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RESUMO

O céncer de colo de utero € considerado o terceiro tumor mais frequente e a segunda causa de
mortalidade de mulheres no Brasil, sendo considerado um problema de saude publica. A
infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é um dos principais fatores de risco que
contribui para o desenvolvimento desta neoplasia. O principal método para o diagndstico é a
analise citologica pelo exame de Papanicolaou, mas a alta taxa de casos falso-negativos
inviabiliza uma avaliacdo adequada, sendo importante o uso de técnicas auxiliares de detec¢éao
do HPV e, consequentemente, no diagndstico desta doencga. Este estudo teve como objetivo
avaliar a eficacia, aplicabilidade, sensibilidade e especificidade dos métodos alternativos para
a deteccdo do HPV na prevencdo do cancer cervical. As técnicas MN e FT-IR sdo indiretas,
mas podem fornecer resultados Uteis na detec¢do do HPV em pacientes submetidas ao exame
citopatoldgico. As amostras de fluido cervical foram obtidas de 50 pacientes com citoldgica
normal, posteriormente analisada pela PCR, teste de MN e andlise de FT-IR. A andlise
molecular consistiu de extragdo do DNA das amostras endocervicais pelo protocolo
QlAamp® Virus Spin kit (Qiagen), seguida da realizacdo da PCR do gene viral L1 utilizando-
se os iniciadores MY09 e MY11. As amostras foram divididas com base nos resultados da
PCR em dois grupos, HPV positivo (sete amostras) e HPV negativo (43 amostras). As
andlises dos testes de MN das amostras ectocervicais foram realizadas pelas leituras das
frequéncias absoluta (N) e relativa (%), obtidas as médias, desvios padrdes e analisadas pelos
testes Shapiro-Wilk, Mann-Whitney e Qui-quadrado (X?). As anélises de FT-IR das amostras
endocervicais foram realizadas no equipamento Spectrum 400. A partir da matriz de
covariancia foram obtidos os componentes principais (PCs), e por meio das analises
discriminantes linear e quadratica, supervisionada pelos resultados da PCR (grupos HPV
positivo e HPV negativo), foram calculados os valores de sensibilidade e especificidade. Os
resultados das analises de PCR das 50 amostras permitiram validar 43 exames citologicos,
mas sete amostras de resultado citologico negativo estavam infectadas pelo HPV. Os testes de
MN mostraram maiores frequéncias de MN em amostras com HPV positivo, fatores
relacionados a idade, ao abortamento e o uso de bebidas alcoolicas. Os espectros de analise
FT-IR mostraram variacBes nas bandas de DNA e proteinas em amostras com alta frequéncia
de MN, provavelmente devido a presenca de histonas nucleossémicas e DNA que formam o
MN. A anélise dos componentes principais dos espectros de FT-IR ndo foi capaz de separar
eficientemente as amostras HPV positivas das HPV negativas, mostrando-se inespecifico para
diagnosticar o virus. Assim, com a realizacdo do estudo observou-se que a técnica de PCR
pode ser considerada padrdo ouro para a deteccdo do HPV por sua alta sensibilidade, que o
aumento da frequéncia de MN observado neste estudo em amostras infectadas pelo HPV,
pode ser devido a instabilidade gendmica, causada pela presenca do virus, e que, apesar da
espectroscopia FT-IR apresentar grande potencial, por ser um teste de alta sensibilidade e
especificidade no rastreamento do cancer cervical, neste estudo ndo demonstrou ser eficiente
na discriminacdo de amostras infectadas pelo HPV. Dessa forma, enfatiza-se que, estudos
adicionais devem ser conduzidos para a aplicacdo da espectroscopia FT-IR e o teste de MN no
diagnostico da infeccdo pelo HPV e consequente aplicacdo na prevencédo de cancer cervical.

Palavras-chave: Papilomavirus. Teste molecular. Reagdo em Cadeia de Polimerase. Teste de
Micronucleo. Espectroscopia FT-IR.



APPLICATION OF PCR, MICRONUCLEUS AND FT-IR SPECTROSCOPY
TECHNIQUES IN HPV DIAGNOSIS IN THE PREVENTION OF CERVICAL
CANCER

ABSTRACT

Cervical cancer is considered the third most frequent tumor and the second leading cause of
mortality in women in Brazil, being considered a public health problem. Human
Papillomavirus (HPV) infection is one of the main risk factors that contribute to the
development of this neoplasm. The main method for diagnosis is cytological analysis by Pap
smear, but the high rate of false-negative cases makes an adequate evaluation impossible,
being important the use of auxiliary techniques for hpv detection and, consequently, disease
diagnosis. This study aimed to evaluate the efficacy, applicability, sensitivity and specificity
of alternative methods for hpv detection in the prevention of cervical cancer. The MN and FT-
IR techniques are indirect, but can provide useful results in the detection of HPV in patients
undergoing cytopathological examination. The cervical fluid samples were obtained from 50
patients with normal cytology, later analyzed by PCR, MN test and FT-IR analysis. Molecular
analysis consisted of DNA extraction from endocervical samples using the QlAamp® Virus
Spin kit (Qiagen) protocol, followed by PCR of the viral L1 gene using the MY09 and MY11
primers. The samples were divided based on the PCR results into two groups, HPV positive
(seven samples) and HPV negative (43 samples). The analyzes of the MN tests of the
ectocervical samples were performed by reading the absolute (N) and relative (%)
frequencies, obtaining the means, standard deviations and analyzed by the Shapiro-Wilk,
Mann-Whitney and Chi-square tests (X?). FT-IR analyses of endocervical samples were
performed in spectrum 400 equipment. From the covariance matrix, the main components
(PCs) were obtained, and through linear and quadratic discriminant analyses, supervised by
PCR results (positive and negative HPV groups), sensitivity and specificity values were
calculated. The results of the PCR analysis of the 50 samples allowed to validate 43 exams,
but seven samples of negative result were infected with HPV. MN tests showed higher
frequencies of NM in samples with positive HPV, factors related to age, abortion and alcohol
use. The FT-IR analysis spectra showed variations in DNA and protein bands in samples with
high Frequency of MN, probably due to the presence of nucleosomal histones and DNA that
form the MN. The analysis of the main components of the FT-IR spectra was not able to
efficiently separate positive HPV samples from negative HPV, showing to be non specific to
diagnose the virus. Thus, with the accomplishment of the study, it was observed that the PCR
technique can be considered the gold standard for HPV detection due to its high sensitivity,
that the increased frequency of NM observed in this study in HPV-infected samples may be
due to genomic instability caused by the presence of the virus, and that, although FT-IR
spectroscopy has great potential, as it is a test of high sensitivity and specificity in cervical
cancer screening, in this study it did not prove to be efficient in discriminating hpv-infected
samples. Therefore, it is emphasized that additional studies should be conducted for the
application of FT-IR spectroscopy and the MN test in the diagnosis of HPV infection and
consequent application in the prevention of cervical cancer.

Keywords: Papillomavirus. Molecular test. Polymerase Chain Reaction. Micronucleus test.
FT-IR spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

O céancer é uma doengca que ganhou relevancia em virtude do seu perfil
epidemioldgico apresentado, com crescente aumento do nimero de casos anualmente. Estes
fatos vém conquistando importancia, tanto na area da saude quanto nas politicas pablicas
mundiais, propiciando pesquisas cientificas que permitam o diagndstico, a cura e/ou um
tratamento eficaz. Com o maior conhecimento da etiologia e biologia desta doenca é possivel
estabelecer prioridades e designar recursos, que sejam direcionados para a mudanca positiva
desse cenario. A vigilancia de cancer destina-se, como em qualquer sistema de vigilancia, a
produzir informac@es para a tomada de decisdes (INCA, 2017).

Esta doenca € caracterizada pelo crescimento desordenado de células anormais com
potencial invasivo, originado na maioria dos casos, por condigdes multifatoriais, que podem
agir em sequéncia ou em conjunto para promover ou iniciar a doenga. Alguns tipos de cancer
podem ser evitados pela supressdo da exposicdo aos fatores de risco, assim, medidas
preventivas devem ser implementadas, como as estratégias para o controle do tabagismo, a
promocdo da alimentacdo saudavel, a vacinacdo para Papilomavirus humano (HPV), o
estimulo a préatica de atividades fisicas, dentre outras. Além disso, o diagnostico precoce
aumenta a chance de cura para acima de 90% para a maioria dos tumores (INCA, 2016).

Entre os varios tipos de cancer, o cancer de colo uterino ocorre lentamente e €
precedido por lesbes intra-epiteliais que sdo caracterizadas por uma desorganizacdo do
epitélio malpighiano. A altura do epitélio implicado nas anomalias é descrita pelos graus I, |1,
e |11 da neoplasia intra-epitelial cervical (NIC). Assim, é necessario realizar a prevencdo para
evitar esta ocorréncia que pode se tornar em aumento da morbimortalidade pela doenca
(WALBOOMERS et al., 2009).

No Brasil, a estimativa de incidéncia de morte por cancer de colo estd em torno de 19
por 100.000 mulheres (19/100.000). Os estados da regido Sul apontam maiores taxas de
mortalidade, tais como no Parané 25/100.000 e no Rio Grande do Sul 28/100.000, taxas estas
que dependem da exposicdo das mulheres aos fatores de risco e da efetividade de um
programa de rastreamento do cancer. No Piaui, aproximadamente 12/100.000 mulheres sé&o
anualmente, vitimadas pelo cancer de colo uterino. No mundo, 570 mil foram diagnosticadas

somente em 2018, e em média, as mortes por cancer de colo uterino neste ano ocorreram em
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311 mil mulheres, sendo destaque dessas mortes 0s paises de baixa e média renda com mais
de 85% dos casos (OPAS, 2019).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o cancer de colo uterino é
considerado o terceiro tumor mais frequente na populacdo, depois do cancer de mama e do
colorretal e a segunda causa de morte em mulheres por cancer no Brasil, sendo considerado
um grave problema de salde publica. A incidéncia deste tipo de cancer vem crescendo
anualmente no Brasil, quando se pode destacar que 80% dos novos casos ocorrem nos paises
em desenvolvimento e preferencialmente em mulheres jovens (INCA, 2018).

O HPV é apontado como um dos grandes responsaveis pelo desenvolvimento deste
cancer. E um DNA-virus da familia Papillomaviridae, que acomete cerca de 600 milhdes de
pessoas no mundo. Este virus é uma cepa viral que se instala na pele e mucosas genitais e
evolui lentamente, afetando tanto mulheres quanto homens, sendo que nestes Gltimos o seu
desenvolvimento ocorre de forma assintomatica. A presenca do virus € capaz de favorecer o
aparecimento de lesbes benignas e malignas, sendo associado a 99% dos casos de cancer do
colo uterino e 20 a 50% dos casos de cancer do pénis (INCT-HPV, 2013).

No Brasil, todo ano sdo esperados 700 mil novos casos de pessoas infectadas pelo
virus, aproximadamente 10 milhdes de pessoas serdo portadoras do virus e em algum
momento da vida, 75 a 80% da populacdo ira contrair algum tipo de HPV. Dados estatisticos
evidenciam que o aumento da incidéncia de infeccdo pelo HPV é devido, dentre outros
fatores, ao inicio da vida sexual cada vez mais precoce, a multiplos parceiros sexuais e a
pratica do sexo desprotegido (INCA, 2018).

Como a infeccdo pelo HPV ¢é citada como um dos principais fatores de risco para o
aparecimento do cancer cervical, o desenvolvimento de métodos que detectem a infeccdo por
este virus é extremamente importante para a prevengdo e diagndstico do cancer cervical.
Neste sentido, prevenir essa doenca ainda é a melhor opcdo, por isso, quanto mais precoce for
o diagnostico do HPV e a prevencdo da neoplasia de colo uterino, melhor sera o prognostico
da paciente. Nesta perspectiva, para a doenca ser detectada precocemente e evitar o0 aumento
da morbimortalidade é necessario a realizagdo do exame preventivo.

Segundo os manuais do Ministério da Saude (MS), todas as mulheres que tém vida
sexual ativa devem realizar o exame de citologia oncética para a detecgdo precoce do cancer
de colo uterino, com enfoque maior para a faixa etaria dos 25 a 64 anos de idade por ser a
faixa etaria de maior prevaléncia. Com a realizacdo da citologia oncotica é possivel detectar
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alteracdes citoldgicas ocasionadas por diversos fatores, dentre eles, a infeccdo pelo HPV. Esta
€ uma técnica considerada padrdo ouro na pratica clinica, apesar de apresentar algumas
desvantagens, tais como a sua baixa sensibilidade, ou seja, a probabilidade do teste ser falso
negativo diante de casos de pacientes infectadas pelo HPV (INCA, 2017).

Dessa forma, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos diagnosticos
alternativos, tais como analises moleculares, por exemplo, por meio da técnica da Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), a analise de Micronucleos (MN) e técnicas espectroscopicas,
como a Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FT-IR) no sentido de
detectar com maior precisdo e confiabilidade as alteracdes que o virus HPV pode causar nas
ceélulas do colo uterino.

A técnica de PCR € considerada o método mais sensivel para deteccdo do DNA do
HPV em amostras clinicas. Esta metodologia caracteriza-se pela amplificagdo exponencial de
sequéncia especifica de DNA alvo, e tem potencial para a deteccdo de niveis muito baixos de
carga viral em células e tecidos, utilizando para isso iniciadores especificos para 0 genoma do
HPV (RIVERO; NUNES, 2006).

O teste de MN é um método que pode identificar alteracdes nos nucleos dos tecidos
que sdo alvos especificos de agentes carcinogénicos e genotdxicos nos quais 0s carcinomas se
desenvolvem. Este teste tem sido considerado um método pratico, rapido e de baixo custo
para a deteccdo de grupos de risco e prevencao do cancer de colo uterino (VILANOVA et al.,
2012; SHl et al., 2015; SILVA et al., 2017).

A realizacdo da técnica de FT-IR possibilita avaliar a informacdo bioguimica da
composicdo do tecido, como por exemplo, proteinas, polipeptidios, etc. Outro ponto
importante é quantidade infima de amostras, permitindo medidas répidas, confidveis, controle
de qualidade e analises dindmicas (KONG; YOU, 2007).

Considerando estes aspectos, a aplicacao dessas técnicas pode auxiliar na deteccdo das
alteracbes que o HPV ¢é capaz de causar nas células do colo uterino, possibilitando o
diagnostico precoce do cancer do colo uterino. O uso destas técnicas pode ter um impacto na
prevencdo secundaria deste cancer, evitando, por exemplo, a progressdao para lesdes de alto
grau. Como resultado, o tratamento serd mais preciso, mais eficiente e consequentemente

havera possibilidade de um melhor prognostico para o paciente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia, aplicabilidade, sensibilidade e
especificidade dos métodos alternativos para a detec¢cdo do HPV na prevencdo do cancer

cervical.

2.2 Objetivos Especificos

- ldentificar pela técnica citopatoldgica de Papanicolaou a presenca de alteracGes
morfolégicas, indicativas da infeccdo pelo HPV, em fluido cervical de pacientes que
realizaram o exame citopatoldgico de rotina;

- Identificar a infeccdo pelo HPV por meio da técnica de PCR em amostras provenientes de
exame ginecologico;

- Analisar a frequéncia de MN em células basais da mucosa uterina de pacientes submetidas
ao exame ginecologico;

- Realizar a andlise de FT-IR nas amostras de fluido cervical das mesmas pacientes para
identificar alteracGes espectrais e bioquimicas que possam indicar a infeccéo pelo HPV;

- Correlacionar a presenca de alteracdes citoldgicas com os resultados da PCR e com o
namero de MN encontrados em células basais da mucosa uterina das pacientes;

- Verificar a associacdo entre a presenca de infeccdo pelo HPV pelo teste molecular e a
frequéncia de MN das células do fluido cervical com as caracteristicas clinicas e
comportamentais das pacientes.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Papilomavirus Humano

Desde o final do século XX, em todo o mundo, a mudanca no comportamento sexual
das pessoas foi associada ao surgimento de novas doencas sexualmente transmissiveis (DST),
como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), além de outras de importancia ate
entdo secundaria, como a condilomatose genital, conhecida desde a época greco-romana, em
que a transmissdo da doenca era atribuida a relagdo homossexual, como verrugas genitais
(SILVA et al., 2008).

