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RESUMO

Objetivos: avaliar a frequéncia de recidiva da neoplasia intraepitelial cervical
apos conizacdo do colo uterino com cirurgia de alta frequéncia e analisar os
fatores que se associam a recidiva de neoplasia intraepitelial cervical. Pacientes
e métodos: estudo de coorte retrospectiva (1998 a 2011), sendo avaliadas 287
pacientes com diagnostico de neoplasia intraepitelial cervical submetidas a
conizacdo do colo. A peca cirargica foi encaminhada para exame histopatoldgico,
que avaliou o grau da lesdo, as margens e o comprometimento glandular. As
pacientes foram acompanhadas a cada seis meses com citologia, coleta de
amostra para papilomavirus humano — &cido desoxirribonucleico (HPV-DNA),
colposcopia e biopsia, quando indicado. O tempo de seguimento médio foi de
25,1 meses. Foram consideradas recidivas as lesdes que, apos a cirurgia, foram
confirmadas novamente por biopsia. Para a analise das caracteristicas
qualitativas foi realizada andlise univarida por meio de Kaplan-Meier associado
aos resultados do teste log-rank. A andlise multivarida foi feita a partir do ajuste
do modelo de Cox até significancia estatistica do valor-p<0,05. Resultados: no
estudo, 65 (22,6%) pacientes tiveram diagnostico histopatologico de recidiva da
lesdo. A incidéncia de recidiva nas pacientes positivas para o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) foi maior, com risco relativo de 4,45 e intervalo de
confianca (IC) (2,73-7,25). O comprometimento glandular associou-se a recidiva
em 2,82 e IC (1,73-4,62) e as margens comprometidas com risco relativo de 2,81
e IC (1,69-4,65). Conclusdes: a recidiva de neoplasia intraepitelial cervical (NIC)
associou-se a: margens comprometidas, soropositividade para o HIV e o
comprometimento glandular. O risco de recidiva em mulheres portadoras do HIV
foi significativamente mais alto, comparado com as mulheres néo infectadas pelo
HIV.

Palavras-chave: Neoplasia intraepitelial cervical. Recidiva de neoplasia

intraepitelial. Conizagé&o. Infec¢des por HIV.



ABSTRACT

Objectives: To evaluate the frequency of recurrence of cervical intraepithelial
neoplasia after conization with high frequency surgery and assess the factors

are associated with recurrence of cervical intraepithelial neoplasia.
Patients and methods: retrospective cohort study (1998-2011), evaluated 287
patients with cervical intraepithelial neoplasia undergoing conization of the cervix.
The surgical specimen was sent for histopathological examination, which
assessed the degree of lesion margins and glandular involvement. Patients were
followed every 6 months with cytology sample collection for HPV DNA, colposcopy
and biopsy when indicated. The mean follow-up was 25.1 months. The lesions
after surgery, were confirmed by biopsy was considered recurrences.
For analysis of the qualitative characteristics was performed univariate analysis
using the Kaplan - Meier results associated with the log - rank test. Multivariate
analysis was performed by adjusting the Cox model to statistical significance of p -
value < 0.05. Results: In the study, 65 (22.6 %) patients had histopathologic
diagnosis of recurrence. The recurrence rate in HIV positive patients was higher
with a relative risk of 4.45 and CI (2.73 to 7.25). The glandular involvement was
associated with recurrence in HF and 2.82 (1.73 to 4.62) and positive margins
relative risk of2, 81 and CI (1.69 to 4.65). Conclusions: Recurrence of CIN is
associated with positive margins, the HIV seropositivity and glandular involvement.
The risk of recurrence in women with HIV virus was significantly higher compared

with women not infected with HIV.

Key words: cervical intraepithelial neoplasia, recurrent intraepithelial neoplasia,

Conization; HIV infections.
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1 INTRODUCAO

O céancer do colo uterino é o segundo tipo de neoplasia maligna mais prevalente
nas mulheres, sendo responsavel, no mundo, por aproximadamente 500 mil
novos casos no mundo por ano e mais de 250 mil mortes, caracterizando um
sério problema de saulde publica. Estima-se que a prevaléncia da infeccao genital
pelo papilomavirus humano (HPV) no mundo seja de 440 milhdées (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2007).

O cancer do colo uterino é o segundo tumor mais frequente na populacao
feminina depois do cancer de mama e a quarta causa de morte de mulheres por
cancer no Brasil. A estimativa de novos casos por ano é de 18.430 e a cada ano
faz 4.800 vitimas fatais, com risco estimado de 17 ocorréncias a cada 100 mil
mulheres (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER - INCA, 2012; Ministério da
Saude).

Mais de 85% dos casos de cancer do colo uterino e dos 6bitos ocorrem em paises
em desenvolvimento, que possuem 5% dos recursos mundiais para seu
tratamento (SANJOSE et al., 2010). O cancer do colo uterino € a principal causa
de anos perdidos por cancer em populacdes em desenvolvimento (JEMAL et al.,
2011).

A taxa de sobrevida em cinco anos varia entre 51 e 70% em paises desenvolvidos
e em paises em desenvolvimento é de 41% de sobrevida em cinco anos (PARKIN
et al., 2005).

A maioria das mortes por cancer do colo uterino ocorre em mulheres com doenca

localmente avancada estadio Il a IV da Federacéao Internacional de Ginecologia e
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Obstetricia (FIGO, 2009) (ANEXO D), quando as lesdes ndo sdo passiveis de
cura com cirurgia (MONK; TEWARI; KOH, 2007).

A infeccdo pelo HPV é reconhecida como uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais comuns (MUNOZ et al., 1994). A infeccdo pelo HPV de alto
risco é frequente entre as mulheres sexualmente ativas, com incidéncia entre 15 e
40% (BOSCH et al., 2006). Estima-se que, até atingir 50 anos de idade, pelo
menos 80% das mulheres serdo infectadas por algum tipo de HPV de alto risco
em algum momento de suas vidas (BASEMAN; KOUTSKY, 2005).

O céancer do colo uterino é, em principio, um cancer evitavel, que apresenta
evolucdo lenta, com longo periodo desde o desenvolvimento das lesbes
precursoras ao aparecimento do cancer. A prevencdo € eficiente e existem
diversas formas de intervencdo no controle as multiplas manifestacbes da

doenca.

Porém, apesar da eficacia dos métodos e programas de rastreamento do cancer
cervical, a doenca se mantém com alta morbimortalidade, necessitando de
programas e tratamentos adequados nos paises em desenvolvimento (BOSCH et
al., 1995; FRANCO; DUARTE-FRANCO; FERENCY, 2001).

O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimava para 2012 que seriam
diagnosticados 15.590 novos casos de cancer de colo do Utero no Brasil.

O céancer de colo do utero € o mais incidente na regido Norte e regides Centro-
Oeste (23,65 a 35,13 por 100mil). Na regido Nordeste (18,89 23,64 por 100mil), é
o segundo mais frequente .Na regido Sudeste (10,85 a 14,5 por 100mil ) eo

quarto € na regiao Sul (14,51 a 18,88 por 100mil).
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FIGURA 1 - Numero estimado da doenca para cada 100 mil habitantes para o ano
de 2012

NEOPLASIA MALIGNA DO COLO DO UTERO

NEOPLASIA MALIGNA DO COLO DO UTERO E DO UTERO, PORCAO NAO ESPECIFICADA
Figura 40 e 41

Representagdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres estimadas para o ano
de 2012, segundo a Unidade da Federagdo (neoplasia maligna do colo do ttero).

estados \|

Passe o mouse pelo mapa e
escolha um estado para ver as
estatisticas.

Mulheres

B 652353
B 188022364
[ 145121888
[] 10852145




17

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Neoplasia intraepitelial cervical

A infeccdo persistente por HPV de alto risco oncogénico é necessaria para o
desenvolvimento de cancer cervical. A maioria das mulheres infectadas pelo HPV,
cerca de 90%, irA obter a eliminacdo viral espontaneamente, a partir de
mecanismos imunolégicos em um periodo de 24 meses (MOSCICKI et al., 2006).
Portanto, apenas reduzida porcentagem das mulheres infectadas pelo HPV ir4
permanecer persistentemente infectada e estard sob o risco de desenvolver o
cancer cervical (ZUR HAUSEN, 2002).

Estudos epidemiologicos confirmam a génese da neoplasia cervical por certos
tipos de HPV (FRANCO, 1996; MUNOZ et al., 1994; SCHIFFMAN BAUER et al.,
1993; ZUR HAUSEN, 1991; ZUR HAUSEN, 1994).

A evidéncia atual sugere que mais de 50% dos adultos sexualmente ativos
tenham sido infectados com um ou mais tipos de HPV genital, no entanto, as
maiores partes das infeccdes pelo HPV desaparecem ou se tornam latentes (HO
et al., 1998).

Estima-se que 99% dos casos de cancer tenham como etiologia uma infeccao
genital pelo HPV (SANKARANARAYANAN et al., 2009; WALBOOMERS et al.,
1999; WHO, 2007).

Na maioria dos casos de cancer cervical, aproximadamente 91%, ha um unico
tipo de HPV identificado, com menores proporc¢des, sendo observado em casos
provenientes da Africa, onde multiplos tipos virais sdo detectados em 19% dos
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casos e em adenocarcinomas (multiplos tipo de HPV identificados em 8% dos
casos) (SANJOSE et al., 2010).

2.2 Colpocitologia oncoética e colposcopia

A identificacdo das neoplasias intraepiteliais cervicais precoce permite tratamento
eficaz, com menos custo e alto indice de cura. Os métodos utilizados até o
momento para o diagnostico sdo a citologia oncética, colposcopia, histologia e,
mais recentemente, a pesquisa da presenca do HPV. A maioria das infec¢cdes sdo
assintomaticas ou inaparentes e de carater transitorio. As formas séo clinicas
(lesbes exofiticas ou condilomas) e subclinica (quando visivel por meio de
técnicas de magnificacdo e apés aplicacdo de reagentes, como acido acético a 2-
5%). O virus também é capaz de estabelecer uma infeccdo latente em que néo
existem lesdes visiveis, sendo apenas diagnosticado com técnicas de biologia
molecular (PALO et., 2002)

Desde que Papanicolau, em 1938, avaliando células descamadas da vagina,
encontrou casos de cancer, essa técnica foi reconhecida em 1943 e € praticada
desde entdo. E uma das estratégias mais bem-sucedidas para prevencdo de
cancer até o presente momento. Porém, necessita de infraestrutura de

atendimento, tratamento e seguimento bem-organizado (CUZIK J et al.,2006 ).

Em 2005, a American Society of Cytopathology publicou ser a colpocitologia o
padrdo de rastreamento do cancer cervical. Apesar das limitac6es da técnica com
proporc¢ao significativa de resultados falso-positivos (entre 5 e 70%), os resultados
falso-negativos sdo em torno de 20 a 30% e em lesdes pré-malignas e malignas
de 15 a 50% (CARESTIATO et al., 2006).

A colpocitologia € um teste de sensibilidade mundial de 50%, podendo chegar a
80% em paises desenvolvidos, e especificidade de 99,1% para o diagndéstico das
alteracOes causadas pelo HPV (ARBYN et al., 2004).
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Os resultados inadequados podem ocorrer devido as limitagdes do método, como
amostras nao representativas ou insuficientes, transporte e preparo inadequados

dos esfregacos e analise das laminas (FERENCZY et al., 1997).

O conhecimento adquirido sobre a historia natural dessas les6es foi adaptando
novos conceitos. Atualmente, a terminologia mais aceita é o Sistema Bethesda
2001 (ANEXO A).

Paciente com citologia de células atipicas (ASC) tem chance de apresentar lesao
de alto grau em torno de 5 a 17% dos casos. Por outro lado, a neoplasia
intraepitelial cervical grau moderado (NIC2) e grave (NIC3) estédo presentes em 24
a 94% dos resultados citolégicos de ASC-H (SOLOMON et al., 2002).

O rastreamento do cancer do colo uterino tem sido baseado na coleta da citologia
oncoética e colposcopia nos casos com alteracdo citolégica. A colposcopia € um
meétodo propedéutico utilizado para a visualizacdo direta do colo uterino com lente
de aumento e reacdes tinturiais, que permitem a identificacéo e caracterizacao de
lesbes dentro e fora da zona de transformacdo. Os achados colposcopicos
permite avaliar a topografia, o aspecto e a extensao das lesdes, direcionando o
local mais indicado para a realizacdo da biopsia. Apresenta sensibilidade e
especificidade de 94 e 51%, respectivamente (MAZIAH; SHARIFAH; YAHYA,
1991; PARHAM; WIREDU; HUSSEIN, 1991).

O exame histopatolégico € padrao-ouro de diagnéstico morfoldgico, realizado em
amostras retiradas de areas suspeitas de lesdes intraepiteliais cervicais. Porém, a
relacdo entre a infeccdo persistente pelo HPV e o desenvolvimento do cancer de
colo uterino introduz novas perspectivas na metodologia para rastreamento,

diagnéstico, tratamento e prevencédo (BOSCH et al., 2002)

Para a comprovacéao da etiologia viral, até entdo apenas o teste citopatolégico era
utilizado na prevencédo da NIC. Atualmente, os testes moleculares visam detectar
o acido desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico mensageiro (RNAm) do

HPV para serem desenvolvidos novos programas de rastreamento. Na América
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Central e do Sul, a cobertura dos programas pode ser alta, mas a qualidade e o
acesso aos tratamentos séo ruins (KITCHENER; CASTLE; COX, 2006).

2.3 Papilomavirus humano (HPV)

As infeccbes causadas pelo HPV sao consideradas o fator de risco mais
importante para lesdes intraepiteliais escamosas do colo do utero e céancer
invasivo (MUNOZ, 2000; 2006; ZUR HAUSEN, 2000; ZUR HAUSEN, 2009). A
grande maioria das infeccdes com o HPV tem regressao espontanea e muitas
vezes nao € diagnosticada. O foco principal € nas infeccBes persistentes
causadas pelos HPVs de alto risco oncogénico, responsaveis por desenvolver
neoplasias (NADAL; MANZIONE, 2006).

