvacio das mulheres em Belem.
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de Poponicolaou nos copifois  brosileims e  Distrito ~
Federal, em 2011, demonstrarom gque forom dez os CONCLUSAD
copitaiz brasileiraz que ofingiram o meto de B0% A falho na cobertura do exame PCCU em Belém vemn
pamm realizago do Foponicoloou em algum momenfo  sendo regisfrodo no liferofuro e os resultodos obSidos
da vida = openas sete pamm oz Ofimes trés amos®. A oo Cosn do Mulher, de sefembro de 2012 o ogeste
capital paraense ndc cpareceu enfre oz que afingimm 4. 2013, idenfiicorom anomalidodes cifopotolagicas
a meta. com prevaléncio semelhonie 43 obsercodas em outras
A promeogic do sabde deve ser efetivodn por cidodes que jombem nBo ofingirom o metode da
meic de porceras inferseforicis, paricipogio popular  coberuro de B0% estabelecida pela O#ME. A ampliagas
e responsabilizogie  colefiva  pela  gqualidode de  na coberurn do exame PCCU, ne sentide da promogas
vido. Ainda ossim, os profissionais de sabde devem da sobde do mulher, esige ndo openos os ofividodes e
conduzir o mulher no sentidoe de sensibilizalo oo decisdes individuois, mos também o engojomento e
oto de realizaor o exome preventive, fomondo uwmo  interesse da sociedode civil & do Estodo.

Profiles of cervical screening tests performed in Casa da Mulher, Para State, Brazil
ABSTRACT

Cervical cancer wsuolly has silent ond slow progression, remaining to be omong fhe most incident concers in Brozil.
Its screening is performed by Pop test which besides detects concer previcusly, allows the research of infection agents.
A retrospective anolyticol sfudy obout the results of Pap tesf wos conducied in Cosa da Mulher, Pora Stofe, Brozil
from Sepiember 2012 to August 2013 with dota from books of prevention of cervical concer (PCC). During thot
pericd, 2,202 PCC fests were carried ouf of Cosa da Mulher, most of them ([52.34%) from women oged of 40 fo
&0 years old. The oge group in the sample showed o weak positive comelofion [r = 0.142%) with the frequency
of microbiological findings and weak negofive comelotion [ = -0.2571) with the frequency of cylological chonges.
Microbiological findings were idengfied in three species: Gardnerello voginolias [23.48%), Condido sp. (12.44%) and
Trichomonos woginalis (0.568%). The prevalence of cyological obnomalities in fesfs wos 5.72% ond did not differ
significanfly [p = 0.75448) from the repoded ones in other publicofions. Atypia cells of undetermined significance
comresponded fo 2.679%, below the ronge estimoted by Brozilion Mofionol Concer Insfitvte. The fofal propordion of
potentially malignont neoplastic lesions (high-grade squaomeows intra epitheliol lesion and corcinoma) was 1.07%, ond i
is most frequently beteeen the oges of 30 fo 39 ye=or= old. The increase in PCC exominagtions in the femole population
needs fo be ochieved and health promotion should be done by infersecioral parneships, community participation and
collective responsibility for the quality of life.

Keywords: Public Health; Secondary Prevention; Poponicoloow Test; LHerine Cervical Meoplosms.

Perfil de los examenes citopatolégicos de cuello de Otero realizados en la Casa da
Mulher, Estado de Para, Brasil

RESUMEM

El cancer cervical suele presentar uno progresion lenfo y silenciosa, y s= manfiene entre los mas incidentes en Brosil.
Se mstrea con el exomen de Poponicoloou, e cuol, odemas de la deteccign precoz del cancer, permite el estudio de
ogentes infecciosos. Se procedio a un esfudio refrospeciive onalitico sobre los resuliodos del exomen de Popanicoloou
realizodo en lo Cosa da Mulher en Belém, Estodo de Pora, Brosil, de sefiembre de 2012 o ogosio de 2013, con
datos de los libros de preventivos de cancer de cuello de dtero (PCCU). En el periodo, se realizoron 2202 exsgmenes
PCCU en la Cosa do Mulher, la mayor parte [52 34%) proveniente de mujeres enfre los 40 y los 40 ofios de edad. E
grupo eforic de lo muestra presento vno pequefia correlocion posifiva [ = 0,142%) con la frecuenciao de hallazgos
microbiologicos y wno fombigén pequefio comelacidn negativa n = -0,2571) con la frecuencio de alferociones
citopatologicos. Los haollozgos microbiclégicos fueron idenfificodos en fres especies: Gordnerello voginalis (23,48%),
Condida sp. (12,44%) y Tichomonas voginalis [0,68%). Lo prevalencia de anormolidodes citolagicos en los exgmenes
fue de 5,72%, no difirendo significofivamente (p = 0,7544) de los relofodos en ofros publicociones. Los atipias
celulares de significodo indeterminodo comespondieron o 2 47%%, por debajo de lo fronjo estimada por &l Insfituto
Macional del Cancer. Lo proporcién total de las lesiones necplasicos potenciglmente malignos (lesion escamosa
introepitelial de olo grodo y corcinoma) fue de 1,07%, con mayor frecuencio en el grupo etario de 30 o 37 afios.
Es necesario que s= oumente la coberfura del PCCU en lo poblacidn femening y gue lo promocion de la salud s=a
efecfiva a través de colobormociones infersecioriales, paricipacién populor y responsabilided colectiva por ko calidad
de vida.

Polabras clave: Solud Péblico; Prevencion Secundaria; Prueba de Poponicoloou; Meoplasios del Cuello LHerino.
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