Em meados de 1935, Rous descreveu que as verrugas encontradas em coelhos
apresentavam potencial para transformacdo maligna. A primeira observacédo de particulas de
Papilomavirus em verrugas humanas foi relatada por Strauss et al. (1949), por meio da
microscopia eletrénica. O potencial carcinogénico do HPV foi descoberto em pacientes com
epidermodisplasia verruciforme, em 1950 (CRAWFORD; CRAWFORD, 1963).

O HPV é um virus da Familia Papillomaviridae que infecta as células epiteliais e causa
lesGes na pele ou mucosas com diversos agravos, dentre eles a verruga comum e a verruga
genital ou condiloma. E um virus icosaédrico ndo envelopado e com &cido nucléico
constituido de DNA de dupla fita circular. O seu genoma € dividido em regido reguladora
(LCR), que contém a origem de replicacdo (ORI) e as regides codificadoras que séo
denominadas de open reading frame (ORF) que significa fase de leitura aberta (ROSA;
MEDEIROS; ROSA, 2009).

Este virus possui 72 capsdmeros, € pequeno, com tamanho de 55 nm de diametro e
contém molécula circular Gnica enrolada de DNA de fita dupla e proteina em sua estrutura,
apresentando reacdo de atracdo pelo epitélio escamoso, causando infeccdes na mucosa e pele,
acometendo também o epitélio cilindrico (SOUZA; CATAO, 2012). Foi caracterizado, em
1907, como agente causador das verrugas humanas, e isolado em 1933, onde somente em
1954 foi comprovado que a sua via de transmissao era sexual (ENCINA; ALVES, 2013).

A classificagdo do HPV € descrita segundo seu tropismo como cutaneotropicos, 0s
quais pertencem ao HPVs 1, 2, 5 e 8, que estdo relacionados ao surgimento de verrugas e
cancer de pele e mucosotropicos, os quais pertencem os HPVs 6, 11, 42, 16, 18, 31 e 45,
relacionados aos surgimentos de condilomas e cancer cervical. Além disso, eles podem ser
classificados também quanto ao seu potencial de oncogenicidade em alto risco, 0s quais
pertencem os HPVs 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59 e baixo risco oncogénico 0s
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quais pertencem os HPVs 6, 11, 40, 42, 43, 54, 61, 70, 72, 81, CP6 108. Os HPVs de alto
risco oncogénico, quando associados a outros cofatores, apresentam relacdo com o
desenvolvimento das neoplasias intra-epiteliais e o cancer invasivo de colo uterino, da vulva,
da vagina e da regido anal (SOUTO; FALHARI; CRUZ, 2005; FEBRASGO, 2016).

Dentre os mais de 100 subtipos de HPV ja descritos, 20 tipos podem infectar o trato
genital, e destes, 12 estdo relacionados a lesGes pré-oncogénicas e ja referidos como HPVs de
alto risco. Os principais subtipos associados ao cancer de colo uterino da populacdo mundial
sdo os HPVs dos tipos 16 e o0 18, que também sédo tidos como responsaveis por até 91% dos
casos de cancer de anus (WHEELER et al., 2012).

A oncogenicidade dos diversos subtipos de HPV esta relacionada ao nimero de
promotores regulando a expressdo de oncogenes, onde subtipos de maior viruléncia possuem
menos promotores que subtipos de menor viruléncia (BORSATTO; VIDAL; ROCHA, 2011).

3.2 Fatores de Risco para Infeccdo pelo HPV

O principal fator de risco para a infec¢do pelo HPV e o desenvolvimento do cancer de
colo uterino esta relacionado a atividade sexual, em que a elevada quantidade de parceiros
sexuais tem grande relevancia em relacdo a vulnerabilidade, seguida de multigestacdes, do
inicio precoce de vida sexual (sexarca) e de outras DST’s (DUNNE et al., 2015).

A infeccdo por HPV ocorre comumente durante o ato sexual, com o contato entre um
tecido infectado e uma mucosa ou epitélio com micro lesGes, facilitando a permeacdo do virus
até as células da camada basal dessa mucosa ou epitélio. O virus, entdo, utiliza a célula
hospedeira para se multiplicar (ZUR HAUSEN, 2002).

O HPV tem um amplo tropismo por epitélio de mucosa, podendo ocorrer com um
unico contato sexual, bastando apenas que o (a) parceiro (a) esteja infectado ou quando
ocorrer 0 contato da pele ou mucosa com o epitélio infectado e fomites (TERAI et al., 1999;
LLEWELLYN; JOHNSON; WARNAKULASURIYA, 2001; JUNG; BALSAMO;
FORMIGA, 2005). O uso de preservativo € a principal recomendacdo para individuos que
nunca tiveram contato com o HPV. E importante a adesdo a vacina contra este virus,
preconizadas pelo Ministério da Saude, principalmente pela alta potencialmente em meninas
que ndo iniciaram a atividade sexual (INCT-HPV, 2013). Outros fatores de risco que estdo
relacionados & infecgdo pelo virus sio: a idade (ELEUTERIO et al., 2011), o uso prolongado
de anticoncepcionais orais e o tabagismo (BRASIL, 2010). Além disso, mulheres fumantes

apresentam maior risco de desenvolvimento de cancer cervical por HPV, tanto para neoplasia
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pré-invasiva quanto invasiva. O habito de fumar tem sido relacionado com grande incidéncia
e permanéncia da infecc¢éo pelo HPV (PINHEIRO et al., 2013; JIN, 2016).

Ap0s acontecer a infec¢do pelo HPV o organismo reage de varias maneiras, como,
eliminar o virus naturalmente sem que haja nenhuma sintomatologia em um periodo de
aproximadamente 18 meses, ou 0 virus pode permanecer no organismo sem nenhuma
manifestacdo clinica durante anos. Contudo, em alguns portadores, o0 HPV pode persistir por
muito tempo, ocasionando alteracfes geneéticas, que podem resultar em verrugas genitais,
lesGes pré-malignas e varios tipos de canceres, dentre eles o cancer de colo uterino, vagina,
vulva, anus, pénis e orofaringe (ROSENBLATT; LUCON; WROCLAWSKI, 2006).

Duas fases sdo sugeridas para replicagdo do DNA viral do HPV: a 1?2 fase, de
amplificacdo, com producdo de alta carga viral nas camadas mais superficiais do epitélio
infectado e a 22 fase, de manutencdo, com producéo de carga viral menor na camada basal de
células proliferativas. A fase de manutencdo origina o periodo de laténcia da infecgdo por
HPV no qual a carga viral mantém-se em niveis indetectaveis, que acontecem quando, ap6s a
relacdo sexual, o HPV infecta células epiteliais da mucosa cervical, 90% dos casos se curam
em 2 anos, em 10% dos casos infectados pelo HPV oncogénico, em um periodo de 10 a 30
anos, ocorre o desenvolvimento do cancer invasivo em que o genoma do HPV integra-se ao
genoma do hospedeiro (Figura 1) (PANG; THIERRY, 2012).

Figura 1 - Esquema ilustrativo da infeccdo pelo HPV.
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3.3 Cancer do colo do Utero

A infeccdo por tipos oncogénicos de HPV é o principal fator de risco associado ao
cancer cervical, suas lesbes precursoras e lesdes intra-epiteliais escamosas de baixo e alto grau.
Este virus induz a instabilidade gendmica, alteragdes no nudmero de cromossomos,
denominadas aneuploidias, bem como alteragfes estruturais cromossomicas e alteragdes
génicas no epitélio que estdo associadas ao inicio do processo maligno (MARCO, 2013).

O cancer de colo de utero € considerado um problema de saude publica em que os dados
estatisticos evidenciam o aumento da incidéncia do contagio pelo virus HPV e dos casos
diagnosticados deste tipo de céncer, consequéncia, dentre outros fatores, do inicio da vida
sexual cada vez mais precoce, do grande numero de parceiros sexuais e pela pratica do sexo
desprotegido (ALVES et al., 2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).

O céncer do colo do utero apresenta aproximadamente 530 mil novos casos anuais no
mundo é o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres e a quarta causa mais
frequente de morte, sendo responsavel por 265 mil ébitos por ano. No Brasil, estimam-se
16.370 casos novos de cancer do colo do Utero para cada ano do biénio 2018-2019, com um
risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres. De acordo com as regides, o cancer
do colo do utero é o primeiro mais incidente na Regido Norte (25,62/100 mil). Nas Regibes
Nordeste (20,47/100 mil) e Centro-Oeste (18,32/100 mil) ocupa a segunda posi¢cdo mais
frequente; nas Regides Sul (14,07/100 mil) e Sudeste (9,97/100 mil), ocupa a quarta posi¢cdo
(INCA, 2018).

O crescimento deste cancer € lento e precedido por lesdes intra-epiteliais
caracterizadas por uma desorganizacao do epitélio malpighiano. Em sua evolucédo, passa por
uma fase pré-invasiva, chamada de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC), classificada
histologicamente em graus I, Il e 111, que refletem o seu comportamento biolégico. A NIC I,
displasia leve, caracterizada por atipias celulares localizadas no terco inferior do epitélio
escamoso; NIC 11, displasia moderada, as atipias ocupam os dois tercos inferiores desse
epitélio; e NIC Ill, displasia acentuada/carcinoma in situ, em que as células atipicas
comprometem mais de dois tercos ou toda a espessura do epitélio (WALBOOMERS et al.,
2009; INCA, 2006).Para uma descricdo completa das categorias diagnosticas atualmente
utilizadas no Brasil, recomenda-se a consulta a Nomenclatura Brasileira para Laudos

Cervicais e Condutas Preconizadas (INCA, 2006), descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Nomenclatura histopatoldgica e citopatoldgica utilizada no diagnostico das lesdes cervicais escamosas.

Classificacdo Classificacdo Classificacdo Classificacdo
citologica de histolégica da OMS histologica de Richart Citoldgica Brasileira
Papanicolaou (1941)  (1952) (1967) (2006)

Classe | - - -

Classe Il - - Alteraces benignas

- - - Atipias de significado
indeterminado

Classe Il11 Displasia leve NIC | LSIL
Displasia moderada e NIC Il e NIC NI HSIL
acentuada
Classe IV Carcinoma in situ NIC I HSIL
AlS
Classe V Carcinoma invasor Carcinoma invasor Carcinoma invasor

Fonte: Lesdo Intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL); Lesdo Intraepitelial escamosa de alto grau (HSIL);
Adenocarcinoma in situ (AIS). INCA (2006).

3.4 Métodos atuais de diagndstico do HPV

Para evitar as consequéncias causadas pelo virus, é preciso realizar o diagndstico da
infecgdo, que é feito por meio de aspectos relevantes como o histdrico, exame fisico e exames
complementares.

O diagnéstico precoce do virus € a melhor forma para possibilitar o tratamento
adequado. O HPV, por ser um virus com alto potencial infeccioso carcinogénico, € objeto de
diversos estudos que visam formas de deteccdo e identificacdo dos subtipos virais cada vez
mais sensiveis e precisos.

Dentre os testes diagndsticos mais comuns existentes estdo: os morfoldgicos, 0s testes
soroldgicos e os moleculares (CARMO; FIORINI, 2007). Os métodos morfoldgicos,
considerados indiretos, detectam alteracdes citopatoldgicas e histopatoldgicas decorrentes da
infeccdo pelo HPV, ndo detectando a presenca do virus, mas sim as alteracdes que 0 mesmo
pode provocar no tecido infectado (RAMOS, 2013; PINHEIRO et al., 2013). A principal
técnica de rotina de diagndstico € o teste citopatoldgico Papanicolau. Esta técnica ndo detecta
0 virus, contudo mostra as alteracdes causadas pelo mesmo nas células da ectocérvice e da
endocérvice da paciente (BRASIL, 2010). Os métodos moleculares, considerados métodos
diretos, detectam a presenca do genoma do HPV ou seus transcritos na amostra clinica. A
biopsia de lesbes permite o estudo anatomopatologico, mas ndo tem a capacidade de
classificar e identificar o HPV, como ocorre pelo diagndstico realizado pelas técnicas de
biologia molecular (LETO et al., 2011).
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3.4.1 Testes Soroldgicos

Os testes sorologicos ou imunoensaios sdo técnicas utilizadas para deteccdo e
qualificacdo de antigenos e anticorpos, ou qualquer outra substancia capaz de desempenhar tal
papel no ensaio, tais como drogas, horménios, acidos nucléicos, entre outros. Estes testes sdo
pouco utilizados em rotina clinica devido a sua baixa especificidade e sensibilidade ja que a
resposta imunologica humoral contra o HPV é pequena e inespecifica, dificultando a deteccédo
pela dosagem de anticorpos produzidos contra o antigeno viral (COURSAGET, 2003).

A dificuldade do diagnostico soroldgico esté relacionada principalmente as reacdes
cruzadas entre os diferentes tipos de HPV, a diversidade de locais em que o HPV pode se
instalar, e a fraca resposta das células imunocompetentes das camadas superficiais do epitélio,
onde ocorre a expressao viral (COURSAGET, 2003; RIBEIRO, 2009).

3.4.2 Testes Morfologicos

O método morfolégico baseia-se nas alteragdes morfoldgicas do tecido,
macroscopicamente e microscopicamente por meio da andlise citolégica. A andlise
macroscopica consiste na realizacdo do exame do colo uterino em que se observa a olho nu a
presenca ou ndo de ectopias, hiperemias e de lesbes verrucosas que séo indicativas de HPV
(STOLER; SCHIFFMAN, 2001).

A analise citologica € realizada por meio do exame citopatologico de Papanicolaou. A
introducdo deste exame como teste de rastreamento ha cerca de 60 anos resultou em uma
reducdo consideravel, cerca de 50% a 70%, dos indices de mortalidade por cancer cervical no
mundo (MARTINS, 2005). O exame de Papanicolaou € realizado no material coletado da
ectocérvice e endocérvice uterina disposto sobre 1dmina e corado para andlise. Esta consiste
na busca de alteracbes morfoldgicas como a presenca de coildcitos, principal caracteristica do
HPV, em que o nicleo é aumentado e a regido perinuclear é ampla e clara, ou disqueratécitos,
processo de diferenciacdo e queratinizacdo do epitélio normal, sugerindo infeccdo por HPV
(WOLSCHICK et al., 2007).

A realizacdo deste exame permite diagnosticar modifica¢des do colo uterino a partir de
células descamadas do epitelio, usualmente chamado de exame preventivo. Trata-se do
esfregaco ou raspado de células esfoliadas do epitélio cervical e vaginal, que possibilita a
evidenciacdo de lesbes pré-neoplésicas e de doengas em estagios iniciais. Recomenda-se que

deve ser realizado anualmente, e apds o segundo exame com resultado negativo, 0 mesmo
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devera ser repetido a cada trés anos. Contudo, obtendo o resultado positivo, a paciente devera
repetir os mesmos seis meses apds o diagnostico. Outras alteragdes, o médico decidird a
melhor conduta (BRASIL, 2010).

O teste citopatoldgico do Papanicolaou é preconizado pelo MS para deteccéo de lesbes
causadas pela presenca do HPV. Trata-se de um exame rapido, de baixo custo e efetivo na
deteccdo precoce de lesdes. No entanto, esta técnica de realizacdo é vulneravel a erros de
coleta e de preparacdo da lamina, além de haver subjetividade na interpretacdo dos resultados
e ser incapaz de identificar o tipo de virus presente na amostra (MARTINS, 2005).

Além disso, em muitos casos, este teste apresenta baixa sensibilidade e especificidade.
Assim, novas técnicas de diagnostico, tais como a analise molecular pela PCR, o teste de MN
e a técnica de FT-IR tem sido pesquisadas com o objetivo de auxiliar a andlise citologica e

melhorar a qualidade do rastreamento do cancer cervical.