O HPV é um membro da familia Papillomaviridae. Filogeneticamente, o0s
papilomavirus sdo agrupados em géneros e espécies e as lesbes por eles
provocadas tém diferentes caracteristicas. Atualmente, sdo compostos de 16
géneros, cinco destes compostos de HPV: Alphapapillomavirus,
Betapapillomavirus, Gammapillomavirus, Mupapillomavirus e Nupapillomavirus
(INTERNATIONAL COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES - ICTV, 2005). O
género Alphapapillomavirus constitui o maior grupo de HPV, no qual se
encontram as espécies que infectam a regido ano-genital e oral, abrangendo os
HPVs de alto potencial carcinogénico (RAMOZ et al., 2002). Os HPVs de alto
risco sdo responsaveis por quase todos os casos de cancer de colo uterino e
menor proporgéo de casos de outros canceres do trato genital, como de vulva e
de pénis, e alguns tipos de cancros extragenitais, tais como carcinomas de
cabeca e pescoco, além de contribuir para cerca de 40% dos casos de céancer
oral (STANLEY, 2010).

Séo conhecidos mais de 230 tipos de HPV com base na sequéncia do DNA viral
(HAWS et al., 2004). Foram caracterizados 118 gendtipos de HPV de acordo com
0 nicho ecologico, potencial oncogénico e posicao filogenética (DE VILLIERS et
al., 2004). Aproximadamente 40 tipos infectam o trato genital.
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Os HPVs infectam tanto mucosas quanto os tecidos cutaneos. Podem ser
classificados, segundo o seu tropismo pela pele, como cutaneotrdpicos; e pela
mucosa, como mucosotropicos. Os cutaneos sdo aqueles que infectam a
superficie queratinizada da pele, causando verrugas comuns;, e O0S
mucusotropicos sdo encontrados infectando as mucosas urogenitais, anais e
ororespiratdrias, causando lesdes intraepiteliais de diferentes graus (SCHEURER,;
TORTOLERO-LUNA; ADLER-STORTHZ, 2005). As diferencas no tropismo estao
relacionadas a discretas variacbes em certas por¢cdes do genoma, que resultam
em potencial patogénico distinto (STUBENRAUCH; LAIMINS, 1999).

Os HPVs podem ser classificados como oncogénicos de alto risco , denominados
oncogénicos, e oncogénicos de baixo risco (CLIFFORT; HOWELL-JONES;
FRANCESCHI, 2011; SANJOSE et al., 2010; SARASRABUDDHE et al., 2007).

O risco oncogénico do virus esta diretamente relacionado ao comportamento do
seu genoma na célula hospedeira. O DNA viral dentro da célula hospedeira pode
assumir duas formas: a epissomal e a integrada. Os HPVs de baixo risco
oncogénico tendem a manter o seu DNA integro, circular e epissomal, diferente
dos HPVs de alto risco oncogénico, cujas fitas de DNA circular se abrem, sofrem
delecdes e se integram ao genoma da célula hospedeira, sendo encontrado nos
tumores malignos. Acabam por determinar um comportamento viral mais
agressivo nas regides infectadas de HPV (BIBBO; MORAES FILHO, 1998).

Os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 sdo oncogénicos de alto
risco, estando presentes em 99% das neoplasias malignas. Os tipos de HPV 26,
53, 66, 67, 70, 73 e 82 séao classificados como genoétipos de provavel alto risco
(INTERNATIONAL AGENCY OF RESEARCH ON CANCER - IARC, 2009). Mais
de 70% dos casos de cancer cervical no mundo sédo causados pelo HPV 16 e 18.
O HPV 16 é o mais comum, responsavel por 55% dos casos, seguido pelo HPV

18, responséavel por 15% dos casos de cancer cervical (MCKENZIE et al., 2010).

Os tipos virais que com maior frequéncia se integram ao genoma humano sdo os
16 e 18; nas infec¢des virais, os tipos 31, 33 e 35. Esses cinco tipos virais sdo 0s

mais encontrados nas lesdes intraepiteliais cervicais. Na América do Sul os HPVs



22

16 e 18 sao responsaveis por 65-70% dos casos de neoplasia cervical (SMITH et
al., 2007). Os HPVs 18 e 45 sdo mais comuns em adenocarcinoma do que em
carcinomas de células escamosas (LI et al., 2011; SANJOSE et al. 2010).

Os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 55, 61, 62, 71, 81 e candHPV89 Cp6108 sdo
tidos como de baixo risco, presentes nas lesdes intraepiteliais cervicais de baixo
risco (LEVI et al., 2002; LEVI et al., 2004; MUNOZ et al., 2003).

O HPV é composto de dupla fita de DNA de conformacéo circular, com cerca de
8.000 pares de bases, envolto por um capsideo icosaédrico ndo envelopado de
72 capsdémeros e diametro medindo 52 a 55 nm, com peso molecular de 5,2 x 10°
daltons. O virus € estavel e resistente a dessecacdo, mantendo-se viavel no meio
extracelular por até uma semana (CHANG; KENG, 1999; DOORBAR, 2005;
KNIPE; HOWLEY, 2007).

O HPV é um DNA-virus cujo genoma esta dividido em trés dominios: a regiao
reguladora nao codificadora (long control region) e duas regides codificadoras: a
regido inicial (“early”) com seis genes (E1, E2, E4, E5, E6 e E7) e a regido tardia
(“late”), que codifica dois genes (L1 e L2) (DOORBAR et al., 2005; KANODIA et
al., 2007; SCHEURER; TORTOLERO-LUNA; ADLER-STORTHZ, 2005; STOLER,
2003). Os genes ‘L’ codificam proteinas do capsideo viral durante o estagio tardio
da montagem do virion .Os ‘E’ codificam proteinas com fungdes reguladoras da
atividade celular. A regido reguladora contém a origem da replicacédo e o controle
dos elementos para transcricao e replicacdo (DOORBAR et al., 2005).
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FIGURA 2 - Esquema do genoma do HPV
LCR

O genoma viral codifica duas proteinas (L1 e L2)que comp&em o envoltério viral e seis (E1, E2,
E4,E5,E6 eE7) que sdo responsaveis pela replicacado viral e formagédo de novas particulas virais. O
genoma do HPV contém ainda uma regido ndo codificadora (Long Control Region LCR),
responsavel pela regulagdo do ciclo de replicagdo viral (DOORBAR, 2005; SCHEURER,;
TORTOLERO-LUNA; ADLER-STORTHZ, 2005).

Fonte: Munoz et al. (2006).

O potencial carcinogénico do HPV é relacionado a duas proteinas virais, E6 e E7,
as quais sdo capazes de interagir com proteinas que regulam o ciclo celular e que
atuam como supressoras de tumores, como a proteina 53 (p53) e proteina do
retinoblastoma (pRb) (proteina supressora dos tumores do retinoblastoma). O
ciclo celular pode ser conceituado como uma cadeia de eventos que leva a

proliferagcéao celular por mitose (Doobar,2006)

A divisao celular nos seres eucariontes compreende quatro fases: G1, S, G2 e M.
Células quiescentes encontram-se em uma condi¢cdo denominada GO. A fase G1
€ considerada pré-sintética, na qual a célula inicia a ativacdo de uma série de
genes, incluindo proto-oncogenes e genes necessarios a sintese de ribossomos e
traducao de proteinas. A fase S compreende o periodo da duplicacdo do DNA. O

periodo G2 é o intervalo entre o final da sintese e o inicio da mitose propriamente
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dita da célula em questado, sendo, por essa razao, denominada fase pré-mitética.
Na fase M ocorre a divisdo do nucleo seguida de citocinese (Munoz et al 2006).

O Rb foi o primeiro gene supressor de tumor a ser descoberto. Esse gene
expressa a proteina pRb, que exerce efeitos antiproliferativos ao controlar a
transcricdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular. A proteina na forma ativa
(hipofosforilada) encontra-se ligada ao fator de transcricdo E2F (proteina de
regulacdo génica). O fator de transcricdo E2F coordena a expressao temporal de
genes necessarios para proliferacdo celular (FROLOV et al., 2004). Ligada a pRb,
a acdo de E2F permanece bloqueada e a célula estaciona na fase G1. Este € um
dos pontos de checagem do ciclo de divisdo celular. A oncoproteina E7 se liga a
pRb, impedindo a formacdo do complexo E2F-pRb, fazendo com que a célula
entre na fase S e volte a se replicar, replicando também as proteinas virais
(DOORBAR, 2005) sem passar pelo ponto de checagem celular (GHITTONI et al.,
2010). Ocorrendo a fosforilacdo da pRb, ela se torna inativa, liberando E2F (fator
de transcricdo E2). Se a E2F permanecer ativada, faz com que haja crescimento
desordenado das células (ISAKA et al.,, 2004; RAPP et al., 1998; WIELAND;
PFISTER, 1997).

Essa interacdo provoca a degradacao e inativacao das proteinas celulares, o que
conduziria a transformacéo, a imortalizacao celular e, posteriormente, a formacéo
de neoplasias. Em condi¢cdes normais, o aparecimento de danos ao DNA celular
promove a ativacao da p53, que por sua vez induz a expressao de altos niveis de
p21, a qual ativa uma cascata de eventos, resultando na interrupcdo do ciclo
celular na fase G1, para que haja tempo de reparar tais danos antes que a
molécula de DNA entre na fase de duplicacdo. A funcdo reparadora do p53 lhe
confere o titulo de “guardida do genoma”. Caso esse mecanismo de reparo nao
obtenha éxito, a p53 promove um mecanismo que leva a morte celular por
apoptose (ISAKA et al., 2004; WIELAND; PFISTER, 1997).

A proteina E6 se liga ao supressor de tumor p53, impedindo a apoptose celular, e
desempenha importante papel nos processos que levam a transformacao celular
neoplasica, pelo fato dessa proteina interagir de maneira a acelerar 0s

mecanismos de degradacédo fisiologica da proteina supressora do crescimento
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tumoral p53, fendmeno que interfere profundamente nos mecanismos de
apoptose e reparo do DNA. A ativagdo do p53 também ocorre quando ha
estimulacdo inadequada da sintese de DNA celular, como nas infeccbes pelo
HPV. O principal mecanismo pelo qual o E6 inativa o p53 € por sua degradacéo,
inibindo sua ligacdo com o DNA celular e bloqueando sua funcéo (LI; COFFINO,
1996).

Outra acdo da proteina E6 é a ativacdo da telomerase, enzima que produz o
alongamento do telébmero celular nas células epiteliais. Com sucessivas divisbes
celulares, a regido do telémero € encurtada e isso sinaliza a célula para entrar em
senescéncia (HAYFLICK, 1965). A proteina E6 ativa a telomerase nas células
epiteliais, perpetuando, desse modo, a divisdo celular que seria naturalmente
interrompida, imortalizando a célula (KLINGELHUTZ; FOSTER; McDOUGALL,
1996).

Os dois genes tardios L1 e L2 codificam para as duas proteinas do capsideo viral.
O genoma do HPV, por razbes ainda nao esclarecidas, pode interagir no genoma
humano. Durante o processo de integracdo, parece haver preferéncia por areas
proximas do oncogenes, sendo etapa importante para transformacéo neoplasica.
Quanto ao genoma viral, este € rompido nas regides E1 e E2, as quais controlam
a transcricdo dos genes E6 e E7. Portanto o E6 e E7 estardo livres de controle
transcritivo e poderdo interferir nos mecanismos de controle do ciclo celular
(Stanley.,2010)
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QUADRO 1 - Relacdo entre os genes do papilomavirus humano e suas
requeridas fungdes

Expressao _
Genes Fu
Genica e
E1 Replicacao do DNA viral
E2 Controle da transcricao e replicacao
Precoce -
E4 Maturacao do virus e alteracao da matriz intracelular
E5, E6, E7 | Estimulo da proliferacao e transformacao celular
Tardia L1 Codifica proteina principal do capsideo
12 Codifica proteina secundaria do capsideo

Fonte: Souto (2005).

FIGURA 3 - Progresséo de les6es induzidas por HPV a cancer cervical
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Adaptado de: Nature Reviews | Cancer

As células da camada basal do epitélio ectocervical se localizam sobre a membrana basal, que é
sustentada pela lamina prépria. Os HPVs acessam as células basais por meio de micro lesdes no
epitélio. Apés a infeccdo, os genes precoces E1, E2, E4, E5, E6, e E7 sdo expressos e o DNA viral
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se replica como DNA epissomal (nucleo roxo). Nas camadas intermediarias e superiores do
epitélio o genoma viral é replicado em maior escala e os genes E4, L1 e L2 sdo expressos. L1 e
L2 promovem a encapsidacao dos genomas virais no nicleo. Os virions podem entéo iniciar uma
nova infeccdo. Nas lesGes epiteliais de baixo grau ha replicacdo viral produtiva. Parte das
infeccdes pelo HPV de alto risco progride para neoplasia intraepitelial de alto grau (NICIII). A
progresséo de lesdes nédo tratadas a cancer invasivo esta associada a integracdo do genoma viral
ao cromossomo do hospedeiro (nuacleo vermelho), com perda ou rompimento de E2 e
subsequente superexpressao dos oncogenes E6 e E7.

Fonte: modificado de Woodman, Collins e Young (2007).

Quando ocorre a migracdo das células da camada basal para a camada
suprabasal, as células da camada suprabasal infectadas pelo HPV ficam em fase
S incompleta para replicar em altas taxas o genoma do HPV. Inicia-se a
expressdo génica viral tardia (L1e L2), o genoma circular viral é replicado e as
proteinas estruturais sdo formadas. Quando as células atingem a camada
superficial da mucosa ou da pele, particulas virais completas sdo formadas,
verificando-se o empacotamento, e liberadas (McMURRAY et al., 2001). A falha
na expressao do gene E1 faz com que o virus perca sua forma epissomal,
integrando o genoma do hospedeiro. E isso acontece quando h& a progressao da
doenca (CARMO; FIORINI, 2007; ZUR HAUSEN, 2002).

O periodo minimo entre a infeccdo e a liberagdo das particulas de HPV é, em
média, de trés semanas. Durante esse periodo grande parte das lesdes é
eliminada pelo sistema imune espontaneamente, mas em alguns casos pode
escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro, resultando em uma infeccéo
persistente (STANLEY, 1998).