3.4.3 Testes Moleculares

Considerando o fato dos métodos morfoldgicos e citopatologicos empregados
atualmente apresentarem algumas desvantagens na detec¢do da infec¢do do virus, tais como o
elevado nimero de casos falso negativos, enfatiza-se que é de grande importancia o estudo e o
emprego de técnicas alternativas de diagndstico.

Os testes moleculares sdo altamente especificos e sensiveis para a deteccdo do HPV.
Estes sdo o0s Unicos testes capazes de identificar o virus mesmo em seu estado latente, ou seja,
quando o virus ainda ndo foi incorporado ao genoma do hospedeiro gerando as alteracBes
citologicas. Os principais testes moleculares sdo: captura hibrida, hibridizacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) e PCR (FARSHADPOUR et al., 2011; RITARI et al., 2012).

A captura hibrida é o método de amplifica¢do de sinal ndo radioativo em que sondas
de RNA marcadas séo utilizadas para hibridizacdo do DNA alvo do HPV em solucéo. Este
método detecta 0 DNA viral presente em materiais cérvico-vaginais, utilizando uma
microplaca, por meio de sondas de RNA capazes de reconhecer as sequéncias do DNA de
HPV de baixo e de alto risco. Para a realizagdo desta técnica, inicialmente é realizada a
desnaturacdo do DNA da amostra a ser analisada, que é em seguida hibridizada com maultiplas
sondas de RNA em um tubo contendo uma solugdo tampdo. Posteriormente os hibridos
imobilizados sdo expostos a um anticorpo conjugado a fosfatase alcalina e revelados por
quimiluminescéncia. O nivel de quantidade de iluminescéncia pode ser entdo quantificado
para analise da carga viral da paciente (WOLSCHICK et al., 2007).
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A técnica de FISH é um método histoquimico em que se pode visualizar, identificar,
enumerar e localizar simultaneamente micro-organismos in situ, ndo havendo a necessidade
de cultivos celulares. As sequéncias de acidos nucléicos sdao examinadas dentro das células
ndo alterando a integridade de seus compartimentos ou morfologia, por meio da visualizacao
direta de cortes histoldgicos, utilizando-se microscopios 6pticos epifluorescentes. Esta técnica
baseia-se na deteccdo de sequéncias especificas de &cidos nucléicos em cromossomos
morfologicamente preservados, células e tecidos, em que, em condi¢cdes bem definidas ha a
formacéo duplex (hibridacdo), de um fragmento de acido nucléico de fita simples modificado
com sua sequéncia complementar (sequéncia alvo) em um espécime biolégico fixado, como a
sequéncia-alvo do DNA viral, que pode ser visualizada por meio de marcadores fluorescentes
(CARMO; FIORINI, 2007; AMANN; FUCHS, 2008).

A PCR é um método de amplificacdo de sequéncias especificas de DNA alvo milhdes
de vezes. Existe a necessidade de que a sequéncia alvo de nucleotideos seja conhecida para
que se consiga desenhar iniciadores especificos a sequéncia que se deseja amplificar,
possibilitando a amplificacdo da sequéncia desejada, por exemplo, com o desenho de
iniciadores em regides conservadas ou comuns do genoma do HPV, é possivel a deteccdo de
um painel de diferentes tipos de HPV em uma Unica reacdo (GIULIETTI et al., 2001). O
método de PCR que utiliza os iniciadores MY09-MY11 e GP05-GP06 para amplificar a
regido do gene L1 do genoma viral, sdo os mais frequentemente utilizados para deteccdo de
HPV em estudos clinicos e histologicos (COSER et al., 2011). Estes iniciadores sdo eficazes
para a amplificacdo em um largo espectro de genotipos de HPV em células obtidas a partir de
esfregacos cervicais (SARTORI et al., 2018).

A PCR, quando comparada com outras técnicas moleculares, é a técnica mais sensivel
e disponivel atualmente, pois possibilita detectar quantidades minimas de DNA viral na
amostra em estudo. Contudo, quando comparada aos testes sorolégicos e morfoldgicos
apresenta desvantagens, como o custo mais elevado, sendo este um dos motivos de muitos

laboratorios ndo a tornarem um teste padréo na rotina clinica (WOLSCHICK, 2007).

3.5 Tratamento do Paciente Infectado pelo HPV

O tratamento do paciente infectado pelo HPV e ja com a formacdo da lesdo tem o
objetivo de diminuir ou curar as lesfes causadas pela infeccdo. A forma de tratamento
dependera de varios fatores, tais como, a idade da paciente, o tipo, a extensao e a localizagéo
das lesdes (INCA, 2016).
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O objetivo inicial do tratamento é eliminar os sintomas, amenizar a carga psicologica
decorrente do estigma social e melhorar o aspecto estético do paciente, no que se refere aos
condilomas, que com a eliminacdo desse tipo de lesdo tenta-se diminuir a transmissibilidade,
que parece ser mais significativa na presenca dessas verrugas. Porém, até 0 momento, ndo
existe um tratamento Unico e ideal para todos o0s pacientes, e tdo pouco uma terapéutica capaz
de erradicar o HPV, assim, o tratamento individualizado parece ser a conduta mais adequada
(CARVALHO, 2010).

As principais formas de tratamento utilizadas em rotina sdo o uso de éacido
tricloroacético, que é indicado em 50 a 90% dos casos de verrugas externas para ambos 0S
sexos, devendo ser aplicado uma vez por semana até o desaparecimento da lesdo; a fluoracila
em creme, aplicada na lesdo uma a duas vezes por semana e a podofilotoxina a 0,5% em
solucdo ou 0,15% em creme, com aplicacdo que deve ser feita duas vezes ao dia durante trés
dias consecutivos (PASSOS et al., 2008; TANER et al., 2007).

Outra variedade de tratamento é a imunoterapia, em que se usa o interferon, sendo
indicado para os casos reincidentes. Também pode-se citar o tratamento cirurgico, tais como a
exérese cirdrgica, eletrocoagulacdo, crioterapia e a laserterapia. Vale salientar que mesmo o
tratamento sendo realizado por qualquer uma das formas citadas, as verrugas podem reincidir
varias vezes e esses procedimentos podem ser dolorosos, visto que o agente causador é um
virus (EDWARDS et al., 1998).

Atualmente, novas opcdes de tratamento como o0s cremes podofilotoxina e
imiquimode foram incorporadas a lista de substancias da rede publica pelo Sistema Unico de
Saude (SUS) para os pacientes com sinais da infeccdo por HPV ndo oncogénico, como

verrugas nos genitais e anus (CONASS, 2019).

3.6 Teste de Microntcleo

O MN consiste numa porcdo citoplasmatica de cromatina de forma ovalada ou
redonda, localizado perto do nucleo e constituido de fragmentos de cromatide ou,
cromossomos acéntricos ou aberrantes, que ndo foram incluidos no ndcleo principal ap6s a
conclusdo da mitose. A sua formacdo resulta da extrusdo de cromossomos inteiros ou
fragmentos da molecula de DNA, dias ou semanas apos a ac¢ao de carcindgenos quando as
células da camada basal estdo em divisdo. O MN é também considerado um marcador
morfolégico de lesdo celular com potencial genotoxico de desenvolvimento neoplasico
(SETUBAL et al., 2005; NERSESYAN, 2007), sendo conhecidos como corpos Howell-Jolly.
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Foram identificados pela primeira vez no final do século XIX, em precursores de células
vermelhas por William Howell e Justin Jolly e descritos como restos de nucleos de células
vermelhas do sangue que circulavam em 6rgdos com caracteristicas patologicas (SETUBAL
et al., 2005; NERSESYAN, 2007; SEARS; UDDEN, 2011).

A importancia do MN foi avaliada em meados do século XX, em pesquisas que
evidenciaram a presenca destes dentro da medula 6ssea durante diferentes estadiamentos
patoldgicos. N&do muito tempo depois os mesmos foram descritos em outras ceélulas,
principalmente linfocitos. A pontuacdo de MN em células binucleadas bloqueada-citocinese
apos o tratamento com citocalasina-B foi postulada como um procedimento de escolha para a
quantificacdo de MN em linfdcitos (FENECH; MORLEY, 1985).

Estudos demonstram que existem pessoas geneticamente sensiveis a agentes
genotoxicos como drogas, radiacGes e virus, o que pode resultar em alteracdes no DNA
gendmico, ocasionando os mais diversos tipos de alteragdes celulares, tais como a
micronucleacdo. O aparecimento do MN pode ocorrer pela adaptacdo que o organismo realiza
em resposta a um dano, provocado por agentes internos ou externos, para que a célula
mantenha suas funcGes (MARTINS; BOSCHINI FILHO, 2003; CARRARD et al., 2007).

Evidéncias relacionaram a frequéncia de MN as exposi¢des toxicas ambientais e
ocupacionais, estilo de vida, perfil genético, cancer e ocorréncia de doencas (FENECH, 2007;
HOLLAND et al., 2008). A formacdo de um MN é um indicador de mutacdo cromossémica,
uma alteracdo genética que resulta em instabilidade genémica, sendo uma alteragdo comum
em muitas neoplasias, podendo ser considerado um marcador morfolégico de células
lesionadas de desenvolvimento neoplédsico com potencial genotoxico (REIS et al., 2004;
NERSESYAN, 2007; FLORES; YAMAGUCHI, 2008; SHIMIZU, 2011).

A aplicacdo do teste MN foi realizada pela primeira vez em células esfoliadas da
cavidade oral. Alguns estudos comprovaram a eficacia do teste in vivo como indicador de
danos citogenéticos em células do epitélio de revestimento oral, brénquico e esofagico
(STICH; ROSIN, 1983; LIPPMAN; PETERS; WARGOVICH, 1990). A vantagem deste teste
é a capacidade de verificar, o estado de uma mucosa, in vivo, que é simultaneamente exposta a
carcindgenos, co-carcindgenos e antioxidantes, o que dificilmente pode ser reproduzido in
vitro. Outra vantagem € a habilidade de medir de forma objetiva e apurada a frequéncia de
defeitos no DNA. Ademais, 0 MN aparece apés o dano, antes de qualquer alteracdo pre-

maligna clinica ou até mesmo histolégica (SETUBAL et al., 2005).
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Figura 2: Esquema ilustrativo da formacdo do MN ap6s dano citogenético.

Micronticleos

Fonte: Adaptado Fenech (2000).

A utilizag&o do teste de MN foi feita em mamiferos in vivo, para detectar substancias
mutagénicas que interferem na formacdo do fuso mitético ou que quebram os cromossomos,
causando alteracdo na distribuicdo equitativa dos cromossomos durante a divisdo celular, ja
que tem a propriedade de detectar alteracbes cromossdmicas durante a divisdo celular,
provocadas por substancias mutagénicas. E considerado padrdo ouro para avaliacio
citogenética de lesbes que ocorrem no DNA e pode ser usado no monitoramento de
individuos que sdo expostos frequentemente a fatores de risco, representando um indicativo
para que ocorra mudanca de habitos para as pessoas que ainda ndo apresentaram sinais de
alteragOes ou danos celulares (ANDRADE et al., 2005). No desenvolvimento da Neoplasia
Intra-epitelial Cervical (NIC), inmeras anormalidades cromossémicas, tais como perdas ou
ganhos cromossdmicos, bem como alteracdes moleculares em genes especificos ocorrem na
célula, levando a uma crescente instabilidade genémica no tecido (CAMPOS et al., 2008).

O uso da técnica de MN, em esfregacos de células do colo uterino, na presenca de
processos inflamatorios, displasicos, e em condi¢des normais também foi realizada por Gattas
et al. (1992), que verificaram um aumento na frequéncia de MN em células displasicas
moderadas e severas em relacdo as displasicas leves e processos inflamatérios, ou seja, a
contagem de MN foi superior a observada no material citol6gico normal.

Posteriormente, varios estudos demonstraram que a avaliacdo da frequéncia de MN em
células cervicais pode ser um critério adicional para estabelecer o risco de cancer cervical,
pois a deteccdo do aumento da frequéncia de MN pode indicar a pesenca de lesdo
intraepitelial.

Vilanova et al (2012) utilizaram este teste para avaliar a presenca de anomalias
nucleares em tecidos tumorais que sdo alvos especificos de agentes carcinogénicos e
genotoxicos e constataram uma maior quantidade de MN nesses tecidos. O resultado deste

estudo indicou que é possivel utilizar o teste como um método pratico, de baixo custo e rapido
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para a detecgdo de grupos de risco e prevengdo do cancer uterino. Shi et al. (2015) revelaram
que a realizagdo desta técnica pode servir como um biomarcador eficaz para o rastreio do
cancer do colo do Utero e revelaram que a combinagdo de MN com a detec¢do do HPV pode
ser util como um mecanismo eficaz para rastrear lesdes cervicais pré-cancerosas na maioria
dos paises em desenvolvimento.

O estudo de Silva et al. (2017), realizado in vitro analisou a frequéncia de MN em
amostras de pacientes diagnosticadas com cancer de colo uterino com indicacdo a
radioterapia. Os resultados obtidos por estes autores demonstraram o aumento na frequéncia
de MN nos tecidos destas pacientes, porém, sugerem a realizacdo de estudos com um maior
namero de voluntarias para confirmar esta afirmacé&o.

Considerando estes aspectos é importante a avaliacdo da possivel aplicabilidade do
teste de MN no diagndstico da infeccdo pelo HPV e lesBes oriundas da infeccdo viral, tal
como o cancer uterino, no sentido de proporcionar a realizacdo de acbes na prevencdo do

cancer do colo uterino e consequentemente na melhora do progndstico da paciente.

3.7 Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier

A técnica de FT-IR € promissora e referenciada como ferramenta de identificacdo de
compostos inorganicos e organicos puros, pois permite identificar por meio das deformacoes
rotacionais e vibracionais das ligacGes quimicas, a interacdo da radiacdo eletromagnética na
regido do infravermelho com a matéria (SKOOG et al., 2010).

De forma geral e resumida, um espectrdmetro de FT-IR é composto da fonte de
radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho, interferémetro, porta amostra, detector,
amplificador de sinal, conversor de sinal analégico para digital e o computador. O principio
fisico deste equipamento baseia-se no interferébmetro de Michelson, quando um feixe de
radiacdo atinge um espelho semitransparente, d& origem a dois feixes perpendiculares, como
exemplificado na Figura 3. Estes feixes sdo refletidos, pelos espelhos 1 e 2, e ao se
combinarem produzem interferéncias construtivas ou destrutivas, em funcdo do deslocamento
de um dos espelhos. Quando este feixe é transmitido através da amostra, o espectro é
calculado pela transformada de Fourier (STUART, 2004; YOUNG; FREEDMAN, 2009).
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Figura 3: Figura esquematica representativa de um Interferdmetro de Michelson
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Fonte: Young e Freedman, (2009); Halliday e Jearl (2009).

Esta técnica foi bastante utilizada por profissionais na area da quimica orgénica,
principalmente nos produtos de sinteses, depois os pesquisadores utilizaram o potencial da
técnica para a area de Engenharia Biomédica e Saude. Buscando-se relacdo de estudos com o
tema desta tese, destaca-se o de Cohenford e Rigas (1998), que por meio de espectros de FT-IR
de células esfoliadas de mulheres mostrou que alteracGes espectrais poderiam ser vinculadas a
citologia normal ou com displasia ou que apresentavam cancer cervical.

Posteriormente, o estudo de Schubert et al. (2010) realizado com células classificadas
como normais, mas com mudancas espectrais, sugeriu que um dos fatores associados a estas
alteracOes espectrais poderia ser a presenca do virus HPV.

Kelly et al. (2010), também reforcou que diferencas espectrais em amostras de mulheres
entre 20 e 30 anos, do mesmo grau citologico e tipo de HPV, poderiam ser explicadas pela
infeccdo persistente de HPV. Os espectros de FT-IR também evidenciaram alteracfes
espectrais correlacionadas com o cancer do colo uterino e no diagndstico precoce para
identificacdo de pacientes com grande risco de progredir para lesdes cervicais de alto grau.