A infeccao pelo HPV inicia-se nas células da camada basal parabasal do epitélio
escamoso cervical e metaplasicas, pela penetracdo do virus por microlesdes da
mucosa ou pele. A infec¢do pelo HPV somente ocorre nas células epiteliais que
mantém sua capacidade de proliferacdo O virus infecta as células proximas da
membrana basal do epitélio escamoso cervical e divide-se em duas filhas: uma
delas inicia o processo de diferenciagdo e maturacéo, levando a amplificacdo do
DNA viral e expressao dos genes tardios; a outra permanece indiferenciada na
camada basal, servindo de reservatorio do DNA viral, e mantém seu genoma por
meio de baixo numero de copias na forma epissomal a partir da expressao dos
genes Ele E2 (DOORBAR, 2005).
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Nas células basais, a maior parte da expressao viral é suprimida, apesar de ter
expressao limitada de alguns genes iniciais (E5, E6 e E7), resultando no aumento
da proliferacdo das células infectadas e sua expanséo lateral. Nas transformacdes
malignas h4 a integracdo do DNA viral com o genoma do hospedeiro (PARK;
FUJIWARA; WRIGHT, 1995), levando a quebra da regido, onde encontram o0s
genes E1 e E2. A perda do gene E2 responsavel pela codificacdo das proteinas
inibidoras da transcricdo das oncoproteinas E6 e E7 leva a suspenséao da inibicao,
com aumento descontrolado da expressdo das oncoproteinas E6 e E7. As
oncoproteinas E6 e E7 impedem o ciclo celular e a diferenciacéo celular normal é
retardada, evento necessario para a replicacdo viral (STANLEY, 2010). Essa
expressao descontrolada leva a transformacdo maligna das células do hospedeiro
(PHELPS et al., 1988).

Os oncogenes E6 e E7 interagem com o0 gene supressor de tumor do hospedeiro
p53 e pRb, respectivamente, impedindo os processos de reparacdo do DNA,
levando a inibicdo da apoptose celular e consequente aumento da replicacdo das
células transformadas, acumulo de mutages, resultando na imortalizacdo celular
e transformacéo para cancer ( MOTOYAMA et al., 2004; SZOSTEK et al., 2006;
KANODIA et al., 2007).

2.3.1 Métodos de deteccao tipagem do HPV

Estudos demonstram que o teste molecular para deteccdo de DNA do HPV pode
ser associado a significativa reducdo do numero de casos de cancer cervical
avancado e mortes em decorréncia dessa neoplasia, se forem adequadamente
implantados (SANKARANARAYAMA et al., 2009). O resultado negativo esta
associado a baixas taxas de desenvolvimento de NIC3 nos seis anos seguintes a
realizacdo do teste (DILLNER et al., 2008).

A pesquisa para DNA viral € mais sensivel que a citologia para deteccdo de
lesdes intraepiteliais de alto grau. Alguns estudos revelam que a sensibilidade do
teste para DNA-HPV para deteccdo de NIC2 foi de 96% e da citologia foi de 53%,
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engquanto a especificidade do teste foi de 92% e da citologia de 97% (CUZIK et
al., 2006). Além de identificar mulheres com doenca cervical, o teste pode
identificar aquelas com risco de desenvolvé-las no periodo de trés a 10 anos
(BHATLA; MODA, 2009; KITCHENER et al., 2009).

Vérias técnicas foram desenvolvidas baseadas nas propriedades de hibridizacéo
dos acidos nucleicos visando a triagem e ao isolamento de sequéncias
especificas do DNA e acido ribonucleico (RNA). A maioria das técnicas trabalha
com uma réplica do DNA de interesse, imobilizado num suporte sélido tal como
uma membrana de néilon ou de nitrocelulose (SOUTHERN, 1975).

Sondas de acidos nucleicos (DNA ou RNA marcados radioativamente) podem ser
utilizadas para hibridizar com DNA fixado na membrana. E a posi¢cdo na qual a
ligacdo especifica ocorre pode ser detectada por autorradiografia da membrana
(SOUTHERN, 1975). Esse método tem elevado custo e € muito trabalhoso, por

isso nao é usado rotineiramente.

As técnicas de biologia molecular para detectar o DNA viral podem ser divididas

em:

a) Hibridizacao in situ (ISH), hibridizac&o in situ com fluorescéncia (FISH).

b) Amplificacdo de sinal [captura hibrida (HC2bDNA)] usada para triagem em
massa de pacientes com alteracdes citolégicas, porém ndo determina o
tipo viral.

c) Reacdo em cadeia da polimerase, que varia desde a PCR-alelo especifica,
passando pelo tipo Nested e a PCR multiplex, e a mais nova técnica
baseada na tecnologia de microarray. Pode ser usada para deteccéo,
genotipagem, quantificagdo da carga viral e sequenciamento (HUBBARD,
2003; MOLIJN et al., 2005; RITARI et al., 2012).
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2.3.2 Captura hibrida

A captura hibrida € um teste sensivel capaz de detectar diversos agentes
infecciosos. O exame é realizado com material coletado na area suspeita,
utilizando um kit fornecido pelo laboratério. O kit contém uma escova e um tubo
de ensaio com solugdo &cida que digere qualquer outra estrutura (células,
proteinas, gorduras, etc.) que ndo seja DNA ou RNA e fragmenta a molécula de
DNA em curtas sequéncias de bases nitrogenadas para facilitar a hibridizac&o
(PEYTON et al., 1998).

A Food and Drug Administration (FDA), em 2003, aprovou o teste de captura
hibrida (CH) II, associado ou ndo ao teste de Papanicolau, para rastreamento
primario em mulheres acima de 30 anos (BASEMAN et al., 2008). O método é
aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A captura
hibrida demonstra sensibilidade de 91,7% e especificidade de 95,4% comparada
ao método de reacdo em cadeia da polimerase (TULIO et al., 2007).

Clinicamente, o teste molecular para detec¢do do HPV mais utilizado € o de CH Il
(Digene Diagnostics, Gaithersburg, MD, Estados Unidos da América - EUA). Esse
teste € baseado em sondas de RNA especificas para 13 tipos de HPV de alto
risco e cinco tipos de baixo risco. O resultado ndo especifica o tipo de HPV,
apenas indica se a amostra € positiva ou negativa e, se positiva, indica se o virus
€ de baixo ou alto risco (DAVIES; KOMEGAY; IFNER, 2001; VIDAL et al., 2012).

2.3.3 Reacdo em cadeia da polimerase

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi concebida por Karty Mullis, em 1985,
e € um método que utiliza sintese enzimatica de DNA, determinando amplificacédo
especifica e exponencial de determinado fragmento desse acido nucleico, milhdes
de vezes. A PCR é uma reacdo enzimatica que resulta na amplificacdo de
material genético “in vitro” (MULLIS; FALOONA, 1987).

A reacao consiste de uma etapa de aguecimento em temperaturas elevadas,

provocando a desnaturacdo do DNA. Em seguida, procede-se a uma etapa de
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resfriamento, levando ao pareamento especifico de dois segmentos pequenos de
DNA (primers) ao gene de interesse, permitindo que uma enzima (DNA
polimerase) sintetize novos fragmentos de DNA. Quantidades muito pequenas de
DNA podem ser amplificadas de forma sensivel e especifica a partir de incubacao
na presenca de reagentes até obter o produto final amplificado. A visualizagdo do
material amplificado é feita por eletroforese em gel de agarose e a comparacao
com controles adequados e marcadores de tamanho permite sua identificacdo
precisa (MULLIS; FALOONA, 1987).

A realizacdo dessa reacdo diante de primers ou sequéncias iniciadoras
especificas para determinado tipo viral permite a amplificacdo do DNA desejado

mesmo quando presente em pequenas quantidades (GIULIANO et al 2001)

A técnica de PCR é a mais utilizada para deteccdo do DNA do HPV e é
considerado o método mais sensivel para a deteccdo do DNA viral em espécimes
clinicos (GIULIANO et al., 2001). Em comparacdo ao método de captura hibrida,
estudos demonstram especificidade que varia de 78,3 a 93% para CH e 92,8 a
100% para a PCR14-17. A PCR permite a replicacao in vitro do DNA viral, para
que sejam geradas coOpias suficientes para deteccdo e andlise (DAVIES;
KOMEGAY; IFNER, 2001).

Os primers (iniciadores genéricos para amplificar fragmentos de DNA de
diferentes regides do genoma viral) mais utilizados nos exames clinicos e
epidemiologicos sdo os pares MY09/11 (MANOS et al.,, 1989) e GP+5/+6
(SNIJDERS et al., 2001). Todos esses primers sdo comuns para a maioria dos
tipos de HPV, pois é derivada do gene da proteina L1 viral, uma proteina
encontrada no capsideo dos virus. Os primers MY09/11 e PGMY09/11 possuem
450 pb e o primer GP+5/+6, 190 pb (VIDAL et al., 2012).

Grandes empresas, como a Roche, comercializam kits prontos para deteccao de
HPV baseados na técnica de PCR e array, como os kits AMPLICOLOR HPV Test.
e LinearArray HPV Genotyping Test. A principal diferenga entre os dois kits é que
0 primeiro detecta 13 tipos de HPV de alto risco, enquanto 0 segundo detecta

tanto os tipos de alto risco detectados pelo primeiro como também alguns de
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baixo risco, totalizando 37 tipos de HPV que podem ser detectados
(FARSHADPOUR, 2011).

O teste Covas 4800 da Roche é um ensaio multiplex qualitativo, que fornece
informacdes especificas para a genotipagem do HPV tipos 16 e 18, a0 mesmo
tempo em que detecta os outros 12 tipos de HPV de alto risco Esse ensaio é
integralmente automatizado no sistema Cobas® 4800. O sistema utiliza um
meétodo de isolamento de acido nucleico total de preparacdo de amostras com

PCR em tempo real para amplificacéo e deteccao (ROCHE;2012). .

No estudo de referéncia ATHENA é mostrado que o Teste cobas® 4800 HPV
descobre a doenca que néo é encontrada por citologia - uma em 10 mulheres que
tiveram resultados positivos para qualquer um dos genétipos 16 ou 18 do HPV
pelo Teste cobas® 4800 HPV da Roche ja tinham provas de pré-cancer cervical,
apesar de seus exames de Papanicolau estarem normais (COX et al 2013)

O Teste cobas® 4800 HPV é clinicamente validado e aprovado pela FDA, tem um
processo de fluxo de preparacdo de amostra totalmente automatizado e
caracteristicas de eficiéncia exclusivas que permitem maior capacidade de
transferéncia, o que o torna bem adequado para programas de triagem de alto
volume. (ROCHE;2012).

Aptima HPV Assay é um ensaio da Hologic que detecta RNAmM amplificado
superexpresso dos E6 e E7 oncogenes virais em 14 tipos de HPV de alto risco
associados ao cancer de colo uterino e lesdes pré-cancerosas. O teste Aptima foi
aprovado pela FDA para mulheres acima de 21 anos com resultado na citologia
cervical de células atipicas de significado indeterminado (ASC-US) para avaliar a
necessidade de encaminhamento para colposcopia e para mulheres acima de 30
anos associado a citologia cervical para avaliar a presenca ou auséncia de tipos
de HPV de alto risco(DOCKTER,J. et al.2009) .

O teste de HPV Aptima é realizada com ThinPrep liquido citologia espécime da
Hologic e pode ser testado antes e depois de ter sido processado para o teste
citolégico no sistema ThinPrep 2000(DOCKTER,J. et al.2009)
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2.4 Fatores de risco sociodemogréaficos associados as lesdes intraepiteliais

cervicais

Alguns tipos de HPV sdo admitidos como fator causal necessério, porém nao
suficiente na etiopatogenia da lesdo neoplasica (FRANCO; DUARTE-FRANCO;
FERENCY, 2001) Os fatores de risco relacionados a NIC incluem: infeccao pelo
HIV e imunossupresséao, idade, inicio precoce da atividade sexual, maior numero
de parceiros sexuais, tabagismo, multiparidade, uso de anticoncepcional oral, ndo
utilizacdo de métodos de barreira e infeccdo por outras doencas sexualmente
transmissivel (DSTs), além de fatores genéticos (BOSCH et al., 1995; FRANCO;
DUARTE-FRANCO; FERENCY, 2001; MOSCICKI et al.,, 1989; SHEW et al.,
1994).

2.4.1 ldade

A maior incidéncia do cancer de colo de Utero acomete mulheres com idades
entre 40 e 60 anos, sendo menos frequente antes dos 30 anos. Isso se deve ao
longo periodo da evolucdo da infeccéo inicial pelo HPV no inicio das atividades
sexuais, na adolescéncia ou até por volta dos 20 anos, até o aparecimento do
cancer. Porém, esse quadro vem se modificando aos poucos e 0 aparecimento de
lesdes precursora estd ocorrendo cada vez mais precocemente, devido a
iniciacdo cada vez mais antecipada das atividades sexuais associada aos demais
fatores de risco (BEZERRA et al., 2005).

Mulheres com mais de 40 anos e infectadas com HPV apresentam risco 30 vezes
mais alto de desenvolver cancer do que mulheres mais jovens (POWELL et al.,
2011).

A maioria das infecgbes por HPV em mulheres com menos de 30 anos regride
espontaneamente, ao passo que acima dessa idade a persisténcia € mais
frequente (IARC, 2007).
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2.4.2 Tabagismo

O uso do tabaco aumenta a incidéncia de HPV e de lesdes cervicais (DERCHAIN
et al., 2005; MURTA et al.,, 1999). O tabagismo esta relacionado as lesbes
intraepiteliais conforme o tempo de exposicao, inicio e frequéncia de consumo de
cigarro. Apresenta risco relativo trés a sete vezes mais alto em tabagista quando
comparada as nédo tabagistas (PINTO; TULIO; CRUZ, 2002). O tabagismo reduz a
quantidade e as fungbes das células de Langhans, responsaveis pela ativagdo da
imunidade celular local contra o HPV. Os metabdlicos da nicotina podem ser

encontrados no muco cervical (BURD, 2003).

A nicotina inibe a apoptose celular e o benzopireno (encontrado na fumaga do
cigarro) é uma substancia cancerigena. Além disso, o fumo esta associado a
instabilidade microssatélite do DNA, que por sua vez pode estar relacionado a
metilacdo gendmica e/ou mutacbes. A fumaca do cigarro pode promover a
angiogénese e reduzir as células de Langerhans locais(NORDENVALL et al.,
2011) .