Lyng et al. (2015) descreveram que o FT-IR pode ser tdo eficaz quanto a
histopatologia, considerada atualmente como padrdo-ouro, com grande capacidade para que
essa técnica seja utilizada como opcao ou auxilio aos métodos atuais de triagem de citologia.
Entre as vantagens destacadas estdo o0 aumento de precisao e a chance de deteccéo precoce do
cancer do colo uterino para um melhor prognoéstico a portadora do deste cancer.

O primeiro estudo que demonstrou a técnica de FT-IR como importante para auxiliar
na deteccdo de alteracGes causadas pelo HPV foi realizado por Rymsza et al. (2018). Estudos

anteriores aplicaram o FT-IR em pesquisa com cultura e evidenciaram modos vibracionais
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dos compostos principais, de células normais e tumorais. A tabela 2 relne os principais

autores e avangos expressos em suas pesquisas.

Tabela 2: Estudos sobre FT-IR, em relagdo ao Autor, Ano e principais Resultados.

Autor/Ano

Principais Resultados

MORRIS et al.,
1995

OSTROWSKA et
al., 2010

OSTROWSKA et
al., 2011

MFOUMOU et
al., 2012

RYMSZA et al.,
2018

O estudo mostrou completa concordancia entre os achados espectrais e o resultado
histopatolégico no caso de NIC Ill, em que o HPV 18 estava presente. As diferencas
espectrais reveladas pela FT-IR caracterizam anormalidades moleculares nas células
cervicais durante a progressao para 0 cancer podendo ter potencial para auxiliar na
tomada de decisdo clinica.

A técnica espectroscopica vibracional para a triagem cervical ndo sé pode distinguir as
células cervicais com base no conteido bioquimico, mas também pode elucidar o efeito
do HPV nas células.

Espectros de FT-IR revelaram diferencas no contetdo de &cido nucléico, lipideo e
proteina entre as linhas celulares para o cancer cervical com o nimero de cépias do
HPV, quando as intensidades de pico exibiram tendéncia crescente nos niveis de acidos
nucléicos e tendéncia decrescente nos niveis de lipideos com o nimero crescente de
copias de HPV.

A espectroscopia FT-IR pode ser usada para identificar modos vibracionais de alguns
compostos principais, em tecidos normais e tumorais das células, como a identificagdo
de varios componentes biomoleculares da célula, como também monitorar as mudancas
nas caracteristicas das composi¢des moleculares e estruturas que acompanham as
alterac@es resultantes de infecgdes virais ou transformagdes do estado normal da célula
para o maligno.

O método ATR-FT-IR provou ser bem sucedido e pode ser um método promissor no
futuro para auxiliar na detec¢do de HPV

Fonte: o autor


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ostrowska%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20967345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ostrowska%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20967345
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Trata-se de um estudo experimental, ou seja, quando se determina um objeto de estudo
e selecionam-se as variaveis que seriam capazes de influencié-lo, definem-se as formas de
controle e de observacgdo dos efeitos que a variavel produz no objeto (GIL, 2008).

Este estudo seguiu as normas de Biosseguranca e foi realizado ap0s a aprovacéo pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario UNINOVAFAPI, com protocolo n°
2.434.076 (ANEXO 1), atendendo a Resolugdo CNS/MS 466/2012. A coleta das amostras foi
realizada nas Unidades Bésicas de Saude (UBS) da Estratégia Saude da Familia (ESF), apds
terem sido especificadas as informacgdes sobre a pesquisa a cada participante e esta ter
manifestado espontaneamente o aceite em participar, mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - ANEXO 2) e da autoriza¢do da instituicdo
coparticipante (ANEXO 3).

A participacdo, de carater estritamente voluntario, deu-se mediante o consentimento
livre e esclarecido das mulheres, tendo sido assegurado a essas, 0 sigilo dos dados obtidos,

garantido o anonimato e as participantes foram identificadas como namero ordinal.

4.2 Pacientes e coleta das amostras

Um total de 50 amostras cervicais foi obtido de pacientes que realizam exame
ginecoldgico de rotina na UBS da Estratégia Saude da Familia (ESF) de Teresina — Piaui, no
periodo de maio a setembro de 2018.

Participaram do estudo mulheres que atenderam aos critérios de inclusdo estabelecidos
no estudo ao quais foram: pacientes com idade entre 18 e 65 anos de idade, cadastradas no
SUS, mulheres com vida sexual ativa, mulheres com suspeita clinica de HPV e/ou com leséo
cervical; bem como pacientes sem nenhum problema ginecologico, com habitos de tabagismo
(aqueles que ja fumaram 100 ou mais cigarros durante a vida e que continuavam fumando —
INCA, 2001) e alcoolismo (segundo OMS (2003), acima de 30 gramas de alcool/dia). Os
critérios de exclusédo para coleta das amostras foram: mulheres no periodo menstrual,

mulheres com neoplasia uterina maligna pré-existente e doencas infectocontagiosas; pacientes
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portadoras de outras Infec¢des Sexualmente Transmissiveis (IST’s) ja confirmadas, tais como
0 HIV e pacientes gravidas.

Inicialmente foi aplicado um questionario (versdo em portugués adaptado de Carrano e
Natarajam, 1988). (APENDICE 1) as pacientes para coleta de dados sociodemograficos e
realizacdo de um levantamento estatistico em relacdo aos principais fatores que podem
ocasionar a infeccdo por HPV. Os dados clinicos das pacientes foram coletados observando-se
seus prontuarios na Unidade Basica de Saude (UBS), no momento da aplicacdo do
questionario.

A coleta do material para citologia oncética foi realizada ap06s solicitagdo na consulta
médica e/ou de enfermagem. Primeiramente foi coletado material da endocérvice e
armazenado em tubos de coleta e para analise de PCR (Figura 4). Para a coleta das amostras
de citologia oncotica utilizou-se a espatula de Ayre e escova endocervical cytobrush (Figura

5), para confeccdo de ldamina para estudo citopatoldgico.

Legenda: escova cytobrush; tubo de coleta para anélise de PCR.
Fonte: Rimsza et al. (2018).

Figura 5: Fotografia do material utilizado para coleta de citologia oncética

Legenda: especulo vaginal;lamina para citologia; escova cytobrush;
espétula de Aire; luvas de procedimento.
Fonte: O cuidar em enfermagem, 2019.
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Quatro scrapes cervicais foram realizados em cada paciente. O primeiro scrape foi
utilizado para realizacdo da analise molecular (PCR), em que o material foi acondicionado em
uma solucdo tampdo, o kit de coleta Universal Colection Médium — Digen (Figura 4), e
posteriormente armazenado em temperatura -20° C. O segundo scrape representativo do
raspado ectocervical (espatula de Ayre) e o terceiro scrape representativo do escovado
endocervical (escova cytobrush) foram utilizados para a confeccdo das laminas do esfregaco
citoldgico pela técnica de Papanicolaou. O terceiro scrape do escovado endocervical , apds a
confeccdo da lamina para a citologia oncoética, também foi acondicionado em um tubo
Neogene, sem qualquer solucdo e armazenado a temperatura de -20°C, para a posterior
analise do FT-IR. O quarto scrape, representativo do raspado da ectocérvice com a escova
cytobrush, foi acondicionado em um tubo Neogene, com solucdo alcodlica a 100% e
armazenado a temperatura de -20°C, para realizacdo do teste de MN, realizado no Laboratério
de Biologia Celular e Molecular do Centro Universitario Santo Agostinho, sendo o Prof. Dr.
Nelson Jorge o responsavel. O material destinado & analise molecular e espectroscopia FT-IR
foi analisado no Laboratorio de Biologia Molecular e Laboratério Central Analitica,
respectivamente, pertencentes ao Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do

Vale do Paraiba.

4.3 Citologia Oncotica Papanicolaou

Apds a coleta das amostras para citologia oncotica, as mesmas foram encaminhadas
para 0 Laboratério de Anatomia Patoldgica e Citopatologia Raul Bacelar, localizado em
Teresina, Piaui (Brasil), para realizacdo da andlise microscépica das laminas e dois
patologistas, que cumprem escala no laboratério mencionado realizaram estas analises para

evitar resultados falsos negativos (Figura 6).
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Figura 6: Esquema descritivo da coleta e preparo de lamina para citologia oncética Papanicolaou.
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Fonte: o autor

4.4 Andlise Molecular pela PCR

Com o material coletado da endocérvice de cada paciente e armazenado em tubos de
coleta foi realizada a analise molecular para deteccdo do HPV. O protocolo de purificacdo de
acidos nucléicos virais QlAamp® Virus Spin kit (Qiagen) foi usado para a extracdo de DNA
de amostras ectocervicais e endocervicais para deteccdo molecular do HPV. A eletroforese em
gel de agarose (2,0%) foi utilizada para avaliar a qualidade do DNA e os perfis de integridade.
A quantificacdo e qualidade do DNA foram avaliadas por espectroscopia de absor¢édo
ultravioleta em NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade), que mede sua
absorbancia a 260 nm. A razdo obtida a partir da quantificagdo de 260/280 de DNA foi
utilizada para avaliar a pureza das amostras em relacdo a contaminacdo por proteinas,
enquanto a razdo 260/230 foi utilizada para avaliar a pureza das amostras em relacdo a
contaminagdo com reagentes. Os valores utilizados como referéncia foramde 1,8 a2,0e 1,7 a
2,2 respectivamente.

Todas as amostras foram submetidas a PCR do gene L1, que é a regido mais
conservada no genoma dos diferentes tipos de HPV utilizando-se os iniciadores MY09 (5°-
CGT CCM AAR GGA WAC TGA TC-3’) e MY11 (5>-GCM CAG GGW CAT AAY AAT
GG-3’) (Tabela 3).
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Tabela 3: Tamanho das sequéncias amplificadas (amplicons) para os iniciadores MY09/MY11 de diferentes
tipos de HPVs.

Tipos de Tamanho dos Amplicons iniciadores
HPV MY09/11 (em pares de bases)

6b 449
11 448
13 -

16 452
18 455
31 -

32 449
33 449
34 458
35 452
39 455
40 455
42 449
45 455
51 452
52 449
53 448
56 449
58 449
61 455
66 449

Fonte: Peter et al., (1990); Gravitt et al., (2000).

Cada sistema de amplificagdo de DNA foi realizado com um volume final de 25 pl,
consistindo em KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM pH 8,3, MgCI2 4 mM, trifosfato de
desoxinucleotideo 200 mM (dNTP), 50 pmol de cada primer e 2U de Easy Tag DNA
Polymerase, em tubos de 200ul que foram transferidos para o termociclador (termociclador
Veriti ™). A amplificagéo foi realizada nas seguintes condigdes: 35 ciclos consistindo cada
ciclo de uma desnaturacdo de 45 segundos a 94 °C, anelamento de 45s a 58 °C e extensdo de
45s a 72 °C, seguidos por cinco minutos a 72 °C.

Para confirmar e validar os resultados obtidos as reacdes de PCR foram realizadas,
com seis amostras de controle positivo (CP) juntamente com as 50 amostras do estudo. As
amostras CP foram constituidas por DNA extraido do liquido cervical de pacientes que foram
previamente analisadas pela PCR em um estudo prévio do grupo com os iniciadores MYQ9/
MY11l (RYMSZA et al., 2018) e deram resultados positivos quanto a amplificacdo do gene
L1 do HPV.

Adicionalmente, dois controles internos da PCR foram utilizados em cada rea¢do: um
controle negativo (CN1), que consiste em um tubo com auséncia de DNA para controle de

contaminacéo da reacéo e outro controle negativo (CN2) composto por DNA humano extraido
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de uma pessoa sem evidéncia de infeccdo pelo HPV, confirmado pelas analises citologicas e
testes clinicos realizados previamente.

Para analisar os produtos amplificados por PCR foi realizada a eletroforese em gel de
agarose a 2% em Tris &cido borico EDTA (TBE) 1X corados com brometo de etidio (3 pg/mL)
e visualizados sob luz ultravioleta usando um marcador de peso molecular de 100 pb.

4.5 Teste de Microntcleo

Com o material coletado da cérvice uterina foi realizado um esfregaco em lamina de
vidro, a qual foram adicionadas duas gotas de solucdo de soro fisiolégico (NaCl a 0,9%). A
fixacdo do material foi feita em solucdo de metanol/acido acético (3:1) e apds 24h, as
preparacdes foram  coradas pelo método de  Feulgene Rossenbeck (1924) e  contra
coradas com Fast Green a 1%, em alcool absoluto, por 1 min.

As laminas com o material coletado secaram a temperatura ambiente, e foram fixadas
com fixador Saccomanno, em solucdo de metanol/acido acético na concentracdo de 3/1.
Transcorridas 24 horas foi realizada a hidrolise em solucdo de acido cloridrico (5N), por 15
minutos, seguindo-se lavagem em &agua destilada por trés vezes. A coloracdo foi feita
utilizando-se o reativo de Shiff e a contra-coloracdo, com Fast Green a 1%. As laminulas foram
montadas com Entellan®. A andlise citoldgica foi realizada sob microscopia 6ptica (1000x) e
em teste cego em relacdo aos dados obtidos no questionario. Foram analisadas 2.000 células
por paciente (1000 por lamina) (Figura 7).

Os critérios de identificacdo de MN adotados foram os descritos por Tolbert, Shy e
Allen (1991; 1992), considerando MN, estruturas arredondadas e distintamente separadas do
nacleo, com limites bem definidos, medindo cerca de 1/3 a 1/5 do tamanho do nucleo e
apresentado em relacdo a este, estrutura cromatinica e coloracdo similar, além de serem

visualizados no mesmo plano.



38

Figura 7: Fluxograma descritivo das etapas do preparo de laminas para analise do MN.
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Fonte: o autor

4.6 Espectroscopia FT-IR

Para a analise de espectroscopia FT-IR, as amostras foram divididas com base no
resultado da analise de PCR em dois grupos, um grupo constituido por amostras positivas
para 0 HPV (sete amostras mais as seis amostras CP analisadas em estudo anterior (RYMSZA
et al., 2018) e um grupo constituido de amostras negativas para o HPV (43 amostras). Cada
amostra foi inicialmente diluida em 0,5 ml de solucdo salina e centrifugada por 2 min a 4000
rpm, seguida da adi¢do de 1 ml de solugdo de lise de glébulos vermelhos (tampéo SLH) e
centrifugado por 15 min a 5000 rpm. Apos esse procedimento, 1 ml de solucéo salina foi
adicionado e centrifugado por mais 15 minutos a 5000 rpm e, em seguida, o0 sobrenadante foi
removido. Este passo foi repetido mais duas vezes.

A aquisicdo dos espectros foi realizada pelo equipamento Spectrum 400 (Perkin

Elmer) equipado com um microscopio (Spotlight Perkin Elmer 400, EUA) e Spectrum Image,
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Spotlight 400, na versdo de software 3.6.2 foi usado para coletar os espectros. O sistema foli
purgado com ar seco sem CO, (Parker Purifier, EUA) durante 2 horas antes da aquisicéo
espectral. Os 20 yL de cada amostra purificada foram depositados nas janelas de fluoreto de
calcio (CaF,) e secos para formar uma pelicula fina sob vacuo por 30 min. A analise foi
realizada em dez pontos aleatérios na superficie do filme fino, cada ponto com uma média de

32 varreduras na faixa espectral entre 750 e 4000 cm-1 usando 4cm-1 de resolugéo.