Na persisténcia da infec¢cdo associada ao habito de fumar constata-se que ha
aumento do risco de falha no tratamento das neoplasias intraepiteliais
(ACLADIOUS et al., 2002).

2.4.3 Inicio precoce da atividade sexual

A iniciacdo da vida sexual antes dos 18 anos € considerada precoce, porque a
cérvice ainda ndo estd completamente formada e o0s niveis hormonais nao
estabilizados. As mulheres que iniciam sua vida sexual entre 15 e 19 anos,
manifestam ligeira tendéncia a apresentarem lesdes por HPV (GOMES, 2003).
Com o inicio da atividade sexual antes dos 16 anos, dobra-se o risco de
desenvolvimento das lesdes precursoras e do cancer do colo uterino comparado

aguelas que iniciaram depois dos 20 anos (MUNOZ et al., 2003). Ha aumento no
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risco para HPVs oncogénicos com a diminuicdo da idade do primeiro coito
(ROUSSEAU et al., 2001)

2.4.4 Numero de parceiros sexuais

Ha aumento da incidéncia de lesdes cervicais por HPV em mulheres cujo nimero
de parceiro foi superior a dois (BEZERRA et al., 2005). Detectou-se tendéncia a
associacdo mais intensa entre numero de parceiros sexuais e positividade para o
HPV quando se tratava de infec¢do por mdltiplos tipos virais ou por HPV de alto
risc (HO et al., 1998; VACCARELLA et al., 2006; WINER et al., 2001). H& risco
cinco vezes mais alto em mulheres com dois parceiros ou mais antes de
completar 20 anos. O risco da aquisicdo do HPV aumenta paralelamente ao
ndmero de parceiros sexuais, variando de 17% em mulheres com um parceiro até
83% em mulheres com cinco parceiros (KJELLBERG; HALLMANS, 2000). O fato
de o homem apresentar mais de uma parceira foi suficiente para aumentar trés a
quatro vezes as chances de diagnostico de HPV, independentemente do nimero
de parceiras relatadas (TEIXEIRA et al., 2002).

2.4.5 Uso de anticoncepcionais orais

Os anticoncepcionais orais, apesar de favorecerem a formacédo da ectopia,
tornando a zona de transformacdo mais susceptivel a infeccdo, ndo parecem
exercer papel direto na exposicdo ao HPV. Por outro lado, o uso de método
hormonal esta associado ao comportamento sexual, que poderia resultar em mais
exposicao e mais probabilidade de infeccéo pelo HPV (SAUNDERS, 2009).

Os dados da literatura sao contraditérios. Em um trabalho de revisdao nao foi
encontrada associacdo entre a infeccdo por HPV e o uso prolongado de
anticoncepcionais hormonais (SOUZA, 2001).

Pesquisas demonstraram que a contracepcao oral prolongada esta associada ao

desenvolvimento da leséo intra-epitelial escamosa de alto-grau (HSIL) (KRUGER-
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KJAER et al., 1998). Presume-se que 0s anticoncepcionais orais induzem a uma
deficiéncia local de &cido folico, que interfere na sintese do DNA, aumentando a
suscetibilidade das células ao virus oncogénico ou agentes quimicos
carcinogénicos, resultando em um fator de risco para leséo intraepitelial cervical
(CASTELLSAGUE; MUNOZ et al., 2003; KJELLBERG; HALLMANS, 2000).

Estudo de coorte em mulheres brasileiras e argentinas ndo evidenciou associacao
entre 0 uso de anticoncepcionais orais e 0 aumento de risco de infeccdo ou HSIL
(LONGATTO-FILHO, 2011). Por outro lado, outros autores observaram a
presenca mais frequente de HPV entre as usuarias de anticoncepcionais orais,
mesmo quando faziam ajustes com a faixa etaria (GHAENEM et al., 2011)

Mulheres que usaram anticoncepcional oral por menos de cinco anos nao tiveram
risco aumentado de desenvolvimento da neoplasia cervical maligna, porém o uso
prolongado (10 anos ou mais) pode ser um cofator que aumenta quatro vezes

esse risco quando positivas para HPV (MORENO et al., 2002).

2.4.6 Uso de preservativo

O uso do preservativo é eficaz em prevenir a disseminacdo de muitos agentes
sexualmente transmissiveis, porém pode nao proteger adequadamente o0s
individuos em exposicdo ao HPV, tendo em vista que esse virus pode ser
transmitido pelo contato labial, escrotal, anal ou pelo contato com tecidos

infectados que nado séo protegidos pelo preservativo (BURD, 2003).

O uso do preservativo é recomendado principalmente para os individuos que
nunca tiveram contato com o HPV. Seu uso exerceu efeito protetor contra o
aparecimento de novas lesdes sugestivas de infecgdo por HPV em parceiros de
mulheres com essa infeccdo e que no inicio do atendimento pareciam sadios
(HIPPELAIMEN et al., 1994).

O uso mais frequente do condom associou-se a eliminacdo mais rapida do virus

(SHEW et al., 2006). E estudo longitudinal com mulheres que iniciaram sua vida
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sexual recentemente ressaltou associacdo do uso de condom masculino com a
diminuicao do risco de infeccao pelo HPV (WINER et al., 2001).

2.4.7 Multiparidade

O mecanismo pelo qual o nimero elevado de partos aumenta o risco de
desenvolvimento de carcinomas cervicais € a manutencdo da zona de
transformacao na ectocérvice por muitos anos, aumentando a exposi¢cdo ao HPV.
A multiparidade é um dos fatores de risco para a existéncia das lesdes
precursoras. O risco dobra nas mulheres que tiveram quatro filhos, quando
comparado com as que tiveram um ou nenhum filho. Mulheres com sete ou mais
gestacdes apresentam risco 3,9 vezes mais algo quando comparadas com
mulheres nuliparas (BURD, 2003; MUNOZ et al., 2003).

2.4.8 Imunossuprimidas

O estado imunolégico das pacientes é considerado um fator de risco. A
imunocompeténcia do hospedeiro pode desempenhar algum papel na evolucdo
das lesdes cervicais ao virus HPV, que pode ser detectada entre quatro meses e
cinco anos poés-infeccdo natural (CARTER et al., 2000), porém apenas 60% das
pacientes soroconvertem (CARTER et al., 1996). O processo de soroconversao é
lento e guiado por exposicdo antigénica, podendo ser associado a cargas virais
altas e a infeccdo persistente (HO et al., 2004). O desenvolvimento de lesdes e
tumores relacionados ao HPV-16 foi associado a resposta imune celular deficiente
contra as proteinas E6 e E7 (DE JONG et al., 2004).

A resposta imune do hospedeiro elimina a maioria das infecgdes por HPV e em
lesGes induzidas pelo virus pode ser detectada resposta imune humoral e celular
contra antigenos de HPV (JENSON; KURMAN; LANCASTER, 1991).

Mulheres que possuem o sistema imune debilitado, como as HIV-positivo, tém

mais probabilidade de desenvolver NIC, comparada a populacdo em geral, devido
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a sua baixa imunidade, com estimativa de terem até 10 vezes mais chances de
desenvolver NIC do que aquelas n&o portadoras do HIV (ZIMMERMANN; NELO;
CASTRO, 2006).

Alguns fatores de risco diretamente relacionados a resposta imunolégica tém sido
associados a maior chance de desenvolvimento de NIC. Mulheres infectadas pelo
virus da imunodeficiéncia humana (HIV), mulheres imunossuprimidas por
transplante de 6rgdos sélidos, em tratamentos de cancer e usuarias crénicas de
corticosteroides constituem os principais exemplos desse grupo. A prevaléncia da
infeccdo pelo HPV e a persisténcia viral, assim como a infec¢do multipla (por mais
de um tipo de HPV), sdo mais frequentes nesse grupo de mulheres. Em mulheres
infectadas pelo HIV, o desaparecimento do HPV parece ser dependente da
contagem de células CD4+ e lesbes precursoras tendem a progredir mais
rapidamente e a recorrer mais frequentemente do que em mulheres nao
infectadas pelo HIV. Entretanto, mulheres infectadas pelo HIV imunocompetentes,
tratadas adequadamente com terapia antirretroviral de alta atividade (HAART)
possuem historia natural semelhante a das demais mulheres (AUSTRALIAN
GOVERNMENT/NATIONAL HEALTH AND MEDICAL RESEARCH COUNCIL,
2005).

2.4.8.1 Sindrome da imunodeficiéncia humana

O HIV é um retrovirus com genoma RNA, da familia Retroviridae e subfamilia
Lentivirinae. Pertence ao grupo dos retrovirus citopaticos e ndo oncogénicos que
necessitam multiplicar-se a partir de uma enzima denominada transcriptase
reversa, responsavel pela transcricdo do RNA viral para uma copia DNA, que

pode, entdo, integrar-se ao genoma humano (ABBAS et al ,2005).

O virus da imunodeficiéncia humana tem 100 nm de didmetro, sua estrutura &
formada por um ntcleo proteico contendo duas cOpias idénticas de 9,2 kb. E
constituido externamente por um envelope formado por uma bicamada lipidica
derivada da célula do hospedeiro e as glicoproteinas gp120 e gp41l, responsaveis

pela entrada do virus na célula do hospedeiro. Internamente, uma matriz proteica
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(p17) envolve o capsideo viral (p24). Dentro do capsideo viral esta o genoma
viral, que consiste de duas fitas simples de RNA associadas a trés enzimas virais,
denominadas transcriptase reversa, integrase e protease (BARRE-SINOUSSI,
1996).

O ciclo replicativo viral do HIV na célula humana inicia-se a partir da ligacdo de
glicoproteinas superficiais virais gpl120 e gp41, estabelecendo interacdes com as
moléculas receptoras das células-alvo, ao receptor especifico da superficie celular
(principalmente linfocitos T-CD4), com a fusdo do envelope do virus com a
membrana da célula hospedeira e liberacdo do “core” do virus para o citoplasma
da célula hospedeira (ABBAS et al2005).

Ocorre a transcricdo do RNA viral em DNA complementar, dependente da enzima
transcriptase reversa. Verifica-se o transporte do DNA complementar para o
nacleo da célula, onde pode haver integracdo no genoma celular (provirus),
dependente da enzima integrase, ou a permanéncia em forma circular. O provirus
é reativado e produz RNA-m viral, indo para o citoplasma da célula. As proteinas
virais produzidas regulam a sintese de novos genomas virais e formam a
estrutura externa de outros virus que sao liberados pela célula hospedeira. O
virion recém-formado é liberado para o meio circundante da célula hospedeira,
podendo permanecer no fluido extracelular ou infectar novas células
(GREENBLATT, 2001; RACHID; SCHECHTER, 2001).

2.5 Arespostaimunolégica
O sistema imune é parcialmente derivado dos componentes do sistema

hematopoiético, sendo dividida em imunidade inata e adaptativa (ABBAS et al
2005)

2.5.1 Imunidade inata
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A maioria dos casos de transmissédo do HIV-1 acontece por meio da exposi¢céo de
mucosas ricas em células de Langherans e macréfagos. Apesar da conhecida
acao antiviral dos peptideos antimicrobianos secretados pelas células epiteliais, é
pouco provavel que esses fatores antivirais possam realizar uma barreira
completa a infeccdo (ALTFELD ., et al 2011).

Durante a fase aguda da infec¢cdo pelo HIV-1, a resposta imune natural seria
conduzida pelas células dendriticas que, uma vez ativadas, secretariam
interleucina 12, interleucina 15, interleucina 18 e interferon tipo I, que estimulariam
as células natural killer. Estas células ativadas secretariam interferon-y, o que
promoveria a maturacdo das células dendriticas. Porém, essa resposta
imunoldgica parece estar prejudicada durante a infeccao pelo HIV-1 (ALTFELD et
al., 2011).

2.5.2 Imunidade adaptativa

Existem dois tipos principais de imunidade adaptativa: a imunidade celular,
responsavel pela defesa contra micrébios intracelulares, e a imunidade humoral,
que protege contra microbios extracelulares e suas toxinas. A imunidade celular é
mediada por linfécitos T e a imunidade humoral € mediada por linfécitos B e por

seus produtos secretados, os anticorpos (ELLERBROCK et al 2000).

2.5.3 Imunidade celular

Ao vencer a barreira natural, o HIV-1 infecta as células CD4+. A eficiéncia da
replicacédo viral nas células CD4+ é dependente do estado de ativacdo dessas
células. Enquanto as células CD4 + ativadas sdo permissivas a replicacao viral,
as ceélulas T quiescentes ndo sustentam a retrotranscricdo, integracdo e

expressao do genoma viral (COIRAS et al., 2009). No entanto, o HIV-1 possui
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mecanismos que promovem a imumodulacdo dos linfécitos T CD4+, mantendo a

replicacéo e a infectividade viral (NERI et al., 2011).

Durante as primeiras semanas de infeccdo, a resposta imune adaptativa surge
dando origem a reposta inicial mediada pelos linfocitos T CD8+ especificos
(CTLs). A associacao temporal entre uma resposta dos CTLs HIV-1 especificos e
a diminuicdo da carga viral na fase aguda da infeccdo pelo HIV-1 salienta os
CTLs como o principal fator responsavel pelo controle inicial da replicacéo viral
Além disso, os linfocitos T CD8+ de memoria mantém a capacidade citolitica, que
pode ser reestimulada e, com isso, aumentar a capacidade citotéxica dos CTLs

na fase crénica da doenca(Abbas et al ,2005)

2.5.4 Imunidade humoral

Os linfécitos B compreendem a classe dos linfocitos residentes em tecidos
linfoides associados as mucosas e 6rgaos linfoides secundérios. A infeccédo pelo
HIV-1 provoca mudangas estruturais nos foliculos de células B, incluindo a
hiperplasia folicular associada a um dos sinais clinicos da infeccdo pelo HIV-1,
que é a linfoadenopatia (TENNER-RACZ et al., 1989). Alguns autores relatam a
presenca de plasmacitos (células B maduras) na circulacdo de pacientes recém-
infectados pelo HIV-1 (LEVESQUE et al.,, 2009) e acredita-se que as altas
concentracdes de citocinas produzidas durante a fase aguda da infeccdo sejam
as responsaveis por esse aumento (WRAMMERT; AHMED, 2008).