4.7 Analise Estatistica

Os dados coletados foram transferidos da ficha de captacdo dos dados para a planilha
Microsoft Excel, e em seguida exportados para o programa IBM SPSS Statistics 21.0. A
analise estatistica foi realizada pela leitura das frequéncias absolutas (N) e relativa (%) para
variavel descritiva e para varidvel quantitativa foram calculadas as medidas de média e desvio
padréo e aplicado o teste de associacdo qui-quadrado (X?). Antes da aplicacio deste teste, as
medidas foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk (LE BOEDEC, 2016), para a verificacao
de normalidade, por ser um teste adequado para pequenas amostras, bem como ao teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney (TORMAN; COSTER; RIBOLDI, 2012). O nivel de
significancia estabelecido foi de 5% (p < 0,05).

Para a analise dos espectros de FT-IR, todos os espectros foram normalizados e
centralizados em torno da média. As componentes principais foram calculadas por meio da
matriz de covariancia utilizando toda a faixa espectral. As analises de discriminantes Linear e

Quadratica foram realizadas por meio dos resultados da PCR, no programa Minitab.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise Clinica das Pacientes

A andlise do teste de citologia oncédtica Papanicolaou demonstrou a auséncia de
alteracgdo citologica em 100% das amostras coletadas das pacientes do estudo.

Dentre as caracteristicas avaliadas neste estudo, apenas a idade da paciente e a idade
da primeira relacdo sexual (sexarca) foram estatisticamente significativas quando relacionadas
com a presenca ou auséncia de infeccdo pelo HPV, identificado pela analise molecular (teste
X?p < 0,05). Foi observado que a infeccdo pelo HPV foi diagnosticada com frequéncia
significativamente maior nas pacientes mais jovens quando comparadas com as pacientes com
idade superior a 30 anos (p = 0,0005). Além disso, a frequéncia de infeccdo também foi
significativamente maior nas mulheres que tiveram a primeira relagdo sexual antes dos 20
anos em relacdo aquelas com primeira relacdo sexual apos o0s 20 anos de idade (p= 0,0268).

Quanto a multiplicidade de parceiros ndo foi detectada diferenca significativa em
relacdo a infeccdo pelo HPV, onde das sete mulheres com diagndstico molecular positivo para
0 HPV, trés (42,86%) possuem apenas um parceiro, quatro (57,14%) possuem dois parceiros
e nenhuma delas teve trés ou mais parceiros sexuais (p= 0,7736).

Em relagdo ao tabagismo e consumo de alcool, nenhuma paciente HPV positivo era
fumante e 42,86% eram pacientes que nunca usaram qualquer tipo de alcool, enquanto as
demais (57,14%) consumiam alcool pelo menos uma vez por més, no entanto, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia de HPV entre usuarios e ndo usuérios
de alcool (p= 0,4500) e tabagismo (p= 0,2497).

Embora ndo sendo estatisticamente significativo, a relacdo entre nivel educacional e a
presenca da infeccdo pelo HPV, foi observada maior prevaléncia de HPV entre os estudantes

de maior escolaridade (Tabela 4).
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Tabela 4: Caracteristicas clinicas e comportamentais das pacientes e sua relagdo com a infeccéo pelo HPV.

Caracteristicas HPV + % HPV - % p valor
Idade da paciente 0.0005***
= 30 anos 7 100.00 13 30.23
= 30 anos 0 0.00 30 69.77

Idade da primeira relagéo

0.0268*
sexual (sexarca)
= 20 anos 4 57.14 8 18.60
= 20 anos 3 42.86 35 81.40
Multlpllmdade qle 0.7736™
parceiros sexuais
1 3 42.86 23 53.49
2 4 57.14 19 44.19
3 ou mais 0 0.00 1 2.33
Tabagismo 0.2497™
Sim 0 0.00 7 16.28
Né&o 7 100.00 36 83.72
Uso do alcool 0.4500™
Sim 4 57.14 18 41.86
Né&o 3 42.86 25 58.14
Grau de escolaridade 0.6328™
Educacdo Elementar 0 0.00 4 9.30
incompleta
Educacéo Elementar 0 0.00 6 13.95
complete
Educz_au;ao Secundéria 1 14.29 5 11.63
incompleta
Educacédo Secundaria
Completa 3 42.86 19 44.19
Educacéo Superior 3 42.86 8 18.60
Educagéo Superior 0 0.00 1 2.33

Incompleta

Legenda: HPV-: amostras com auséncia de HPV pelo teste molecular HPV+, amostras com presenga de HPV pelo teste
molecular; *: p < 0,05; ***: p < 0,001; ns: ndo estatisticamente significativo.
Fonte: o autor.

5.2 Analise Citoldgica

O resultado da analise de citologia oncotica mostrou que 100% das amostras de
fluidos cervicais das pacientes analisadas foram negativas para a presenca de alteragdes

citoldgicas.
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5.3 Analise molecular

Na anélise de quantificacdo do DNA de todas as amostras foram observados valores
de concentracdo que variaram de 15 ng/ul a 651,85 ng/ul, com uma concentracdo média de
142,59 ng/ul. Em relacéo & contaminagdo com reagentes e proteinas foram observados valores
6timos da razdo 260/280, que devem estar entre 1,8 e 2,0, e da raz&o 260/230 que devem estar
entre 1,7 e 2,2 (APENDICE 2).

Na anélise da eletroforese de DNA genémico das 50 amostras de fluido cervical das
pacientes foi observado integridade do DNA em todas as amostras analisadas.

No presente estudo, foi observado que sete amostras foram positivas para infeccéo
pelo HPV, mostrado por meio da visualizacdo em eletroforese em gel de agarose da
amplificacdo de sequéncia do gene L1. Todas estas sete amostras HPV positivas apresentaram
diagndstico citopatologico negativo pelo método de citologia oncética Papanicolau (Tabela
5).

Tabela 5: Resultados das analises de citologia oncética e PCR do gene L1 do HPV em 50 amostras de fluido
cervical de pacientes submetidas ao exame ginecolégico.

Amostras Citologia oncotica Molecular (PCR)

1,356, 78,9, 10, 11, 12, 13, 15, 16,

17,18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28,  Negativo para malignidade Negativo
29, 31, 33, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,

43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50

2,4, 14, 20, 30, 32, 34 Negativo para malignidade Positivo

Fonte: o autor

Na figura 8 esta apresentada a eletroforese em gel de agarose da amplificacdo do gene
L1 do HPV utilizando os iniciadores MY09 e MY11 de amostras de DNA do fluido cervical,
mostrando as sete amostras positivas para infeccdo viral (HPV +) detectadas no presente
estudo, duas amostras de controle positivo obtidas de estudo anterior do nosso grupo
(RYMSZA et al., 2018) e amostras de HPV negativo. Vale ressaltar que a sensibilidade da
PCR foi extremamente alta, sendo capaz de amplificar a regido flanqueada pelos primers
mesmo em amostras com concentragdes muito baixas de DNA, como a amostra 20 que

apresentou apenas 15,00 ng/uL de DNA.
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Figura 8: Imagem obtida por Eletroforese em gel de agarose (2,0%) da amplificacdo do gene HPV L1 utilizando
os iniciadores MY09 e MY11 de 17 amostras de DNA do fluido cervical, mostrando sete amostras
positivas para infeccdo viral (HPV +).

M PC PC 02 04 20 32 06 14 19 22 25 30 33 34 35 38 NCINC2 M
.o

Legenda: M: Padrdo de peso molecular (50 pb); CP: Controle Positivo (amostra HPV +
obtida de estudo anterior); Amostras HPV +: 02, 04, 20, 32, 14, 30 e 34; Amostras
HPV-: 06, 19, 22, 25, 33, 35 e 38, CN1: sem amostra de DNA (controle negativo);
CN2: DNA de pessoa de satde sem evidéncia de infeccdo pelo HPV por testes clinicos
e laboratoriais (controle negativo).

Fonte: o autor.

5.4 Analise pelo Teste de MN

Das 50 amostras de fluido cervical analisadas, 23 (46%) apresentaram presenca de
MN nas células, sendo sete dessas amostras HPV positivo detectadas em nosso estudo pela
técnica de PCR (VIANA et al., 2019- ANEXO 4) e 27 (54%) ndo apresentaram a formacéo de
MN. Na Figura 9 sdo mostradas algumas células superficiais, parabasais e basais observadas

na andlise, tanto com presenca quanto com auséncia de MN, de amostra de fluido cervical,
citologia de meio liquido, 1000X.
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Figura 9: Imagem obtida por analise de microscopia 6ptica mostrando células superficiais, parabasais e basais,
com presenca e auséncia de MN obtidas de fluido cervical, citologia de meio liquido, 1000X.

X

- ©,

Legenda: A: Célula superficial de paciente HPV negativo e auséncia
de micronucleo; B, C, D: Células superficiais de pacientes HPV
negativo e presenca de micronucleo; E: Célula parabasal de paciente
HPV positivo e presenca de MN e F: Célula basal de paciente HPV
positivo com presenga de MN.

Fonte: o autor.

Na comparacdo da frequéncia de MN das células entre as amostras HPV positivo e
HPV negativo, observou-se uma média de 20,71 (18,22-23,20) por lamina no grupo das sete
amostras HPV positivo, detectadas previamente pelo teste molecular, e uma média de 0,76
microndcleos (0,41-1,12) por amostra, no grupo das 43 amostras HPV negativo. A
comparacao entre as médias da frequéncia de microndcleos entre estes dois grupos analisados
foi estatisticamente significativa, sendo superior nas amostras HPV positivo em relacdo as
amostras ndo infectadas pelo virus (HPV negativo) (teste Mann-Whitney, p<0,0001) (Tabela
6, Figura 10).
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Tabela 6: Frequéncia de MN observada, com valores de média e desvio padrdo, na comparagao entre 0s grupos
de pacientes HPV positivo e HPV negativo.

HPV Positivo HPV Negativo
Desvio Desvio
Média (IC - 95%) padrao Média (IC - 95%) padrdo  p-valor
Micronucleo 20,71 2,69 0,76 1,15  <0,0001

Fonte: o autor

Figura 10: Grafico do tipo BoxPlot dos resultados das amostras de fluido cervical HPV positivo e HPV negativo
pelo teste molecular, em relagdo ao nimero de microndcleos.
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Legenda: HPV-: amostras com auséncia de HPV pelo teste molecular HPV+:
amostras com presenca de HPV pelo teste molecular, n: ndmero total de
amostras *** (1000 células por lamina) valor estatisticamente significativo (teste
Mann-Whitney, p<0,05).

Fonte: o autor.

A relacdo da frequéncia de microntcleos com os fatores de risco para a infeccdo de
HPV mostrou diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia de micronucleos e a
idade da paciente, abortamento e o uso de bebida alcodlica, sendo este ultimo fator de risco
para o desenvolvimento de céancer (SEITZ, 2017) (Tabela 7).

A maior frequéncia de micronucleos foi observada em amostras de pacientes que
tiveram a primeira relacdo sexual com idade menor que 20 anos, porém ndo apresentou
evidéncia estatisticamente significativa.

Em relagéo a quantidade de parceiros sexuais, 0 uso de contraceptivo oral e o habito
tabagista, ndo foi observado diferenca estatisticamente significativa quando comparado estes
fatores com a frequéncia de micronucleos observada nas células de fluido cervical das

pacientes.
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Tabela 7: Relacéo de fatores de risco para cancer de colo de Gtero com e frequéncia de micronicleos analisados
em células de fluido cervical de 50 pacientes submetidas ao exame ginecolégico.

definido MN (%) Padréo) de P
<ou=30
20 120 85,7 (70,0+70,7)***
Idade anos 0,0001
> 30 anos 30 41 254 (35,5£7,7)
<ou=1e 36 160 68,6 (98,0+87,6)
- - i ,
Idade da primeira anos 073
relacdo sexual
> 16 anos 14 73 31,3 (43,5+41,7)
1 26 76 40,8 (26,0+35,3)
Parceiros 2 23 90 48,3 (23,0+47,3) 0,10
3ou+ 1 20 10,7 (1,0+13,4)
Contraceptivo Sim 7 8 4.4 (7,5+0,70)
0,23
oral Nao 43 173 95,6 (108,0+91,9)
Sim 43 33 18,5 (38,0+7,07)***
Abortamento 0,0001
Néo 7 145 81,5 (76,0+97,5)
Sim 22 92 51,6 (57,0+49,4)
Tabagismo 0,4237
Néo 28 86 48,3 (57,0+41,0)
Sim 10 10 5,7 (10,0+0,0)***
Alcoolismo 0,0039
Néo 40 165 94,2 (102,5+88,3)

Legenda: MN: microntcleo. Teste de X?, p<0,05); ***valor estatisticamente significativo.
Fonte: o autor.

Na Figura 11 esta representado o grafico de dispersdo do numero de micronicleos por
célula de amostras de fluido cervical de 50 pacientes, onde a cor azul representa as sete
amostras HPV positivo pelo teste molecular, e que apresentaram mais de dois microntcleos e
a cor vermelha representa as 43 amostras HPV negativo, onde foram observadas células com
menos de dois micronicleos. Na figura 12 estdo ilustrados os resultados da curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) baseada nos resultados do teste de MN celular utilizada
para identificar as células com presenca de HPV. Os resultados da curva ROC mostraram
100% de acuracea na identificacdo do HPV, com 100% de sensibilidade e especificidade

guando confrontado com os resultados obtidos da analise molecular por PCR.
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Figura 11: Gréfico de dispersdo do nimero de MN por célula em 50 amostras de fluido cervical analisadas. As
diferentes cores sdo utilizadas para diferenciar os resultados obtidos da PCR, amostras HPV positivo e

HPV negativo.
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Fonte: o autor

Figura 12: Gréfico de classificacdo de sensibilidade e especificidade, ROC comparando os resultados da

frequéncia de MN entre amostras HPV positivo e HPV negativo pela analise molecular.
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Fonte: o autor

5.5 Analise dos espectros de FT-IR

Na figura 13 estdo apresentados os resultados de 50 amostras com laudo citoldgico

normal, sendo sete amostras HPV positivo pelo resultado da analise molecular. Neste grafico
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a linha na cor cinza ao redor das linhas preto e vermelho representa o desvio padréo,
indicando sobreposicdes dos espectros na faixa total estudada, realgando as diferencas entre
os grupos (Figura 13A). As segundas derivadas dos espectros de FT-IR foram calculadas por

meio dos espectros médios dos grupos (Figura 13B).

Figura 13: Comparacéo entre 0s espectros de amostras negativas para HPV (vermelho) e amostras positivas para
HPV (preto), sendo: A) os espectros e B) segunda derivada espectral
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Fonte: o autor

Foram demonstradas poucas diferencas entre 0s espectros com a analise dos dados,
considerando o desvio padrdo e sua sobreposicdo, onde a comparacdo entre as médias pode
ajudar a entender as principais regides espectrais. Considerando também que, o virus HPV
estd apenas adicionado ao material genético das células, a diferenca na segunda derivada do

grupo HPV pode ser a atribuicdo de modos vibracionais (cm™), conforme Tabela 8.
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Tabela 8: Diferenca na segunda derivada do grupo HPV pela atribuicdo dos modos vibracionais e picos de

absorcéo.

Modo Vibracional Pico de absorcdo (cm™)
d(NH2) ou v(C =N) ~1593
Base do anel ou 6(C-H) desoxirribose ~1558
Amida Il (acoplada) ou v(C-N) ~1409
v(C-N) adenina ou (C-O) ribose ~1168
v3(PO4) ~1074
v(C-0) ~1025
Deformacéo do anel, 6(N-C-N) adenina ~941
Deformacéo do anel, 3(N-C-N) citosina ~900
Desoxirribose, v(C-O-C) ~880
d(C-H) ~854

Fonte: o autor

As andlises discriminantes Linear (LDA) e quadratica (QDA) foram realizadas com
base na Anélise de Componentes Principais (PCA) utilizando toda a faixa espectral. Para
aumentar a taxa de classificacdo correta, as analises foram feitas com validacdo cruzada
leave-one-out, levando a uma estimativa mais precisa. O melhor resultado do LDA para a
proporcdo geral correta foi de 76,8% usando as primeiras 10 PCs, acumulando 97,0% da
covariancia dos dados. No entanto, 0 mesmo resultado foi alcangado para 0 QDA usando as
primeiras quatro PCs mostrando mais eficiéncia na extracdo de informagdes de dados, usando
84,6% da covariancia dos dados (Tabela 9). A proporc¢éo entre o nimero correto pelo nimero
total do grupo, significa para taxa verdadeira positiva, a sensibilidade (76,9%) e para taxa
verdadeira negativa, a especificidade (76,7%).