Essa integracdo da imunidade inata e adaptativa por células dendriticas e
moléculas de imunoglobulina sugere que a associacao sinérgica entre os efetores
do sistema imune antigeno-especifico e o inato certamente resulte na efetiva

resposta de rejeicdo as neoplasias(Abbas et al,2005).
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FIGURA 4 — Estrutura do HIV
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FIGURA 5 — Ciclo Vital do HIV
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2.6 Testes de amplificacdo do genoma do virus

Andlise quantitativa direta da carga viral por meio de técnicas baseadas na
amplificacdo de &cidos nucleicos, tais como a PCR quantitativa, amplificacdo de
DNA em cadeia ramificada (branched-chain DNA ou bDNA) e amplificacao
sequencial de &cidos nucleicos (nucleic acid sequence-based amplification -
NASBA). Sugere-se sua monitorizacdo a cada 3-4 meses. Em caso de inicio ou
mudanca de terapia antirretroviral, alguns autores recomendam uma dosagem da
carga viral com um a dois meses de tratamento para avaliacdo da resposta ao

esquema. Os resultados devem ser interpretados da seguinte maneira:

a) Carga viral abaixo de 10.000 copias de RNA por mL: baixo risco de
progressao ou de piora da doenca.

b) Carga viral entre 10.000 e 100.000 copias de RNA por mL: risco moderado
de progressao ou de piora da doenca.

c) Carga viral acima de 100.000 cépias de RNA por mL: alto risco de
progressao ou de piora da doenca ( GOTTLIEB et al., 2002).

2.6.1 Contagem de células CD4+ em sangue periférico

A contagem de células T CD4+ em sangue periférico tem implicacdes
prognosticas na evolucdo da infeccdo pelo HIV, pois é a medida de
imunocompeténcia celular; € mais uti no acompanhamento de pacientes
infectados pelo HIV. De maneira didatica, pode-se dividir a contagem de células T

CD4+ em sangue periférico em quatro faixas:

a) Mais de 500 células/mm?; estagio da infeccéo pelo HIV com baixo risco de
doenca.

b) Entre 200 e 500 células/mm?: estagio caracterizado por surgimento de
sinais e sintomas menores ou alteragdes constitucionais. Risco moderado
de desenvolvimento de doencas oportunistas.

c) Entre 50 e 200 células/mm?®: estagio com alta probabilidade de surgimento

de doencas oportunistas.
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d) Menos de 50 células/mm?® estagio com grave comprometimento de
resposta imunitéria. Alto risco de surgimento de doencas oportunistas. Alto
risco de vida com baixa sobrevida (GREENBLATT.,2001; RACHID;
SCHECHTER, 2001).

2.7 Coinfeccdo HPV e HIV

A coinfecgdo HIV e HPV é uma ocorréncia entre mulheres sexualmente ativas,
tendo os fatores de risco bastante similares, como mdultiplos parceiros, idade
precoce para primeira relacdo, pratica sexual sem protecao, entre outros (LIMA et
al., 2009).

Varios estudos indicam que o HPV €& um virus com mais prevaléncia em
individuos HIV-positivo, por causa da imunossupressao caracterizada pela
diminuicdo de CD4, podendo apresentar risco cinco a oito vezes mais alto de
desenvolvimento de NIC nas mulheres infectadas pelo HIV (ELLERBROCK et al.,
2000). Estas estdo sujeitas as lesdes mais agressivas, com evolu¢do mais rapida,
de dificil tratamento e com alta taxa de recorréncia (CLIFFORD et al., 2006;
ELLERBROCK et al., 2000; LEVI et al., 2004; STANLEY, 2001).

A prevaléncia da infeccdo pelo HPV em mulheres portadoras do HIV ja foi
documentada na literatura, com estimativas que variam de 56% (SUN et al., 1997)
a 98% (LEVI et al., 2002).

A alta prevaléncia de lesdes intraepiteliais escamosas associada ao HPV em
mulheres infectadas pelo HIV sugere que a resposta imune do hospedeiro
desempenha importante papel no desenvolvimento do cancer cervical (SUN et al.,
1997). O DNA do HPV pode ser detectado em amostras cervicais de mulheres
infectadas pelo HIV com frequéncia duas a cinco vezes maiores quando
comparadas as amostras cervicais de mulheres HIV-negativo (FIFE et al., 2009;
ROWHANI et al., 2007). Mulheres infectadas pelo HIV, com ou sem
anormalidades citoldgicas, sdo infectadas com mudltiplos tipos de HPV,
comparadas as mulheres HIV-negativo (TORNESELLO et al., 2008).
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Estudos mostram a possibilidade de o HIV influenciar diretamente na expressao
do HPV a partir das interagbes moleculares entre os genes virais. A proteina
reguladora do HIV-1, a (gene tat-1), pode atuar sobre a E2 do HPV 16, levando ao
aumento da expressdo do HPV em pacientes coinfectados. A tat-1 interage com a
regido reguladora nao codificadora do HPV16 e reverte repressdo mediada pelo
E2 (VERMON, 1999). Isso proporciona um mecanismo potencial para explicar a
expressdo genética intensificada do HPV em mulheres infectadas pelo HIV. A
resposta imune especifica no HPV exerce importante papel no controle das
lesbes intraepiteliais precursoras do cancer cervical. A imunossupressao
observada em pacientes HIV-positivo parece levar a eliminacdo menos eficiente
dos queratindcitos infectados pelo HPV e, consequentemente, a progressao da
doenca. A replicacdo aumentada do DNA do HPV pode ser uma consequéncia
direta ou indireta dos efeitos do HIV, dos efeitos sinérgicos resultantes de
infeccdes com multiplos gendtipos do HPV ou de coinfecgdes com outros agentes
transmitidos sexualmente, como o herpes simples (WIELAND et al., 2000).

Mulheres soropositivas tém alta prevaléncia e incidéncia tanto para infeccao por
HPV quanto NIC3, quando comparadas as mulheres soronegativas. A prevaléncia
do HPV nas mulheres infectadas pelo HIV esta fortemente associada a contagem
de células CD4 e a carga viral. Mulheres soropositivas com a contagem de CD4
abaixo de 200 células por pL tém risco trés vezes mais alto de infec¢éo pelo HPV
do que as soronegativas. Da mesma maneira, quando a carga viral € superior a
10.000 cépias por mililitro, o risco de infeccdo de infeccdo por HPV aumenta trés
vezes (LEITAO; LANTE; CRACCIOLO, 2008),

Entretanto, a infeccéo cronica do HPV pode potencializar a patogénese do HIV, a

partir da producéo de citocinas inflamatérias (GAGE et al., 2000).

Além de elevada incidéncia, a persisténcia da infec¢do é maior entre as pacientes
HIV-positivo, quando comparadas com mulheres néo infectadas pelo HIV
(FRISCH; BIGGAR; GOEDERT, 2000; LEFEVRE et al., 2004). Mdltiplos genétipos
do HPV em pacientes HIV-positivo também foram encontrados em varios estudos,

notificando que 0s tipos oncogénicos 16 e 18 s&o os mais prevalentes (DAMES et
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al., 2009; ELLERBROCK et al., 2000; HEARD et al., 2000; WEISSENBORN et al.,
2003; FIRNHABER et al., 2010).

2.8 Tratamento da lesé&o intraepitelial cervical

O tratamento tem por objetivo reduzir ou eliminar as lesdes causadas pela
infeccdo. A escolha do tratamento depende de critérios que devem ser avaliados
pelo examinador, como idade da paciente, paridade, desejo reprodutivo, risco de
perda de seguimento, a gravidade, a extensdo e localizagdo das lesdes,

concomitancia com outras doencas ou gestacao.

No tratamento das lesdes precursoras sdo utilizados tanto os métodos ablativos
qguanto os excisionais. Os métodos ablativos incluem a crioterapia, ablagéo a Light
amplification by stimulated emission of radiation (LASER), a eletrofulguracao e a
cauterizacdo quimica. Os métodos excisionais, que permitem avaliacao
anatomopatolégica, séo: a conizacdo realizada com bisturi a frio, a conizagéo
eletrocirirgica (conizagcdo por cirurgia de alta frequéncia) e a conizagcdo a laser
(WRIGHT et al., 2007).

Atualmente, a cirurgia de alta frequéncia (CAF) utilizando o eletrodo em alga vem
sendo cada vez mais utilizada para a exciséo de toda a zona de transformagao. A
conizacao por CAF apresenta resultados terapéuticos similares aos da conizacéo
por bisturi a frio e € um método rapido, mais econdmico, que pode ser realizado
ambulatorialmente e com menos complicagbes (FIGUEIREDO et al.,, 2002).
Possui taxa de sucesso de 98% (LINDEQUE, 2005).

A conizacao por bisturi a frio € o procedimento cirurgico tradicional e também o
método “padrdo-ouro”, porém esta associada a significativa morbidade,

principalmente hemorragia e estenose cervical (WRIGHT et al., 2007).

A NIC1 é considerada lesdo precursora do cancer cervical, porém apresenta
elevados indices de regressdo espontanea. Em seguimento de dois anos

aproximadamente 25% dos casos podem evoluir para NIC2 (SOLOMON et al.,
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2002). A conduta recomendada seria o controle semestral com citologia e
colposcopia e, se for possivel, captura hibrida ou DNA-HPV anual, desde que a
citologia seja lesédo intraepitelial de baixo grau (LSIL), a colposcopia seja
satisfatoria e a biopsia confirme NIC1. Em acompanhamento por 24 meses, se as
lesbes nao regredirem devem ser tratadas. Os tratamentos destrutivos locais ou

excisionais sdo aceitaveis.

As neoplasias intraepitelial cervical de grau 2 e 3, histologicamente confirmadas,
devem ser excisionais, retirando-se toda a regido comprometida do colo uterino.
As pacientes com diagnéstico de HSIL sem confirmacao diagndstica por auséncia
de alteracdo colposcoépica também devem ser submetidas a conizacdo (WRIGHT
et al., 2007).

As NICs 2 sao bastante frequentes na vida reprodutiva e, na maioria das vezes,
ocupam tdo somente a porcéo externa e visivel do colo, ao contrario das NICs 3,
gue com mais frequéncia adentram parcial ou totalmente o canal endocervical,

nem sempre acessivel a colposcopia MOSCICKI et al., 2006) .

As neoplasias de alto grau (NIC2 e NIC3) devem ser bem caracterizadas
anatomopatologicamente, devido as suas caracteristicas evolutivas;, a
possibilidade de progresséo de NIC3 para carcinoma invasor é de 20% e no NIC2
nao é superior a 5% (OSTOR, 1993). Em alguns casos podem-se ter tratamentos
diferenciados para neoplasia de grau 2 e 3. Assim, para lesdo de grau 2 em
pacientes abaixo de 20 anos, é possivel o acompanhamento citologico e
colposcopico de seis em seis meses por dois anos, desde que a paciente seja
assidua nas consultas. Nas pacientes acima de 20 anos ou HIV-positivo ou
naquelas em que a leséo penetre o canal endocervical, a excisdo da zona de

transformacéao € o tratamento de escolha (MOSCICKI et al., 2006).

A conizacdo classica é reservada para alguns casos especiais em regime
hospitalar quando ha suspeita de microinvasdo ou de adenocarcinoma pelos
métodos diagndsticos ou persisténcia de lesbes grau 2 e 3 apés CAF. O

seguimento deve ser feito com retornos de seis em seis meses com citologia e
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colposcopia por dois anos e, se for possivel, o uso do teste DNA-HPV realizado
seis meses apés a CAF (KITCHENER et al.,2009).

2.9 Recidiva da neoplasia intraepitelial cervical

O monitoramento da resposta ao tratamento do cancer cervical necessita ser
melhorado. Torna-se fundamental desenvolver estratégias que sejam capazes de
identificar com precisdo as mulheres com risco de persisténcia e recidiva da
doenca. Pacientes com NIC apresentam taxa de recidiva em torno de 50%% no
primeiro ano apos término do tratamento; 85% das recidivas sdo detectadas com
dois anos. Em cinco anos detectam-se 95% das recidivas (BORDURKA-BEVERS
et al., 2000).

Alguns fatores estéo relacionados ao risco de recorréncia das neoplasias apos o
tratamento por CAF: envolvimento das margens cirdrgicas, grau da lesdo tratada,
envolvimento de glandulas, idade da paciente, persisténcia ou ndo do HPV e
presenca ou nao do HIV (KITCHENER et al.,2009)..

Apoés a conizacdo, o comprometimento das margens cirurgicas de ressec¢ao por
NIC ou carcinoma pode ocorrer em 10 a 45% das vezes. Essa variabilidade se
deve a experiéncia do cirurgido e a néo visualizacdo da margem endocervical de
ressec¢do, sendo esta Ultima de importancia para o seguimento da paciente
(SALUM et al., 1995).

O estado das margens cirdrgicas de resseccéo, se livres ou comprometidas por
leséo residual, deve ser acompanhado com citologia apds seis meses. Porém, as
margens cirdrgicas da conizacdo, estando comprometidas nas pacientes com
testes de deteccdo viral negativos, realizados ap0s a cirurgia, ndo exibiu lesbes
residuais (JOHNSON et al., 2003).

Lima et al. (2009) descreveram alto percentual de recidiva para margens
comprometidas (RR2,04) e ocupagdo glandular (RR3,46). A ocorréncia

simultdnea de ocupacao glandular e margens comprometidas apresentou
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recidivas mais frequentes e em menos tempo. A pesquisa do HPV passou a ser
de fundamental importancia para o acompanhamento das mulheres que, apoés
tratamento por CAF de uma lesdo de alto grau, estariam em risco para
persisténcia ou recorréncia das lesbes (CHAO, 2004; KITCHENER, 2009;
PARASKEVAIDIS et al., 2004).

ApoOs o tratamento da lesdo de alto grau, a detecgéo viral, mesmo com citologia
normal, indica falha de tratamento de forma precoce e acurada (CHAO, 2004,
PARASKEVAIDIS et al., 2004). E a auséncia do HPV apés a CAF elimina o risco
de recorréncia da doenca (HERNARDI et al., 2005).

A observacdo da existéncia ou ndo do HPV tem elevado valor preditivo negativo
e alta sensibilidade, tanto como um teste de triagem ou como uma triagem de
alteracdes citoldgicas leves. Em termos de acompanhamento, esse valor preditivo

negativo € de extrema utilidade clinica(CUZIK et al 2006) .