Tabela 9: Andlise discriminante quadratica com validacdo cruzada baseada na Andlise de Componentes
Principais usando toda a faixa espectral.

Resumo de classificagdo do QDA com validagéo cruzada

Grupo  Verdadeiro

Grupos H N
H 10 10
N 3 33
Numero total 13 43
Numero Correto 10 33
Proporcéo 76,9% 76,7%

Legenda: N = 56, N correto = 43, Proporcéo correta= 76,8%
Fonte: o autor.
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6 DISCUSSAO

O virus HPV esta geralmente associado ao surgimento de tumores que podem ser
benignos e malignos e neste Gltimo caso o cancer cervical, conforme relatado por alguns
estudos (NAKAGAWA; SCHIRMER; BARBIERE, 2010; MOURA et al., 2014,
MACHADO, 2015). Ao infectar uma célula, o DNA deste virus incorpora ao genoma do
hospedeiro (CROSIGNANI et al., 2013). Varios fatores podem ser associados a presenca do
HPV em infeccdo genital, tais como os relacionados ao comportamento sexual, primeira
relacdo sexual (sexarca), 0 numero de parceiros sexuais, a escolaridade e o nivel socio-
econdmico (OLIVEIRA et al., 2013).

Em nosso estudo apenas a idade da paciente e a idade da primeira relacdo sexual
(sexarca) foram estatisticamente significativas quando relacionadas com a presenca ou
auséncia de infeccéo pelo HPV, onde a infeccdo pelo HPV foi diagnosticada com frequéncia
significativamente maior nas pacientes mais jovens quando comparadas com as pacientes com
idade superior a 30 anos e maior nas mulheres que tiveram a primeira relacdo sexual antes dos
20 anos.

Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos que mostraram que a
prevaléncia da infeccdo pelo HPV é maior em mulheres mais jovens (SUDENGA et al.,
2017), entre 15 e 19 anos, com de 28% de mulheres infectadas por HPV (RIBEIRO et al.,
2013). O estudo de Adenis et al. (2017) revelou que mais de 50% das pacientes HPV positivo
iniciaram suas praticas sexuais antes dos 16 anos de idade, o0 que pode sugerir que a
prevaléncia da infeccdo pelo HPV encontra-se na populacdo mais jovem, e que a regressao
das alteracfes ocasionadas por este virus pode ou ndao acontecer, tornando importante um
acompanhamento especializado apropriado.

O estudo de Campos et al. (2008) evidenciou que diversos fatores influenciam direta e
indiretamente o desenvolvimento do cancer do colo do utero relacionado ao HPV, tais como a
idade, o numero de parceiros sexuais, a idade de inicio das relacbes sexuais, 0 habito de
utilizar bebidas alcodlicas frequentemente, o habito de fumar e o uso de contraceptivos orais.
A utilizacdo de anticoncepcionais orais, destacado no estudo de Shapiro, Rosenberg e
Hoffman (2003), pode interferir na resposta eficiente das lesdes causadas pelo virus no colo
uterino de mulheres jovens, pelo aumento da atividade de transformacdo dos virus
oncogénicos do HPV. Para Edouard (2005), o uso de contraceptivos hormonais propiciaria o
aumento do risco de infeccGes cervicais pela indugdo ao aumento do pH vaginal e integragéo

do DNA viral no genoma hospedeiro, proporcionando a progressdo das lesdes pré-malignas.
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Contudo, em nosso estudo estes fatores ndo tiveram relagdo com a infecgdo pelo HPV nas
amostras analisadas.

Quanto a escolaridade, ndo foi possivel observar relacdo entre a infeccdo pelo HPV e o
baixo nivel de escolaridade das pacientes deste estudo, considerando que 42,86% das
pacientes HPV positivo possuiam ensino médio completo e superior incompleto, resultado
que contrasta com os estudos de Ribeiro et al. (2013) e Abreu et al. (2018), que evidenciaram
relacdo entre o0 HPV e baixa escolaridade, fator associado a falta de conhecimento e de
informacodes basicas necessarias para a adocao de medidas de prevengao de IST’s. Esperava-
se que as mulheres com um melhor nivel educacional e cultural, vivendo em uma &rea
geogréfica com servigos publicos mais acessiveis tivessem menor probabilidade de contrair
este virus, considerando o maior nivel de esclarecimento e melhor alcance ao servico publico
de salde para o rastreamento de lesGes pré-cancerosas, bem como para a promocéo,
prevencao e recuperacao da salde. Esperava-se também que a maior taxa de infeccdo fosse na
populagdo menos informada.

Na comparacdo entre os fatores de risco para infeccdo de HPV com a frequéncia de
micronucleos analisadas nas células dos fluidos cervicais das pacientes foi observado
diferenca estatisticamente significativa apenas com relacéo a idade da paciente, realizacdo de
aborto e 0 uso de bebida alcodlica. Em relacdo ao tabagismo, ndo foi observada diferenca
significativa de numero de micronucleos de fluido cervical entre mulheres fumantes e néo
fumantes. Estes resultados sdo divergentes do estudo de Cerqueira et al. (1998), que
evidenciaram maior numero de MN em células cervicais esfoliadas nas pacientes fumantes.
Assim, embora se saiba que a exposicao direta do DNA no epitélio cervical a nicotina e a
cotinina, e a exposicdo aos produtos resultantes das reaces de outros componentes de
cigarros sdo considerados como 0S mecanismos principais pelos quais o tabagismo pode
contribuir para o aparecimento do cancer cervical (SIMONS; PHILIPS; COLEMAN, 1993;
TELES; MUNIZ; FERRARI, 2013; AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018), com os
nossos resultados obtidos, ndo foi possivel estabelecer a relagdo do cigarro com o aumento da
frequéncia de micronucleos.

Alguns estudos também relacionam o inicio e desenvolvimento do céancer de colo
uterino, com outros fatores além do cigarro, tais como, a precocidade no inicio das relagdes
sexuais, multiplicidade de parceiro, uso de hormdnios para a contracep¢do por muito tempo,
abortamentos, 0 uso de alcool e o habito de fumar, dentre outros (FRIGO; OLIVEIRA, 2015;

MELO et al., 2016). Vale ressaltar que todas as pacientes do estudo apresentavam citologia
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cervical normal e, portanto, a relagdo desses fatores de risco com o desenvolvimento do
cancer de colo de Utero ndo foi possivel ser realizada neste estudo.

A analise de citologia oncética Papanicolau, embora seja amplamente aplicada e
considerado o teste padrdo ouro, pode apresentar alta taxa de erros na interpretacdo do grau de
diferenciacdo celular e na avaliacdo da morfologia cervical, levando a resultados falso-
negativos e a necessidade de estudos e implementacéo de novas técnicas diagndsticas.

O avanco na &rea de biologia molecular que utiliza técnicas extremamente sensiveis na
deteccdo direta e especifica do HPV, detectando muitas vezes alteracGes moleculares antes
que as alteracdes celulares se tornem visiveis e progridam para o cancer (KITCHENER et al.,
2011; SILVA et al., 2015), tem cada vez possibilitado o barateamento e a sua aplicacdo na
rotina clinica.

A amplificagdo génica por PCR, segundo Coser et al. (2011), tem sido realizada com
alta precisdo e consiste na amplificacdo do DNA viral (HPV), utilizando iniciadores nas
sequéncias conservadas do gene L1 do HPV sendo utilizada, principalmente, para comprovar
a existéncia ou nd&o do DNA do virus HPV (NONNENMACHER et al., 2002). Com a
aplicacdo desta técnica é possivel identificar o DNA do HPV em 99,7% dos tipos de cancer
do colo do atero invasivo (OLIVEIRA, 2013), que € primordial para estabelecer o gendtipo
do virus que esta presente nas amostras de fluidos ou mucosas genitais e assim auxiliar na
escolna do tratamento mais adequado para pacientes infectados por este virus
(SERRAVALLE, 2015).

Neste estudo, das 50 amostras de fluido cervical de pacientes com resultado da
citologia oncética normal de pacientes analisadas por esta técnica, apenas em sete foram
detectadas como positivas para a infeccdo pela presenca de HPV pela analise molecular da
PCR, técnica considerada padrdo ouro (COSER et al., 2011). Este resultado confirma a alta
sensibilidade da PCR quando comparada com a andlise citoldgica, pois nas pacientes com
citologia normal foi detectada a presenca do genoma do HPV.

Um estudo prévio de nosso grupo (RYMSZA et al., 2018) comprovou a eficacia e
sensibilidade do teste molecular pela PCR no diagnéstico do HPV, comparando-o com a
citologia oncética (Papanicolaou). Outro estudo realizado em Bangladesh (2019) evidenciou a
eficdcia do uso do emprego desta técnica de PCR na deteccdo do HPV em mulheres, que
revelou que, de um total de 141 mulheres pesquisadas, 52 (36,9%) apresentaram resultado
positivo para DNA do virus, a presenca do HPV (NAHAR et al., 2019). Porém, apesar de se
considerar a eficacia da técnica de PCR, tanto quanto a sua especificidade quanto
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sensibilidade, conforme descreve Brustoloni et al., (2007), a mesma ainda apresenta a
desvantagem de possuir um custo mais elevado quando comparado com a analise citoldgica.

A realizacdo do teste de MN neste estudo foi considerada, pois é um método ja
estabelecido na literatura, de baixo custo, sensivel, rapido, de facil manipulacédo, e que pode
ser aplicado em larga escala, porém apresenta escassez de estudos atuais que abordem a
relagdo aplicada por nos, tornando nosso estudo um dos poucos que relata a tematica.

As pacientes gque realizaram este teste foram identificadas quanto a idade, idade de
inicio das relagdes sexuais, nUmero de parceiros, uso de contraceptivo oral, habito de fumar e
habito alcoodlico, por serem fatores que mantém estreita relagdo com o aumento da frequéncia
de MN (FERNANDES, 2005; CAMPOS et al., 2008; AMBROISE; BALASUNDARAM,;
PHANSALKAR, 2013). Em nosso estudo, das 50 amostras de fluido cervical analisadas, 23
(46%) apresentaram presenca de MN nas células, sendo sete dessas amostras HPV positivo
detectadas em nosso estudo pela técnica de PCR. A maior frequéncia de MN nas amostras
HPV positivas em relagdo as amostras nao infectadas pelo virus (HPV negativo) sugere a
relacdo da presenca de infeccdo pelo virus e a consequente formacdo de microndcleos nas
celulas.

Além disso, com base em nossos resultados sugere-se que mesmo em amostras com
citologia normal, para as lesdes intra-epiteliais, existem falhas na diviséo celular e alteragbes
cromossémicas que ocasionam a formacgdo de micronucleos. Os resultados do presente estudo
estdo de acordo com Doorbar (2005), que mostrou que no virus existem fatores oncogénicos
gue provocam alteracfes citogenéticas nas camadas celulares da cérvice uterina e induzem a
replicacdo de células imaturas, dificultando sua maturacdo e diferenciacdo, ocasionando a
descontinuacdo da replicacdo, tendo como consequéncia varias anormalidades genéticas, tais
como a formacdo de MN, que podem ser verificadas pelo teste de MN. Também concorda
com o estudo de Vilanova et al. (2012) que observaram maior frequéncia de MN em pacientes
portadoras do HPV, e que com a realizacdo do teste de micronucleo, é possivel identificar
anomalias nucleares em tecidos que sdo alvos especificos de agentes carcinogénicos e
genotoxicos, onde os carcinomas se desenvolvem.

A inclusdo de outras técnicas que possam superar as desvantagens dos testes
moleculares e o teste de MN sempre pode beneficiar o paciente no sentido de trazer um
diagnostico mais preciso e confiavel. A técnica de espectroscopia FT-IR pode trazer algumas
vantagens, tais como o requerimento minimo de preparo de amostras e a rapidez dos

resultados.
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Na literatura ha poucos estudos da analise FT-IR para fins diagndsticos em cancer de
colo uterino e o presente estudo € um dos primeiros, juntamente com 0 nosso estudo prévio
publicado (RYMSZA et al., 2018) que relaciona a técnica de FT-IR com a infec¢éo pelo HPV
em amostras de pacientes com citologia cervical normal.

As primeiras investigacGes de células esfoliadas cervicais utilizando FT-IR foram
realizadas no inicio dos anos 90 e diferencas significativas entre amostras normais, pré-
cancerigenas e cancerigenas foram evidenciadas pela publicacdo de artigos desta época
(FUNG et al., 1997). No estudo de Ellis et al. (2013), a espectroscopia FT-IR é descrita como
uma técnica extremamente sensivel que tem sido utilizada na deteccdo de varios tipos de
canceres, como 0 cancer de colo uterino, em que todos o0s constituintes bioquimicos de uma
determinada amostra analisada sdo determinados. O estudo de Cohenford e Rigas (1998)
mostrou alteracbes espectroscopicas nos espectros de FT-IR de células esfoliadas
morfologicamente normais de mulheres com displasia ou cancer, diferenciando deste estudo
apenas em relacdo a mulheres com displasia ou cancer. Para o diagndéstico de cancer, o estudo
de Raniero et al., (2011) e Backer et al., (2008) comparou o tecido normal e anormal feito
com Varios grupos de pesquisa, 0s quais revelaram diferencas entre os modos de vibracdo dos
espectros principalmente atribuidos as variacdes de lipidios e proteinas.

Neste estudo a classificacdo citopatoldgica foi normal em todas as amostras coletadas,
entdo se utilizou a técnica PCR para rastrear 0 DNA do HPV nas células cervicais e estes
resultados foram usados para discriminar a Analise de Componentes Principais calculada
através dos espectros de FT-IR, que demonstraram resultados de especificidade e
sensibilidade em torno de 76%, o que poderia ser explicado pelo grande desvio padrdo e sua
sobreposicao.

As segundas derivadas dos espectros médios dos grupos mostraram variacdes nos
modos vibracionais do DNA que poderiam ser atribuidos a presenca do virus. A deformacéo
angular de 8(NH2) tem absorcdo nesta regido espectral, formando uma sobreposicdo de
bandas. A regifo espectral de 1409 cm™ dos modos amida Il também tem deformagdo
angular. A banda encontrada a 1168 cm™ foi atribuida como v(C-N) de adenina, conforme a
banda de 1074cm™, pode ser designada como amida 111, v3(PO,). O pico de absorcdo 941
cm™ foi atribuido como uma deformacéo do anel de adenina 8(N-C-N) (DHAOUADI et al.,
1993; CHENG et al., 2005; FAGUNDES et al., 2014).

Sugere-se que a menor carga viral muitas vezes reduzida na infec¢do ao paciente, bem
como 0 numero de pares de bases do pequeno tamanho do genoma viral do HPV,

provavelmente ndo apresentaram diferencgas significativas para possibilitar a discriminacao
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das amostras por FT-IR nos grupos HPV positivo e HPV negativo, obtidos pela anélise de
PCR. Porém, o estudo de Rymsza et al. (2018) revelou mudancas espectrais por FT-IR em
células citoldgicas normais obtidas do esfregaco cervical, provavelmente devido a infeccao
pelo HPV. Entretanto, este estudo evidenciou que, de fato, a auséncia de agrupamento por
Andlise de Componentes Principais (PCA) ocorreu porque 100% das amostras estudadas
foram diagnosticadas como HPV positivo pela de PCR. Assim, ndo houve base estatistica
significativa para a espectroscopia de FT-IR apresentar este potencial.

Para 0 nosso conhecimento, um estudo recente realizado por Mo et al. (2020) utilizou
o FT-IR em células esfoliadas cervicais combinadas com anélise multivariada em grupos de
amostras positivas para HPV e amostras normais e demonstrou diferenga 6bvia no espectro
infravermelho entre os dois grupos, mostrando que a combinacdo da espectroscopia FT-IR
com andlise discriminante linear por analise de componentes principais tem um grande
potencial para a triagem da presenca do virus HPV, com resultados de especificidade e
sensibilidade em torno de 98%, o que difere do nosso estudo por ndo apresentar nivel de
especificidade e sensibilidade tdo altos assim.

Considerando as técnicas abordadas e os resultados obtidos nos laudos de citologia ndo
possibilita determinar se as amostras tinham a presenca do HPV, o que foi possivel pela
realizacdo da analise de PCR, em que foi verificado que era HPV positivo ou ndo. Portanto, ja
se pode destacar a discrepancia entre os resultados do laudo de citologia e os resultados do
PCR. Por outro lado, o FT-IR mostrou um resultado de baixa sensibilidade e especificidade
em funcdo da baixa carga viral ou baixa alteracdo proteica.

Portanto, torna-se imprescindivel a realizacdo de novos estudos, com um maior
namero amostral, incluindo amostras com citologia cervical alterada, no sentido de se
estabelecer técnicas de diagnostico que se complementem com resultados rapidos e precisos, e

consequentemente eficacia na prevencdo de lesbes uterinas e tratamento das pacientes.
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7 CONCLUSAO

Com a realizacdo deste estudo foi possivel atingir os objetivos propostos, pela
comparacdo dos resultados da analise molecular pela PCR, com os resultados do MN e
técnica de FT-IR, em que se observou que o exame citopatologico das amostras analisadas
ndo evidenciou alteragdes citoldgicas indicativas da presenca do virus HPV.

A presenca de infeccdo por este virus, evidenciada pela PCR em algumas amostras
com citologias normais, confirma a hipdtese de que o HPV pode estar presente no colo
uterino, mesmo sem manifestacdo clinica. E importante ressaltar que a detecgio molecular do
HPV é fundamental no diagnostico precoce e prognostico clinico de lesbes pré-cancerosas,
possibilitando melhor tratamento para a paciente, como poder ser utilizada como um
mecanismo alternativo de vigilancia para a triagem citoldgica de rotina. A técnica de PCR
pode ser considerada padréo ouro para a deteccdo do HPV pela sua alta sensibilidade.

Sugere-se que 0 aumento da frequéncia de MN observado neste estudo em amostras
infectadas pelo HPV, pode ser devido a instabilidade genémica causada pela presenca do
virus. Dessa forma, pode-se considerar o teste de MN como um teste de rastreamento de
infeccdo pelo HPV e que possui 0 potencial de atuar como um exame preventivo, pois é um
método pratico, simples, de baixo custo e ndo invasivo que monitora o efeito de fatores
carcindgenos na célula.

A espectroscopia FT-IR comparada com a PCR foi menos efetiva, sendo menos
precisa e direta, pois a PCR é especifica na deteccdo do genoma do virus. Apesar da
espectroscopia FT-IR apresentar grande potencial, por ser um teste de alta sensibilidade e
especificidade no rastreamento do cancer cervical, ndo demonstrou ser eficiente na
discriminacdo de amostras infectadas pelo HPV.

Observando-se a comparacdo entre as técnicas utilizadas neste estudo, destaca-se a alta
sensibilidade da técnica molecular de PCR, que apesar da sua alta sensibilidade e ser
considerada padrdo ouro, apresenta certa dificuldade de ser implementada na rotina clinica

devido ao seu alto custo.
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APENDICE 1

UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA-UNIVAP
INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO-IP&D
POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA BIOMEDICA
PROGRAMA DE DOUTORADO EM ENGENHARIA BIOMEDICA

QUESTIONARIO DE DADOS SOCIODEMOGRAFICOS
Data: / /

. Participante nimero:
. ldade: anos |/ Peso: Kg / Altura: cm/ Cintura: cm
. Data de nascimento:___/ /

1
2
3 _
4. Menarca: anos; Sexarca;____anos: Ultima menstruagdo: /[
5. Cidade onde nasceu e onde vive:

6

7

(

8

. Grupo étnico: () branco; ( ) pardo; ( ) negro; ( ) amarelo; ( ) indigena
. Qual a situagdo conjugal? ( ) casada/companheiro ( ) separada/divorciada ( ) solteira
) viliva

. Numero de filhos naturais:
9. Até que série vocé completou com aprovagao?
() 1° grau incompleto () 1° grau completo
() 2° grau incompleto () 2° grau completo
() superior incompleto () superior completo
() pbs-graduacgao () ignorado
10.Quial o seu trabalho atual?
11.Ha quanto tempo vocé exerce essa funcao?
12.Qual a sua jornada de trabalho semanal?
13.Quantas horas de sono vocé dorme em média por dia?
14. No seu trabalho atual ja se exp6s a alguma dessas substancias?
() derivados do petréleo (horas/semana: )
() tintas/corantes (horas/semana: )
() solventes (horas/semana: )
() pesticida/herbicida(horas/semana: )
() mercurio/vapores de outros metais pesados(horas/semana: )
() outras substancias quimicas — quais? (horas/semana: )
15.No seu emprego anterior, ja se expds a alguma dessas substéncias? (Informe tempo de
exposi¢do em horas/semana):
() derivados do petrdleo (horas/semana: )
() tintas/corantes (horas/semana: )
() solventes(horas/semana: )
() pesticida/ herbicida(horas/semana: )
() mercurio/ vapores de outros metais pesados(horas/semana: )
() outras substancias quimicas — quais? (horas/semana: )
16.VVocé utiliza equipamento de seguranga em seu trabalho? Com qual frequéncia?
()sim () ndo () sempre ( ) quase sempre () pouco
17.Vocé pratica algum exercicio fisico? ( ) sim () ndo
18.Se sim, qual?
() musculacdo () corrida () pilates () futebol/vélei ( ) outro:
19.Qual a frequéncia?
() 1vez/ semana () 2 vezes/semana () 3 vezes/ semana () 4 vezes/ semana ou mais
20.Vocé fuma ou ja fumou? () sim () ndo - Se ndo, va para a questao 25
21.Se sim, quantos cigarros fuma por dia e ha quanto tempo? (nimero de ciga

() meses/ () anos
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22.Fuma também: () cigarro de palha () cachimbo ( ) outros: Quantas vezes ao dia?
23.Se parou, durante quanto tempo vocé fumou? (ndmero de cigarros)
24. Quantos cigarros fumava por dia? (numero de cigarros)

25.Medicamentos utilizados rotineiramente (indicar a frequéncia em vezes/dia):

() hormdnios

(') vitaminas e/ou suplementos

() comprimidos para pressao

() antibioticos

() insulina

(/) tranquilizantes

() relaxantes musculares

() outros — quais?

26.Estéa fazendo algum tratamento de satde? (por ex: coluna, gripe, alergia, dores, etc...)
() sim () ndo Qual? Tempo do tratamento:

27.Fez algum raio X no dltimo ano? () sim () ndo- Quanto tempo?

28.Com que frequéncia vocé consome bebidas alcodlicas?

() nunca- va para a questdo 32 () uma vez ou por més ou menos () 2 a 4 vezes ao més

() 2 a3 vezes por semana () 4 ou mais vezes por semana

29.Quais bebidas vocé consome? () somente cerveja () somente vinho () somente destilados

() cervejae vinho () cerveja e destilados () vinho e destilados () cerveja, vinho e destilados

30.Nas ocasides em que bebe, quantas doses ( ), copos (), ou garrafas (). Vocé costuma tomar? () 1

ou 2 ()3oud ()50u6 ()7a9() 10 ou mais

31.Com que frequéncia vocé toma seis ou mais doses em uma ocasiao?

() nunca () menos de uma vez ao de més () uma vez ao més ( )uma vez por semana
() todos os dias ou guase todos

32.Quantas e quais refeicdes vocé faz por dia?

33.Ingere frutas e verduras? Se sim, indique a frequéncia (em dias/ semana)

()ndo ()sim ()1a2 ()3a4 ()5a6 ()todos os dias

34.Ingere carnes? () sim () ndo/ Se sim, com que frequéncia vocé come:

Dias por semana
la2 3a4 5a6 Todos os dias
Carne Bovina () O () O
Peixe () () 0 ()
Frango 0 0 0 0
Porco 0 0 0 0
Outras 0 0 0 0
35.Vocé ja teve/tem alguma dessas doengas?
() cancer- Qual? Idade:
() AIDS () anemias () doencas cardiacas — ldade: () esclerose multipla — Idade:
() diabetes- Idade: () outras — quais e que idade apresentou?

36.Alguém da sua familia j& teve/tem alguma dessas doengas? (indicar o grau de parentesco ao
lado):
() doencas cardiacas () esclerose maltipla () diabetes
_ Emaqueidade? () outras — quais?

37.Casos de cancer na familia: () ndo ()sim

38. Quiais os tipos de cancer? (indicar o grau de parentesco ao lado):

() pele: () mama: () leucemia:

) esofago:
() outros:
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39.Tem conhecimento de algum defeito de nascimento ou doenga hereditaria que afetem seus
pais, irmaos ou cdnjuges?

() ndo () sim-qual?
40.Historico de aborto esponténeo? () ndo (') sim — quantas vezes?




APENDICE 2

TABELA DE CONCENTRACOES DE DNA EXTRAIDO E RAZOES DE
PUREZA DAS AMOSTRAS DE DNA

AMOSTRA [ 1nglul 260/280 260/230
1 108.91 2.37 0.39
2 97.72 2.89 0.41
3 142.74 2.42 0.3
4 112.72 2.39 0.44
5 133.47 2.56 0.51
6 327.56 3.19 1.36
7 58.41 2.79 0.16
8 117.06 2.48 0.36
9 62.85 3.13 0.33
10 104.60 2.41 0.56
11 108.16 2.19 0.51
12 92.52 2.29 0.43
13 111.40 2.4 0.45
14 163.80 3.21 0.85
15 37.24 3.48 0.13
16 91.70 2.05 0.39
17 125.85 2.38 0.49
18 156.40 1.76 0.68
19 129.69 2.85 0.65
20 15.00 2.61 0.09
21 113.23 2.35 0.35
22 651.85 2.06 1.57
23 124,55 2.16 0.6
24 103.02 2.58 0.53
25 297.38 2.82 1.14
26 113.27 2.13 0.53
27 118.81 2.48 0.57
28 117.45 3.03 0.38
29 106.11 3.25 0.45
30 190.53 1.38 0.65
31 104.00 2.69 0.29
32 117.25 2.69 0.58
33 342.90 2.65 1.28

w
S

322.60 2.74 1.15
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35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

266.89
97.76
119.62
180.60
49.66
324.68
72.84
68.31
37.66
117.35
117.03
124.03
175.63
94.03
160.50
404.01

3.08
2.56
2.54
2.03
2.89
3.24
3.15
2.26
3.48
2.8
2.81
2.55
2.82
2.7
2.26
3.25

1.13
0.39
0.39
0.72
0.2
1.25
0.19
0.49
0.12
0.47
0.38
0.61
0.68
0.27
0.7
1.48

Fonte: o autor
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ANEXO 1

CENTRO UNIVERSITARIO DA
FACULDADE DE SAUDE,  “C8ravt =™
CIENCIAS HUMANAS E

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CORRELAGCAO ENTRE O DIAGNOSTICO DO PAPILOMAVIRUS VIA TESTE
MOLECULAR COM A ESPECTROSCOPIA FT-IR E TESTE DO MICRONUCLEO

Pesquisador: Magda Rogéria Pereira Viana

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 80738217.1.0000.5210

Instituicdo Proponente: SOCIEDADE DE ENSINO SUPERIOR E TECNOLOGICO DO PIAUI LTDA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.434.076

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um estudo experimental, com mulheres com idade entre 25 e 65 anos. A coleta das amostras
serd realizada nas Unidades Basicas de Salide (UBS) da Estratégia Saude da Familia (ESF), apds ter sido
especificadas informacdes sobre a pesquisa a cada paciente e esta manifestar espontaneamente o aceite
em participar, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e da autorizagdo
da instituico coparticipante, no periodo de janeiro a margo de 2018.0 teste do MN sera realizado no
Laboratério da Faculdade Santo Agostinho. O material destinado a analise molecular e espectroscopia FT-
IR serdo analisados no Laboratério de Biologia Molecular do Cancer e Laboratério de Nanosensores
pertencentes ao Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do vale do Paraiba. O teste de
Micronucleo sera feito a partir da andlise citologica, que sera realizada sob microscopia 6ptica (200X) e em
teste cego em relagao aos dados obtidos no questionario. Serdo analisadas 2.000 células por paciente. Os
critérios de identificagao de micronicleo adotados foram os descritos por Tolbert; Shy; Allen (1991; 1992).
Serdo considerados micronucleos estruturas arredondadas e distintamente separadas do nlcleo, com
limites bem definidos, medindo cerca de 1/3 a 1/5 do tamanho do nucleo e apresentados em relagdo a este,
estrutura cromatinica e coloracéo similar, além de serem visualizados no mesmo plano. Os dados coletados
serao transferidos da ficha de captagao dos dados para a planilha Microsoft Excel para em seguida ser
exportada para o programa IBM SPSS Statistics 20. A andlise estatistica sera pela leitura das frequéncias
absolutas (N) e relativa (%) quando se tratar de variavel

Enderegco: Rua Vitorino Orthiges Fernandes, 6123

Bairro: Bairro do Uruguai CEP: 64.073-505
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)2106-0738 Fax: (86)2106-0740 E-mail: cep@uninovafapi.edu.br
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categoérica e quando for uma variavel quantitativa serdo calculadas as medidas de posicdo, média, e de
dispersao, desvio padrdo. Espera-se identificar correlagao do teste Molecular (PCR), em fluido cervical de
pacientes submetidas ao exame citopatolégico, com os resultados obtidos pelo teste do micronucleo e pela
técnica de FT-IR para diagnéstico o Papilomavirus Humano.

Obijetivo da Pesquisa:

Comparar resultados do teste Molecular, em fluido cervical de pacientes submetidas ao exame
citopatologico, com os resultados obtidos pelo teste do micronlcleo e pela técnica de FT-IR.
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios foram apresentados conforme item V da resolugao 466/12 do C.N.S.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma pesquisa de grande relevancia social pois o cancer no Brasil € uma doenga que ganhou
relevancia devido ao seu perfil epidemiolégico apresentado, com crescente aumento do nimero de casos
anualmente. Com o maior conhecimento da etiologia e biologia desta doenga € possivel estabelecer
prioridades e designar recursos que sejam direcionados para a mudanga positiva desse cenario na
populagao brasileira. A estimativa de morte em mulheres por cancer de colo uterino evidencia uma
incidéncia de 19,18/100.000 mulheres no Brasil. A infecgéo pelo virus HPV é citada como um dos principais
fatores de risco que contribuem para o cancer cervical, assim, o desenvolvimento de métodos que detectem
a infecgao por este virus sao importantes para a prevencgao e diagnéstico do cancer cervical. Desta forma,
torna-se necessario o desenvolvimento de métodos diagnésticos alternativos, tais como o teste

molecular por meio da técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR), o teste de micronicleo (MN) e a
técnica de espectroscopia infravermelho de transformada de Fourier (FT-IR) para detectar com maior
precisao e confiabilidade as alteragées que esse virus pode causar nas células do colo uterino.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:
Todos os termos de apresentagéo obrigatéria foram apresentados conforme a resolugio 466/12 do C.N.S.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Conclui-se que o protocolo de pesquisa encontra-se APROVADO, porque esta elaborado de acordo com as
recomendagdes éticas da Resolugdo CNS 466/12.