Isso significa que as mulheres que sao HPV-negativo apds o tratamento estdo em
risco muito baixo de ter doenca residual ou desenvolver NIC recorrente dentro de
3-5 anos (KITCHENER et al., 2009).

2.10 Seguimento das neoplasias intraepiteliais cervicais

As diretrizes de seguimento do céancer cervical pelo Colégio Americano de
Obstetras e Ginecologistas (ACOG), American Cancer Society (ACS) e Sociedade
Americana de Colposcopia e Patologia Cervical (ASCCP) séo: citologia a cada
trés anos para mulheres entre 21 e 29 anos. Para mulheres com idade entre 30 e
65 anos, deve-se realizar o teste Papanicolau e o DNA-HPV a cada cinco anos.
Outra opcao é o teste Papanicolau a cada trés anos, exceto para mulheres com
histéria de cancer do colo uterino, mulheres expostas intradtero a dietil-etilbestrol,

imunossupressao ou mulheres infectadas pelo HIV (SASLOW et al., 2004).
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3 OBJETIVOS

a) ldentificar a frequéncia de recidivas de neoplasia intraepitelial cervical apos
conizacao do colo uterino com cirurgia de alta frequéncia.
b) Descrever os fatores que se associam a recidiva da neoplasia intraepitelial

cervical.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Secretaria Municipal de Saude de Belo Horizonte (SMSA-BH)
(ANEXO B).

Todas as pacientes assinaram termo de consentimento informado, redigido
obedecendo as recomendacfes da Resolucdo n® 196 de 10 de outubro del1996
do Conselho Nacional de Satde (APENDICE A). O convite para participacéo do
estudo e a aplicacdo do consentimento foram feitos pelo médico pesquisador.

4.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo coorte retrospectivo realizado no Servigco Patologia do
Colo do Posto de Atendimento Médico (PAM) Sagrada Familia da Prefeitura de
Belo Horizonte, em pacientes que foram submetidas a conizacdo do colo por
CAF. As pacientes foram encaminhadas para propedéutica do colo de acordo
com os critérios do protocolo da Secretaria Municipal de Belo Horizonte (BELO
HORIZONTE, 2009).

As pacientes foram convidadas a participar do estudo durante as consultas de
seguimento ou atendendo a convocacdo para o retorno. Foram realizadas
entrevista, coleta do teste de tipagem para HPV, citologia oncética, colposcopia e
biépsia dirigida. Quando necessario, procedeu-se a teste de tipagem para HIV,
caso as pacientes nao tivessem exame recente. Foram analisados os exames
anteriores em prontuario, como citologia, colposcopia, bidpsia e exame

anatomopatoldgico da neoplasia cervical do colo uterino que resultou em CAF.
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O evento de interesse foi a recidiva da lesao intraepitelial cervical em qualquer
grau e seus fatores de risco. Definiu-se como recidiva de leséo o aparecimento ou
a persisténcia de lesdo intraepitelial cervical (NIC) diagnosticada por alteracao
citolégica e/ou colposcopica com confirmacdo por bidpsia. A histologia €

considerada o padrdo-ouro para confirmacao diagnostica.

4.3 Pacientes

A amostra deste estudo foi constituida de 426 pacientes, sendo excluidas 132 por
nao apresentarem informacdo sobre o tempo de acompanhamento. A analise foi

realizada com 287 pacientes.

Todas as pacientes foram submetidas a CAF no periodo de agosto 1999 a
novembro 2011, por apresentarem algum grau de lesdo intraepitelial cervical. O
periodo médio de acompanhamento das pacientes foi em torno de dois anos.

Algumas contribuiram com tempos diferentes de seguimento.

As pacientes infectadas pelo HIV, em sua maioria, sdo oriundas do Setor de
Ginecologia do Centro de Treinamento e Referéncias de Doencas Infecciosas e

Parasitarias do Hospital das Clinicas (CTR-DIP Orestes Diniz).

4.4 Métodos

4.4.1 Entrevista

As pacientes selecionadas foram todas as pacientes submetidas a CAF e que

fazem seu acompanhamento no PAM Sagrada Familia da Prefeitura de Belo

Horizonte.

Elas foram entrevistadas em local apropriado, que permitia privacidade. As

entrevistas foram realizadas pessoalmente, utilizando-se questionario estruturado

que incluia informacbes sobre as caracteristicas sociodemogréficas, habitos,
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histéria sexual e reprodutiva e pesquisa no prontudrio de ocorréncia ou ndo de
lesdes cervicais anteriores e procedimentos cirdrgicos para tratamento
(APENDICE B). As mesmas foram solicitadas a assinar o Termo de

Consentimento livre e esclarecido (APENDICE A).

Os dados obtidos foram inseridos no Statistical Package for Social Sciences

(SPSS) 20.0, no qual foram analisados.

a) Critérios de inclusdo: pacientes portadoras de NIC submetidas a conizagéo
do colo que concordarem em participar do estudo, e que assinarem o
Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE).

b) Critérios de exclusdo: foram excluidas pacientes cujo resultado
histopatolégico da conizacdo ndo identificou NIC; as pacientes gravidas,
histerectomizadas ou com incapacidade de compreensao do estudo; e as
gue nédo foram encontradas ou que ndo concordaram em assinar o termo de

consentimento livre e esclarecido.

AplGs a entrevista foram realizados anamnese, exame pélvico de rotina, coleta
para pesquisa do DNA-HPV pela PCR, coleta de material para citologia oncotica,

colposcopia e bidpsia dirigida, se fosse o caso.

4.4.2 Deteccao do HPV e seus genoétipos

As amostras foram coletadas por meio de raspado cuidadoso na mucosa do colo
uterino, com o auxilio de uma espétula de Ayre. O material obtido foi colocado em
um tubo vacutimer de 10 cm, contendo aproximadamente 2 mL de solugdo salina
fisiolégica (cloreto de sodio - NaCl 0,9%). Os tubos foram rotulados com os dados
da paciente e entregues no Laboratério de Genética e Biologia Molecular do
Nucleo de Acgbes e Pesquisa em Apoio Diagnostico (NUPAD) da Faculdade de
Medicina da UFMG, para deteccdo molecular do HPV pela PCR e/ou

seguenciamento.
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4.4.3 Citologia oncética cervical

A amostra de células esfoliativas da cérvix foram obtidas com escova cervical
(Citobrush) e espatulas de Ayre. As laminas foram fixadas com &lcool absoluto e
coradas pelo método de Papanicolau. Os resultados citoldgicos foram
classificados com base no Sistema de Bethesda (SOLOMON et al., 2002).

4.4.4 Colposcopia

Todas as pacientes foram submetidas a colposcopia. O colposcépio empregado
foi da marca Vasconcelos, modelo padrdo com cinco aumentos. Durante a
colposcopia € possivel detectar lesdes sugestivas de HPV e realizar biopsia da
lesdo para elucidar o diagnéstico. Na realizacdo da colposcopia utiliza-se acido
acético e solucéo de Lugol para identificar as areas a serem biopsiadas. O acido
acético, além dissolver o muco cervical melhorando a visibilidade, coagula as
proteinas citoplasméticas e nucleares das células escamosas cervicais de
maneira transitéria. Com isso, as areas afetadas pelo HPV adquirem aspecto
branco opaco quando comparado ao epitélio rosa palido normal (ARBYN et al.,
2004; CASADO, 2011).

A solucdo de Lugol é composta de iodo e serve para identificar o glicogénio
produzido pelas células maduras da camada intermediaria do epitélio escamoso.
As células infectadas pelo HPV ndo produzem glicogénio, portanto, ndo se coram
com a solucéo de Lugol (PALO; DEXEUS, 2002).

A classificagdo colposcopica utilizada foi a nomenclatura proposta pelo Comité da

Federagédo Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia em Roma 1990
(ANEXO C).

4.4.5 Bidépsia do colo uterino

A biopsia foi dirigida pela colposcopia utilizando-se a pinca Gaylor-Medina.
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O material biopsiado foi fixado em formol a 10% e enviado para o Servigo de
Anatomia Patoldgica do PAM Sagrada Familia.

A classificacao histopatolégica foi proposta por Richart em1973, denominando-as

de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e dividindo-as em trés grupos:

NIC 1: lesBes correspondentes a displasia leve
Acometimento de 1/3 da espessura do tecido normal

NIC2: lesBes correspondentes a displasia moderada
Acometimento de 2/3 da espessura do tecido normal.

NIC3: lesBes correspondentes a displasia acentuada ou carcinoma in situ.
Acometimento do tecido cervical em toda a sua espessura sem

comprometimento da membrana basal celular.

4.4.6 Procedimento cirurgico

As pacientes foram submetidas ao tratamento da lesdo intraepitelial cervical
utilizando-se a CAF. O aparelho utilizado foi 0 modelo Wavetronic 2000.

Os procedimentos foram realizados no ambulatério de Patologia do Trato Genital
Inferior pelo mesmo médico assistente.

Com a paciente em posi¢éo ginecoldgica, o colo uterino foi identificado com o uso
de espéculo vaginal descartavel. Um segundo espéculo vaginal foi colocado em
posicdo transversa para protecdo das paredes vaginais. Foi realizada a anestesia
local cervical com 2 mL de lidocaina a 1% as duas, quatro, sete e 11 horas do
colo uterino. O sistema de eletrocautério foi utilizado na fungdo “CUT” na poténcia
seis (variagdo da poténcia entre zero e 10). A alca de metal para excisdo utilizada
era acessorio do aparelho Wavetronic 2000 e foi escolhida conforme o tamanho

da lesdo a ser excisada.

Primeiro, foi excisada a zona de transformag&o com margem de 2 mm da leséo e,
a seguir, o canal cervical. Caso ndo houvesse lesdo visivel na zona de

transformacao cervical da paciente, apenas o canal seria retirado. Apos a excisédo
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da pecga cirurgica, o eletrocautério foi alterado para a fungdo “BLEND”, na
poténcia seis para a realizacdo da hemostasia do leito cirargico (MARTIN-HIRCH
et al., 2010; PRENDIVILLE; CULLIMORE; NORMAN, 1989).

A seguir foi colocado tampao vaginal e a paciente foi orientada a retira-lo em casa
apos 12 horas.

AplOs o procedimento cirdrgico, as pacientes retornaram ao ambulatorio de
Patologia do Colo no intervalo de sete a 10 dias para reavaliacdo poés-cirdrgica
precoce e depois de 30 dias para avaliacdo tardia. O seguimento posterior foi

realizado aproximadamente a cada seis meses.

4.4.7 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras entregues ao NUPAD foram conservadas em geladeira a 4°C até
seu processamento (CARVALHO et al., 2010). O DNA das amostras foi extraido

segundo o método descrito por Walsh et al. (1991).

Procedeu-se a homogeneizacdo do tubo da amostra em vortex e transferiram-se
todas as amostras para tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (Eppendorf) para que
se processasse a centrifugacdo por um minuto, a 14.000 rotagbes por minuto
(rpm), para a formacao de depdsito no fundo do tubo (pellet). O sobrenadante foi
desprezado e ao pellet foram adicionados 200 pL de resina quelante (Chelex-100
a 20%). A mistura foi colocada em banho seco a 100°C por 20 minutos e
guardada em geladeira até a preparacdo do mix, para o qual foram empregados

0S seguintes reagentes:

A) Mix para PCR - Sistema MY09/11

Tampéao 10X (100 mM Tris-HCI [pH 8,8], 500 mM KCI) 5 uL
MgCl, 3 uL
dNTPs [200 pM] 1uL
Iniciador A [25 pmol/uL] 2,5 pL
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Iniciador B [25 pmol/uL] 2,5 uL
Tag DNA polimerase (2,5 Ul) 0,25 uL
ddH,0 25,75 L
Total 40 L

B) Mix para PCR - Sistema GP5+/GP6+

Tampéao 10X (100 mM Tris-HCI [pH 8,8], 500 mM KCI) 5 uL

MgCl, 3 uL
dNTPs [200 pM] 1L
Iniciador A [10 pmol/uL] 1L
Iniciador B [10 pmol/uL] 1L
Tag DNA polimerase (2,5 Ul) 0,25 pL
ddH,O 37,75 pL
Total 49 uL

C) Mix para PCR tipo-especifica

Tampao 10X (100 mM Tris-HCI [pH 8,8], 500 mM KCI) 5 uL

MgCl, 3 yL
dNTPs [10 mM] 1L
Iniciador A [10 pmol/uL] 2,5 uL
Iniciador B [10 pmol/uL] 2,5 uL
Tag DNA polimerase (2,5 Ul) 0,25 uL
ddH,0O 30,75 uL
Total 45 uL

No mix da PCR com os primers genéricos para o HPV (geral) foram
acrescentados 10 yL do DNA extraido; e no mix da Nested PCR foi adicionado 1
ML do produto da PCR realizada com os primers genéricos; no mix da PCR com
0os primers tipo-especificos foram acrescentados 5 pL do DNA extraido,
completando o volume final de 50 uL. Apos a adicdo do DNA, as amostras foram
levadas ao termociclador por duas horas e 40 minutos, onde foi acionado o

Programa de Amplificagdo composto das trés etapas seguintes (cada reacdo de
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PCR possui um programa de amplificacdo especifico no qual o tempo e as

temperaturas sao variaveis):

a) Desnaturacdo: o DNA de dupla-fita é separado em fitas Unicas mediante
brusca elevacao da temperatura para 95°C.

b) Anelamento: ocorre entre a cadeia original do DNA (agora ja desnaturado)
e a sequéncia de nucleotideos dos primers, que se ligardo a regido inicial
génica a ser amplificada.

c) Extenséo: a extensdo € desempenhada pela enzima Taq DNA polimerase,
de modo que ambas as fitas de DNA sejam convertidas em quatro fitas. A

PCR é concluida, geralmente, apds 40 ciclos de reacéo.

Depois de amplificados no termociclador, os produtos da PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio, a partir da
comparacao visual com os fragmentos de DNA constituintes de um padrdo de
peso molecular conhecido, sendo adotados dois procedimentos de PCR.
Primeiramente, foi feito o mix de deteccéo para o diagnostico qualitativo. Quando
o resultado foi positivo, procedeu-se a tipagem. A reacdo de deteccdo foi
realizada a partir de PCR com um par de primers genéricos, seguida da reacao de

Nested PCR com um par de primers interno.

D) Amplificacdo do gene da globina e detec¢gcdo do HPV

O DNA de todas as amostras foi submetido primeiramente a amplificacdo para o
gene da globina, que é utilizado para avaliar a qualidade do DNA extraido. As
amostras que nado obtiveram amplificacdo para o gene da globina foram
excluidas.

E) Programas usados para amplificacao

1. Programa HPV A (usado para amplificar o gene da globina e para o sistema
MY09/11):
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2-90°C.....ccceirrne 30”
3-54°C....ccccc 2

4-72°C ooveeeeeen 1

5- repetir o passo 2 por 30 vezes
6-72°C ....ooeiie 10°

7-4°C i, infinito.

1-94°C......cccuveee 4
2-94°C......cccuvvee 30”
3-45°C.....ccciee 1

4-72°C ooveeeee 1'30”

5- repetir o passo 2 por 40 vezes
6-72°C ..o 10°

8-4°C ...coovevieie infinito.

F) Eletroforese em gel de agarose

Depois de amplificados no termociclador, os produtos da PCR foram analisados
por eletroforose em gel de agarose 2%, corados com brometo de etidio. Aos
tubos foram adicionados 5 pL de corante azul de bromofenol (Sigma). Em cada
canaleta do gel foram aplicados 20 yL do produto amplificado, padrdo de peso
molecular e controles (positivo e negativo) da reacdo de PCR. O resultado foi
visualizado sob transluminador de luz UV e analisado a partir da comparacao
visual dos fragmentos de DNA obtidos com o padréo de peso molecular (500 pb-
Invitrogen). Todos os géis foram fotografados pelo sistema de captura de imagem
digital, gravados eletronicamente e impressos para arquivo.

Para evitar a contaminacdo do DNA estranho, foram utilizadas salas
independentes para cada uma das seguintes etapas: extracdo do DNA,

preparacao do mix, procedimentos da PCR e eletroforese.
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G) Genotipagem por sequenciamento

Para sequenciamento, foram utilizados 30 uL do produto da nested PCR (restante
do produto da PCR que foi anteriormente utilizado na deteccdo do HPV). O
produto foi purificado seguindo-se um protocolo de precipitagdo por purificacao
alcoodlica adaptado de Automated DNA Sequencing — Chemistry Guide (Applied
Biosystems) desenvolvido no laboratério NUPAD e sequenciado usando-se o kit
BigDye Terminator versao 3.1 (Applied Biosystems) e o iniciador GP6+ (4
pmol/uL), segundo instru¢des do fabricante. Apos a reacdo de sequenciamento,
foi realizada nova precipitacdo por purificacéo alcodlica. Adicionaram-se 12 uL de
formamida Hi-Di (Applied Biosystems) em cada tubo; o volume total foi aplicado
em placa e colocado no sequenciador automatico (Applied Biosystems, modelo
ABI Prism 3100-Avant Genetic Analyser).

H) Anélise das sequéncias

A escolha da regido a ser analisada foi baseada nos polimorfismos encontrados
na regido amplificada (L1), mediante alinhamento da sequéncia nucleotidica dos
principais tipos virais identificados até o momento, cujas sequéncias estao

disponiveis no site ICTVdB (http://www.ictvdb.rothamsted.ac.uk/).

As sequéncias obtidas foram analisadas por meio do software sequencing
analysis. Cada sequéncia foi editada, sendo selecionada a regido de interesse,
correspondente a 30 bases de nucleotideos (LEE et al.,, 2007), por meio do
programa de alinhamento Bioedit. A sequéncia de interesse foi alinhada com
sequéncias de referéncia disponiveis e comparadas por consulta ao GeneBank,
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/blast), possibilitando a identificagdo do gendtipo viral.

Todos os dados foram gravados eletronicamente.
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4.5 Analise estatistica

Todas as caracteristicas avaliadas foram descritas. Os resultados foram
alcancados utilizando-se frequéncias e porcentagens para as caracteristicas
categoricas e a obtencdo de medidas de tendéncia central (média e mediana) e
medidas de disperséo (desvio-padrdo) para as quantitativas.

4.5.1 Andlise univariada e multivariada

Para as caracteristicas qualitativas, a analise univariada foi realizada pelo método
de Kaplan-Meier (KAPLAN; MEIER, 1958) associado aos resultados do teste log-
rank, cujo objetivo € avaliar se as curvas de sobrevivéncia diferem. Para as
caracteristicas quantitativas, foram ajustados modelos de Cox com apenas uma

variavel.

A analise multivariada foi feita a partir do ajuste do modelo de Cox. Participaram
do processo de selecdo de covaridveis para ajuste do modelo final as
caracteristicas que, na analise univariada, apresentaram valores-p inferiores a
0,25. Elas foram inseridas e retiradas do modelo até que restassem apenas
aguelas com significancia estatistica (valor-p<0,10). A adequagao do modelo foi
avaliada a partir da andlise dos testes de proporcionalidade dos riscos
(COLOSIMO; GIOLO, 2006).
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O nome e as caracteristicas da variavel resposta sdo apresentados no QUADRO

2.
QUADRO 2 - Nome e forma da variavel resposta
Nome Forma Observacao Forma no
banco
Recidiva da NIC | Qualitativa | 0, ndo se recidivou; 1, recidivou-se recidivou

As covariaveis sdo apresentadas no QUADRO 2. Essas caracteristicas foram

avaliadas em relacdo as caracteristicas apresentadas no QUADRO 2.
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Nome Forma Observacao Formano
banco
Idade Quantitativa/ 0,se>35;1,se<35 idade
Qualitativa
Inicio da vida Quantitativa/ 0,se<17;1,se>17 Inicio da
sexual Qualitativa atividade
sexual
Numero de Quantitativa/ 0,se<3;1,se=3. nparceiros
parceiros Qualitativa
PCR Qualitativa 0, se negativo, 1, se positivo; 2, PCR
se inibidora:9 sem informacéao
HPV Qualitativa 0, se baixo; 1, se alto:2se HPV
HIV Qualitativa 0. se negativo: 1. se positivo. HIV
Tabaagismo Qualitativa 0. se tabaqista; 1, se ndo Tabadismo
Paridade Quantitativa/ | 0, se 0 a 2 partos; 1 se 3 partos | Paridade
Qualitativa | ou mais.
Citoloqdia Qualitativa 0, se normal; 1se alterada. Citoloadia
Anatomia Qualitativa 0 se cervicite, NIC1; se NIC2++; AP CAF
Patologica da CAF 9 missing.
Margem Qualitativa 0, se livre; 1 se comprometida; | Margemcaf
ectocervical 9se nao avaliada.
HPV (a anatomia | Qualitativa 0, se ausente; 1 se presente; 9 HPVcaf
patoldgica) sem informacao.
Comprometimento | Qualitativa 0, auséncia; 1 presenca; 9 sem | Ocupgland
glandular informacao.
Anatomia Qualitativa 0 se cervicite ou NIC1; 1 se APCAF rec
patologica da NIC2++; 9 missing.
recidiva
HPV na recidiva Qualitativa 0, se negativo; 1, se positivo. HPVCAF
rec
Mudanca de Qualitativa 1, se sim; 2, se ndo; 9, se Mudparc
Tempo Quantitativa Para os casos com recidiva: Recidivada,
(recidivada — datacaf) datacaf e
Para os casos sem recidiva: datapcr
(datapcr — datacaf)
PCR: reagdo em cadeia da polimerase; HPV: papilomavirus humano; HIV: virus da

imunodeficiéncia humana; CAF: cirurgia de alta frequiéncia; Anatomia Patol6égoca;AP

As andlises foram realizadas nos softwares R verséao 3.0.3 e Epi Info versao 6.04,

ambos de dominio publico. Foi considerado nivel de significancia: 5%.
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5.2 Etapas das analises estatisticas

5.2.1 Andlise preliminar

Todas as caracteristicas avaliadas foram descritas. Os resultados foram obtidos
utilizando-se frequéncias e porcentagens para as caracteristicas categoricas e da
obtencdo de medidas de tendéncia central (média e mediana) e medidas de

disperséo (desvio-padrao) para as quantitativas.

5.2.2 Andlise univariada e multivariada

Para as caracteristicas qualitativas, foi realizada andlise univariada por meio de
Kaplan-Meier (KAPLAN; MEIER, 1958) associado aos resultados do teste log-
rank, cujo objetivo é avaliar se as curvas de sobrevivéncia diferem. Para as
caracteristicas quantitativas, foram ajustados modelos de Cox com apenas uma

variavel.

A andlise multivariada foi realizada a partir do ajuste do modelo de Cox.
Participaram do processo de selecdo de covariaveis para ajuste do modelo final
as caracteristicas que, na andlise univariada, apresentaram valores-p inferiores a
0,25. Elas foram inseridas e retiradas do modelo até que restassem apenas
aquelas com significancia estatistica (valor-p < 0,05). A adequagao do modelo foi
avaliada a partir da analise dos testes de proporcionalidade dos riscos
(COLOSIMO; GIOLO, 2006).

As caracteristicas idade, inicio da atividade sexual, niumero de parceiros, PCR,
anatomia patolégica da CAF, margem ectocervical, comprometimento glandular,
HPV e HIV que tiveram valor-p na analise univariada inferior a 0,25 tiveram

prioridade na analise multivariada, devido a associagéo clinica.

Foram avaliadas as informagBes de 426 pacientes avaliadas no periodo de

estudo: 1998 a 2011. As informacdes de 132 pacientes foram excluidas por nao
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abordarem o tempo de acompanhamento. Assim, restaram 287 pacientes na

andalise.

5.2.2.1 Andlise descritiva

A TAB. 1 apresenta a descricdo da populacdo em estudo segundo a idade, inicio
da vida sexual, nUmero de parceiros, mudanca de parceiros, paridade, recidiva,
tabagismo, HPV e HIV, das 287 pacientes avaliados. Observa-se que 146 (50,9%)
pacientes tinham idade inferior a 35 anos e 141 (49,1%) 35 anos ou mais. O inicio
da atividade sexual com 17 anos ou menos ocorreu em 156 (54,4%) pacientes,
enquanto 131 (45,6%) tinham mais de 17 anos. Relataram ter tido trés ou mais
parceiros sexuais durante toda sua vida 93 (71,5%) pacientes, enquanto 77
(28,5%) tiveram menos de trés parceiros. N&o houve informacbes para 17
pacientes. Mudaram de parceiros 39 (15,9%) pacientes e 207 (84,1%) ndo. Nao
se conseguiram informacdes para 41 pacientes.A pacientes que tiveram 2 partos
foram em numero de 178(62,2%) e as pacientes com 3 partos ou mais foram 108
(37,8%). O numero de tabagistas era de 191 (66,5%) e 96 (33,5%) ndo fumavam.
Pacientes portadoras do virus HPV de baixo risco foram 34(12,9%),de HPV de
alto risco foram 85 (32,2%).Apresentaram o teste DNA-HPV negativo 145 (54,9%)
pacientes e ndo foram avaliadas 23 pacientes. As pacientes HIV-positivo eram 63
(22,0%) e o grupo HIV-negativo, 223 (78,0%). Recidivaram da NIC 65 (22,6%)
das pacientes e ndo apresentaram recidiva 222 (77,4%).
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TABELA 1 - Caracteristicas demograficas, comportamentais e clinicas das 287
pacientes do estudo

Caracteristicas Frequéncia
N %

Idade (anos)

< 35 anos 146 50,9

2 35 anos 141 49,1
Inicio da vida sexual

<17 anos 156 54,4

> 17 anos 131 45,6
Numero de parceiros

= 3 parceiros 193 71,5

< 3 parceiros 77 28,5

Sem informacéo 17 -
Mudanca de parceiros

Sim 39 15,9

N&o 207 84,1

Sem informacéo 41 -
Paridade

< 3 partos 178 62,2

= 3 partos 108 37,8

Sem informacao 1 -
Recidiva da NIC

Recidivou 65 22,6

N&o recidivou 222 77,4
Tabagismo

Sim 191 66,5

N&o 96 33,5
HPV

Baixo risco 34 12,9

Alto risco 85 32,2

Negativo 145 54,9

N&o avaliado 23 -
HIV

Negativo 223 78,0

Positivo 63 22,0

A TAB. 2 apresenta a descricdo da populacdo em estudo, da idade, com base nas
variaveis quantitativas (idade, inicio da vida sexual e paridade). Observa-se que a
idade foi, em média, de 36,6 anos (desvio-padrdo de 11,1 e mediana de 34). O
inicio da vida sexual foi, em média, com 17,9 anos (desvio-padrdo de 3,8 e
mediana de 17). Nota-se também que o nimero de partos foi, em média, de dois

partos (desvio-padrao 2 e mediana 2).
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TABELA 2 - Caracteristica da populacdo do estudo, forma quantitativa

Caracteristicas n n* Média DP Minimo 1°Q Mediana 3°Q Maximo

ldade (anos) 287 0 36,6 11,1 16,0 29,0 34,0 43,0 79,0

Inicio da vida
Sexual 287 0 179 3,8 11,0 15,0 17,0 19,0 42,0
Paridade 286 1 23 20 0,0 1,0 2,0 3,0 12,0

n: n° de observagdes; n*: sem informacgdo; DP: desvio-padréo; 1° Q: 1° Quartil; 3° Q: 3° Quartil.

Na TAB. 3 descrevem-se o0s resultados da PCR e da citologia. Observa-se que
122 (46%) pacientes tinham PCR positiva para o DNA-HPV, em 99 (37,4%) ela
era negativa, em 44 (16,6%) inibidora e ndo houve informacéo para 22 pacientes.
Nota-se que 240 (83,6%) pacientes apresentaram citologia alterada e em 47

(16,4%) a citologia era normal

TABELA 3 - Descricéo dos resultados da PCR e da citologia

Caracteristicas Frequéncia
n %
PCR
Positivo 122 46,0
Negativo 99 37,4
Inibidora 44 16,6
Sem informacéo 22 -
Citologia
Alterada 240 83,6
Normal 47 16,4

A TAB. 4 mostra a frequéncia dos achados histopatoldgicos da peca cirirgica e
avaliacdo das margens. O resultado da anatomia patolégica da CAF mostrou que
233 (81,2%) pacientes foram diagnosticadas com NIC2+ e 54 (18,8%) tinham
cervicite ou NICI. O resultado da anatomia patolégica das 65 pacientes que
recidivaram foi de NIC2+ para 34 (54%) pacientes e cervicite ou NIC1 para 29
(46%) e ndo houve informacdo para dois pacientes. A presenca de HPV (a
anatomia patologica) da CAF com resultado positivo foi de 268 (99,3%) pacientes
e com resultado negativo, dois (0,7%). Nao se obtiveram informacgbes para 17
pacientes. Na recidiva, o resultado positivo para HPV foi de 59 (100%) pacientes,
nao havendo informacdo para seis pacientes. As margens ectocervicais estavam

comprometidas em 70 (25,1%) pacientes e em 209 (74,9%) estavam livres, sem
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informagédo para oito pacientes. O comprometimento glandular estava presente
em 84 (30,9%); e 188 (69,1%) nao apresentaram comprometimento glandular.