Endereco: Rua Vitorino Orthiges Fernandes, 6123

Bairro: Bairro do Uruguai CEP: 64.073-505
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)2106-0738 Fax: (86)2106-0740 E-mail: cep@uninovafapi.edu.br
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Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Sy

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGCOES_BASICAS _DO_P | 04/12/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 1023147.pdf 18:13:11
Outros cartaapresentacao.pdf 04/12/2017 [Magda Rogéria Aceito
18:10:55 | Pereira Viana

Outros cartaaocep.PDF 04/12/2017 |Magda Rogéria Aceito
18:09:30 | Pereira Viana

Outros lattesrenata.PDF 04/12/2017 |Magda Rogéria Aceito
18:00:18 |Pereira Viana

Outros lattesleandro.pdf 04/12/2017 |Magda Rogéria Aceito
17:57:05 |Pereira Viana

Outros lattesmagda.pdf 04/12/2017 |Magda Rogéria Aceito
17:56:08 |[Pereira Viana

Outros TCUD.pdf 04/12/2017 |Magda Rogéria Aceito
17:54:34 |Pereira Viana

Declaracao de declaracaopesquisadores.pdf 04/12/2017 |Magda Rogéria Aceito

Pesquisadores 17:53:21 _[Pereira Viana

TCLE / Termosde |TCLE.PDF 04/12/2017 |Magda Rogéria Aceito

Assentimento / 17:07:39 [Pereira Viana

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projetoatualoriginalesteatual.doc 04/12/2017 |Magda Rogéria Aceito

Brochura 17:00:19 | Pereira Viana

Investigador

Outros Instituicaocoparticipante.PDF 08/11/2017 [Magda Rogéria Aceito
17:15:16 _[Pereira Viana

Outros questionariodeentrevista.PDF 08/11/2017 [Magda Rogéria Aceito
17:10:59 [Pereira Viana

Folha de Rosto Folhaderosto.PDF 08/11/2017 [Magda Rogéria Aceito
17:05:58 |[Pereira Viana

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Endereco:
Bairro: Bairro do Uruguai
UF: PI

Telefone: (86)2106-0738

Rua Vitorino Orthiges Fernandes, 6123

CEP: 64.073-505

Municipio: TERESINA

Fax: (86)2106-0740 E-mail:

cep@uninovafapi.edu.br
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Theonas Gomes Pereira
(Coordenador)
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE DO VALE DO PARAIBA-UNIVAP
INSTITUTO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO-IP&D
POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA BIOMEDICA
PROGRAMA DE DOUTORADO EM ENGENHARIA BIOMEDICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Correlacdo entre o diagnostico do Papilomavirus via teste Molecular com
a Espectroscopia FT-IR e teste do Micronucleo.

Pesquisador Responsavel: Magda Rogéria Pereira Viana

Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade do Vale do Paraiba
Telefones para contato: (86) 9 99878400

Nome do voluntario:
Idade: anos R.G.

A Sra. estd sendo convidada a participar do projeto de pesquisa tendo como titulo
“Correlacdo entre o diagnostico do Papilomavirus via teste Molecular com a Espectroscopia
FT-IR e teste do MicronUcleo”, de responsabilidade da pesquisadora Magda Rogéria Pereira
Viana.

Antes de concordar em participar e responder esta entrevista, € muito importante que
vocé compreenda as informacg6es e instrucdes contidas neste documento. Os pesquisadores
deverdo responder todas as suas dividas antes de vocé se decidir a participar. Vocé tem o
direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer momento, sem nenhuma penalidade e
sem perder os beneficios aos quais tenha direito.

O cancer de colo uterino é um problema de saude publica em que os dados
estatisticos evidenciam o aumento da incidéncia do contagio pelo virus HPV e dos casos
diagnosticados de cancer de colo uterino, consequéncia, dentre outros fatores, do inicio da
vida sexual cada vez mais precoce, do grande nimero de parceiros sexuais e pela pratica do
sexo desprotegido.

A infeccéo por tipos oncogénicos de HPV é o principal fator de risco associado ao
cancer cervical, suas lesdes precursoras e lesbes intra-epiteliais escamosas de baixo e alto
grau. O teste citopatoldgico do Papanicolaou é preconizado pelo MS para deteccdo de lesGes
causadas pela presenca do HPV, sendo altamente subjetivo e incapaz de identificar o tipo do
virus presente na amostra, além disso em muitos casos, este teste apresenta baixa
sensibilidade e especificidade. Deste modo,novas técnicas de diagnostico, tais como o teste de
Micronucleo e a técnica de PCR e FT-IR, tem sido pesquisadas com o objetivo de auxiliar a
analise citopatologica e melhorar a qualidade do rastreamento do cancer cervical. Embora
haja relatos na literatura que utilizaram estas técnicas para a identificagdo da infeccdo pelo
HPV, ndo h& estudos que associam o0 uso de ambas para a identificagdo deste virus e em um
grande tamanho amostral.

A avaliacdo da frequéncia de MN em células cervicais pode ser um critério adicional
para estabelecer o risco de cancer cervical, porque a deteccdo do aumento da frequéncia de
MN pode indicar a pesenga de lesdo intraepitelial. A aplicagdo da técnica de PCR ira detectar
a presenca do virus HPV no fluido cervical e FT-IRpara estudar as caracteristicas de cepas de
HPV é importante, porque a presenca deste virus pode causar alteracdo vibracional nos

— 4 @&
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espectros.Vale ressaltar que ambas as técnicas ndo sdo caras, Sao rapidas e possiveis de serem
desenvolvidas em um laboratério de andlise clinicas.

O objetivo geral do estudo é comparar resultados de PCR, em fluido cervical de
pacientes submetidas ao exame citopatologico, com os resultados obtidos pelo teste do
micronucleo e pela técnica de FT-IR.

Trata-se de um estudo experimental, que seguird as normas de Biosseguranca e
somente sera realizado ap6s a aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
do Vale do Paraiba que segue a Resolugdo CNS/MS 466/2012. A coleta das amostras sera
realizada nas Unidades Bésicas de Saude (UBS) da Estratégia Salde da Familia (ESF) de
Teresina (PI), apos ter sido especificadas informacgdes sobre a pesquisa a cada paciente e esta
manifestar espontaneamente o aceite em participar, mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e da autorizagdo da instituicdo coparticipante, no
periodo de janeiro a marco de 2018.

A participagdo, de carater estritamente voluntario, dar-se-4& mediante
0 consentimento livre e esclarecido das mulheres, tendo sido
assegurado a todas sigilo dos dados obtidos. Sera garantido o anonimato e as participantes
serdo identificadas como “participante numero”. Serd aplicado um questionario para
caracterizacé@o das pacientes para coleta de dados. Participardo do estudo mulheres com idade
entre 25 e 65 anos de idade, conforme preconiza 0 MS, com vida sexual ativa, cadastradas no
Sistema Unico de Sadde (SUS); mulheres com suspeita clinica de HPV e/ou com lesio
cervical; bem como pacientes sem nenhum problema ginecolégico. Um total de 100 amostras
cervicais serdo obtidas de pacientes que realizardo exame ginecolégico de rotina no periodo
de janeiro a marco (2018), mediante a autorizacdo da Comissdo de Etica e Pesquisa da
Fundacdo Municipal de Salde da cidade de Teresina.

Havera risco minimo as participantes, entretanto existe a possibilidade de ocorrer
danos emocionais decorrentes de perguntas direcionadas as participantes e coleta da citologia,
que poderdo causar desconforto, constrangimento e medo da possibilidade de vazamento de
dados. Ressalta-se que a possibilidade é minima, devido a caracteristica da pesquisa em que
preservara o anonimato. Para minimizar este risco as participantes serdo entrevistadas e o
exame sera feito em um local reservado e confortavel de forma individual, segura para
garantir todo o sigilo das informacdes coletadas, além disso, serdo esclarecidos a mesma 0s
objetivos do estudo, bem como a forma de coleta do material. Todas as participantes terdo seu
anonimato assegurado, e serdo esclarecidas quanto ao direito de retirar o consentimento a
qualquer tempo sem qualquer dnus.

Os beneficios diretos se apoiam na possibilidade que no momento do questionario e
exame, a participante possa ser ouvida atentamente, promovendo um conforto e bem-estar
para a mesma, pois somente com perguntas feitas com profundidade € possivel chegar mais
préximo do que a participante pensa e assim poder conforta-la ainda mais. Acredita-se que
este estudo poderé trazer também beneficios, que irdo enriquecer a literatura cientifica acerca
da tematica e permitirad ter uma visdo mais ampla de um cenario. E ainda os resultados finais
desta pesquisa irdo enriquecer a literatura cientifica acerca da tematica através da divulgacao
dos resultados ao publico em revistas cientificas, contribuindo assim, para a construcdo de
novos conhecimentos.

As entrevistas serdo transcritas e armazenadas, em arquivos digitais, mas somente
terdo acesso a estes os pesquisadores. E garantida a indenizacao relacionada a qualquer dano
associado ou decorrente da pesquisa - agravo imediato ou posterior, direto ou indireto, ao
individuo ou a coletividade, decorrente da pesquisa. Os dados obtidos a partir da participante
do estudo ndo poderdo ser usados para outras finalidades ndo previstas neste protocolo e/ou
consentimento. Ao final da pesquisa todo material serd mantido em arquivo, por pelo menos 5
anos, conforme Resolugéo 466/12.
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Caso aceite participar do estudo, por favor, assine este documento, autorizando sua
participacdo na pesquisa, que estd em duas vias (uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel) do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Durante todas as etapas do
estudo todos os pesquisadores respeitardo impreterivelmente a Resolucéo 466/12 do Conselho
Nacional de Salde que trata da ética de pesquisas que incluem, sejam de forma direta ou
indiretamente o0s seres humanos.

Em caso de duvida quanto a conducdo ética do estudo, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa do UNINOVAFAPI, no endereco: Rua Vitorino Orthiges
Fernandes, 6123 — Uruguai, CEP: 64073-505 - Teresina — Piaui, Tel - (086) 2106-0738, e-
mail: cep@uninovafapi.edu.br. O Comité de Etica em Pesquisa é a instancia que tem por
objetivo defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e
para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrbes éticos. Dessa forma o
comité tem o papel de avaliar e monitorar o andamento do projeto de modo que a pesquisa
respeite os principios éticos de protecdo aos direitos humanos, da dignidade, da autonomia, da
nao maleficéncia, da confidencialidade e da privacidade”.

Contato com o (a) pesquisador(a) responsavel: Telefone Institucional:
(86)99878400 e-mail: magdarogeria@hotmail.com

Magda Rogéria Pereira Viana Renata de Azevedo Canevari

)%

Leandro José Raniero

Teresina, 04 de Dezembro de 2017.
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ANEXO 3

FMS

Fundagao Municipal
de Saude

d Terésina

DECLARAGCAO DE AUTORIZAGAO DA INSTITUIGAO COPARTICIPANTE

Declaro estar ciente dos objetivos do Projeto de Pesquisa
“CORRELAGAO ENTRE O DIAGNOSTICO DO PAPILOMAVIRUS VIA
TESTE MOLECULAR COM A ESPECTROSCOPIA FT-IR E TESTE DO
MICRONUCLEO” e concordo em autorizar a execugdo da mesma nesta
instituicdo. Esta Instituicdo esta ciente de suas coresponsabilidades como
instituicdo coparticipante do presente Protocolo de Pesquisa, e de seu
compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos participantes da
pesquisa nela recrutados, dispondo de infraestrutura necessaria para a
garantia de tal seguranca.

Conforme Resolugdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do
Conselho Nacional de Salde, a pesquisa so tera inicio nesta instituicdo apds
apresentacédo do Parecer de Aprovagdo por um Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos (CEP). Autorizo os pesquisadores: MAGDA ROGERIA
PEREIRA VIANA, RENATA DE AZEVEDO CANEVARI e LEANDRO JOSE
RANIERO acesso as mulheres entre 25 e 64 anos das Unidades Basicas de
Salude do municipio de Teresina-Pl, para a coleta de amostra de material
citolégico, entrevista com as mesmas e prontuarios.

Teresina, 26 de outubro de 2017.

Ay msre Calipd & Sovalbs
Ayla Maria Calixto de Carvalho
Comiss&o de Etica em Pesquisa da  ylq Maria Calixtode Carvalho

Fundag&o Municipal de Saude Gerente de Agdes Estratégicas
GAEIFMS

Rua Governador Artur de Vasconcelos, N2 3015
ﬂ Bairro Aeroporto, Teresina - PI | CEP: 64002-530 @ 6632137700 | 66 30157701
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Molecular detection of HPV and FT-IR spectroscopy analysis in women with )
normal cervical cytology By

Magda Rogéria Pereira Viana®, Igor Martins Alves Melo”, Breno Pupin®, Leandro José Raniero”,
Renata de Azevedo Canevari™*

* Laboratdério de Biologia Molecular do Cdncer, Universidade do Vale do Paraiba, UNIVAP, Instituto de Pesquisa e D I , Avenida Shish
Urbanova, Sao José dos Campos, 12244-000, Sao Paulo, SP, Brazil
" Laboratdrio de Nanosensores, Universidade do Vale do Paraiba, UNIVAP, Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Avenida ShishimaHifumi 2911, Urbanova, Sdo José

dos Campos, 12244-000, Sao Paulo, SP, Brazil

Hifumi 2911,

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: The increase in the incidence of Cervical Cancer in the female population worldwide has been an

HPV issue that deserves further attention from the scientific community. Several studies have already proven the

Diagnosis relationship of its development with the molecular mechanisms that Human Papillomavirus (HPV) induces in
:’?}R cervical cells. The gene amplification provided by molecular biology techniques has been used as the gold

standard diagnostic method of this virus because of its high specificity and sensitivity.However, the high in-
vestments associated with the acquisition of reagents, equipment and labor demonstrate the need for the de-
velopment of more accessible techniques that present the same accuracy. FI-IR spectroscopy has been studied as
an inexpensive and easily accessible technology that can provide the differentiation of malignant and benign
cells. This study aimed to demonstrate the effectiveness and sensitivity of molecular analysis by PCR in relation
to cytological analysis and to evaluate the sensitivity of FI-IR spectroscopy in the diagnosis of HPV for cervical
cancer prevention.

Methods: Cervical fluid samples obtained from 50 patients with absence of cellular lesion by cytological analysis
were analyzed by molecular and spectroscopic analyzes. Oncotic colpocitology analysis was performed by the
Papanicolaou staining, amplification of the L1 viral gene by PCR was performed using primers MY09 and MY11
and biochemical analysis of the fluids by FI-IR was performed using the Spectrum 400 system equipped with a
microscope.

Results: Of the 50 patients without evident morphological alteration of the cells, seven were diagnosed by
molecular analysis as positive for presence of HPV. Principal component analysis of spectroscopy was not able to
separate the negative samples from the HPV positive samples and, therefore, did not present as an effective
diagnostic technique.

Conclusions: We highlight the efficacy, sensitivity and specificity of molecular biology by PCR in the identifi-
cation of the virus and we emphasize that more studies should be used for the application of FI-IR spectroscopy
in the diagnosis of this infection and its application in the prevention of cervical cancer.

1. Introduction

The increase in the incidence of cervical cancer in Brazil, evidenced
by the latest estimates published by the National Cancer Institute
(INCA) is an epidemiological problem that has drawn the attention of
the scientific community and health centers around the world [1,2].
This disorder is caused by the uncontrolled growth of genetically mu-
tated cells that promote a clinical picture, often asymptomatic. In

addition to these alterations, the association of epigenetic factors that
promote changes at a molecular level contribute to the lack of control of
the cell cycle through interference in the most diverse signaling path-
ways [3]. Several studies have demonstrated the intrinsic relationship
of neoplastic development in the uterine cervix with human papillo-
mavirus (HPV) infection [4], which accounts for about 99.7% of diag-
nosed cases [5] and the types 16 and 18 are considered at higher on-
cogenic risk and responsible for about 70% of them [6]. This data

* Corresponding author at: Universidade do Vale do Paraiba, Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento, Laboratério de Biologia Molecular do Cancer, Avenida

Shishima Hifumi 2911 - Urbanova, Sao José dos Campos, Brazil.
E-mail address: rcanevari@univap.br (R. de Azevedo Canevari).
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