N&o houve informacéo para 15 pacientes.

TABELA 4 - Frequéncia dos achados histopatolégicos da peca cirargica e

avaliacdo das margens cirurgicas

Caracteristicas Frequéncia
n %

Anatomia patolégica da CAF

NIC2+ 233 81,2

Cervicite NIC1 54 18,8
Anatomia patolégica da recidiva

NIC2+ 34 54,0

Normal, NIC1 29 46,0

N&o se aplica 222 -

Sem informacéo 2 -
HPV (na anatomia patoldgica)

Presente 268 99,3

Ausente 2 0,7

Sem informacao 17 -
HPV na recidiva (na AP)

Ausente 0 0,0

Presente 59 100,0

N&o se aplica 222 -

Sem informacao 6 -
Margem ectocervical

Comprometida 70 25,1

Livre 209 74,9

Sem informacéo 8 -
Comprometimento glandular

Presenca 84 30,9

Auséncia 188 69,1

Sem informacao 15 -

A descricdo do tempo de acompanhamento € feita na TAB. 5. O tempo foi, em
média, de 25,1 meses (desvio-padrdo de 21,5 e mediana de 18,2), com tempo

minimo de zero e maximo de 129,2 meses.
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TABELA 5 - Descricéo do tempo de acompanhamento (meses)

Caracteristica n Média DP Minimo 1°Q Mediana 3°Q Ma&ximo
Tempo de 287 25,1 215 0,0 84 182 32,1 129,22
acompanhamento
(meses)

n: n° de observacdes; DP: desvio-padrao; 1° Q: 1° Quartil; 3° Q: 3° Quartil.

5.2.2.2 Analise univariada e multivariada

A TAB. 6 aborda a andlise descritiva da variavel resposta recidiva e o teste de log-
rank. A fim de comparar se havia diferenca entre as funcées de sobrevivéncia de
algumas caracteristicas do estudo, foi realizado o teste de log-rank. Segundo
Colosimo e Giolo (2006), esse é particularmente apropriado quando a raz&o das
funcbBes taxas de falha dos grupos a serem comparados € aproximadamente

constante.
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TABELA 6 - DescricAo da variavel resposta (recidiva) em relacdo as
caracteristicas sociodemograficas e clinicas e teste de log-rank
Variavel Recidiva Teste log-rank
N&ao Sim Total Valor-p
n (%) n
ldade
< 35 anos 113(77,3) 33(22,6) 146 0,267
= 35 anos 109(77,2) 32(22,6) 141
Numero de parceiros
<3 67(87,0) 10(13,0) 77 0,064
>3 151(78,2) 42(21,8) 193
Mudanca de parceiros
Sim 28(71,8) 11(28,2) 39 0,025
N&o 182(87,9) 25(12,1) 207
Tabagismo
N&o 153(79,0) 38(21,0) 191 0,053
Sim 69(71,9) 27(28,1) 96
HPV
Baixo 26(76,4) 8(23,4) 34 0,191t
Alto 67(78,8) 18(21, 8) 85
Negativo 128(88,3) 17(11,7) 145
PCR
Negativo 85(85,8) 14(14,2) 99 0,0841
Positivo 95(77,9) 27(22,1) 122
Inibidor 42(95,5) 2(4,5) 44
Citologia
Normal 28(59,5) 19(40,5) a7 0,002
Alterada 194(80,8) 46(19,8) 240
Margem ectocervical
Livre 172(82,2) 37(17,8) 209 <0,001
Comprometida 44(62,8) 26(37,8) 70
Comprometimento glandular
Auséncia 155(82,4) 33(17,2) 188 <0,001
Presenca 53(63,0) 31(37,0) 84
HPV (anatomia patoldgica)
Ausente 2(100,0) 0(100,0) 2 0,367
Presente 205(76,5) 63(23,5) 268
HIV
Negativo 194(86,6) 30(13,4) 224
Positivo 28(44,5) 35(55,5) 63 <0,001

T Teste de Wilcoxon.
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No que diz respeito & idade, os dois grupos foram muito semelhantes, néo tendo
apresentado diferengas significantes na recidiva de lesbes, comparando-se
pacientes com idade menor de 35 anos e igual ou maior de 35 anos. Outras
variaveis que também nado exibiram diferencas significantes destacaram-se:
namero de parceiros sexuais (p=0,064); tabagismo (p=0,053); DNA-HPV
(p=0,084); tipo viral do HPV (p=0,191); e HPV no resultado da anatomia
patoldgica (p=0,367). Entre as variaveis com diferencas significantes ressaltaram-
se: mudanca de parceiro (p=0,025); citologia (p=0,002); margem ectocervical

(p<0,001); comprometimento glandular (p<0,001); e status do HIV (p<0,001).

5.2.2.3 Andlise de recidiva de doenca cervical pré-invasiva ao longo do tempo

A probabilidade de recidiva de NIC apds conizacdo ao longo dos meses de
seguimento foi estimada pela analise de sobrevida pelo método de Kaplan-Meyer.
A curva do tempo de acompanhamento até a recidiva é apresentada no GRAF. 1.
A linha pontilhada no centro indica a curva, as duas linhas acima e abaixo sao os
respectivos limites do intervalo de 95% de confianca e os tracos perpendiculares
a linha pontilhada sdo as censuras (pacientes sem recidiva no tempo

acompanhado).

Observa-se que 20% dos pacientes ndo tiveram recidiva até, aproximadamente,

16 meses.
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GRAFICO 1 — Curva representativa do tempo até a recidiva da NIC
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O GRAF. 2 demonstra a curva de sobrevivéncia para a recidiva de NIC nas
pacientes que tiveram mudanca de parceiros, podendo-se constatar que as
curvas se cruzam apenas no inicio e depois possuem comportamento
independente. Tendo valor p=0,025, foi selecionada para o modelo de Cox. As

pacientes que tiveram mudanca de parceiros apresentaram maior taxa de recidiva
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GRAFICO 2 - Curva representativa do tempo até a recidiva estimada para a

covariavel mudanca de parceiros (p=0,025)
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No GRAF. 3 representa-se o resultado de citologia normal e alterada, tendo
resultado estatisticamente significante, com valor p=0,002. As pacientes com
citologia normal tiveram maior nimero de recidivas em torno de 20 meses. Os
grupos, entretanto, ndo sdo homogéneos. Um grupo de 47 pacientes com
citologia normal foi diagnosticado com NIC, por meio da bidpsia dirigida pela
colposcopia, e foi submetido a conizacédo. Apresentaram citologia alterada 240

pacientes.
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GRAFICO 3 - Curva de sobrevivéncia estimada para a variavel citologia
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O GRAF. 4 refere-se a caracteristica das margens ectocervical comprometidas
segundo o tempo de recidiva da lesdo. Entre as pacientes com margens
comprometidas, 40% apresentaram recidiva no periodo de 16 meses, enquanto

entre as pacientes com margens livre a recidiva ocorreu em 20% delas no periodo

de 80 meses.
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GRAFICO 4 - Curva de sobrevivéncia estimada para a variavel margem
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A curva de sobrevivéncia segundo o comprometimento glandular encontra-se no
GRAF. 5. No periodo de 20 meses foram diagnosticadas com recidiva da NIC
guase 50% das pacientes com comprometimento glandular. Entre as pacientes
livres de comprometimento glandular, apenas 20% tiveram recidiva no periodo de

60 meses.
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GRAFICO 5 - Curva de sobrevivéncia estimada para a variavel comprometimento
glandular
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(p<0,001).

Nota-se, no GRAF. 6, o tempo de recidiva da NIC em pacientes portadoras do
HIV. Entre as pacientes portadoras do virus, 60% tiveram recidiva em torno de 30
meses; 20% das pacientes soronegativas tiveram recidivas num periodo de até 80

meses.
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GRAFICO 6 - Curva de sobrevivéncia estimada para a variavel HIV
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(p<0,001)

5.2.2.4 Andlise univariada

Para a realizacdo da analise univariada, foram consideradas todas as variaveis
gualitativas que tiveram p-valor<0,20 no teste de log-rank. Vale ressaltar que,
apesar da variavel HPV na anatomia patolégica também n&o ter apresentado
significAncia estatistica, por ter importancia clinica foi selecionada para entrar na
analise univariada. Ja para as variaveis quantitativas, foram consideradas na
analise: idade, inicio da vida sexual e paridade. Na TAB. 7 encontra-se 0

resultado da anéalise univariada.
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TABELA 7 - Andlise univariada das caracteristicas sociodemograficas e clinicas

avaliadas para os dois grupos estudados: modelo de Cox

Recidiva
Variavel Nao Sim RR IC Valor-p
n (%) n(%)
NuUmero de parceiros

<3 67(87,0) 10(13,0) -

>3 151(78,2) 42(21,8) 1,99 (0,95-3,78) 0,069
Mudanca de parceiros

Sim 28(71,8) 11(28,2) -

Nao 182(87,9) 25(12,1) 0,45 (0,22-0,92) 0,029
Tabagismo

Nao 153(79.0) 38(21.0) -

Sim 69(71,9) 27(28,1) 1,62 (0,98-2,65) 0,056
HPV

Baixo 26(76,4) 8(23,4) -

Alto 67(78,8) 18(21,8) 0,93 (0,40-2,15) 0,868

Negativo 128(88,3) 17(11,7) 0,54 (0,23-1,26) 0,154
PCR

Negativo 85(85,8) 14(14,2) -

Positivo 95(77,9) 27(22,1) 1,59 (0,83-3,04) 0,160

Inibidor 42(95.5%) 2(4.5%) 0,42 (0,10-1,87) 0,257
Citologia

Normal 28(59,5) 19(40,5) -

Alterada 194(80,8) 46(19,8) 0,45 (0,26-0,76) 0,762
Margem ectocervical

Livre 172(82,2) 37(17,8) -

Comprometida 44(62,8) 26(37,8) 2,81 (1,69-4,65) <0,001
Comprometimento
glandular

Auséncia 155(82,4) 33(17,2) -

Presenca 53(63,0) 31(37,0)0 2,82 (1,73-4,62) <0,001
HPV (anatomia
patolégica)

Ausente 2(100,0) 0(100,0) -

Presente 205(76,5) 63(23,5) o0 - 0,996
HIV

Negativo 194(86,6) 30(13,4) -

Positivo 28(44,5) 35(55,5) 4,45 (2,73-7,25) <0,001
Idade 222(77,3) 65(22,6) 0,99 (0,96-1,01) 0,267
Paridade 222(77,3) 65(22,6) 0,97 (0,86-1,09) 0,616
Inicio vida sexual 222(77,3) 65(22,6) 0,98 (0,92-1,05) 0,606

RR - risco relativo; IC- Intervalo de Confianca 95%.
* para essa variavel, dos 268 pacientes apenas 2 tiveram auséncia. Em decorréncia desse fato, a
estimativa da RR se tornou infinita.
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Todas as variaveis com valor-p<0,10 foram selecionadas para etapa de analise
multivariada cujo objetivo é chegar a um modelo final que ajude a explicar o
tempo até a recidiva da NIC. A TAB. 8 apresenta o modelo final de Cox para
tempo até a recidiva.

TABELA 8 - Modelo final de Cox para o tempo até a recidiva da NIC

Variavel B HR 1Cos06 Valor-p

NuUmero de parceiros

<3 - -
>3 0,664 1,943 (0,725-5,204) 0,186
Mudanca de parceiros

Sim - -

N&o -0,561 0,571 (0,263-1,236) 0,155
Tabagismo

N&o - -

Sim 0,413 1,512 (0,720-3,174) 0,274
Margem Ectocervical

Livre - -

Comprometida 0,879 2,410 (1,099-5,284) 0,028
Comprometimento
glandular

Auséncia - -

Presenca 0,638 1,892 (0,898-3,987) 0,093
HIV

Ausente -

Presente 1,354 3,874 (1,856-8,082) <0,001

HR — raz&o das propor¢des (exp(B))

5.2.3 Avaliacéo da proporcionalidade das taxas de falha

Para avaliar a suposicdo de que as taxas de falha do modelo de Cox séao
proporcionais, foi realizado o teste de proporcionalidade individual para cada
variavel do modelo final, bem como o teste global. Além do teste, também foi feita
analise gréfica a partir dos residuos padronizados de Schoenfeld. Os testes
realizados confirmaram o modelo final de Cox (APENDICE C).
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6 DISCUSSAO

O tratamento das lesdes cervicais intraepiteliais de alto risco € a oportunidade
para a reducdo da incidéncia do cancer cervical. Realizar o diagnostico e o
tratamento nessa fase possibilita muito menos morbidade se comparado ao
tratamento da doenga invasiva. Mesmo se sabendo da eficacia do tratamento
usado (neste estudo foi a CAF), o seguimento das mulheres tratadas deve ser

realizado de maneira rigorosa e sistematica, pois ha possibilidade de recidiva.

Tendo como meta o acompanhamento mais eficiente das mulheres com elevado
risco de recidiva da doenca e com o intuito de diminuir com isso o 6nus
econdbmico de consultas desnecesséarias e 0 estresse psicologico das pacientes
com baixo risco de recorréncia, foram avaliados os fatores sociodemogréficos,

grau da lesao cervical e DNA viral.

6.1 Tempo de acompanhamento

Trata-se de coorte com longo tempo de acompanhamento (1998 a 2011), porém o
tempo médio em que cada mulher foi avaliada do periodo da CAF ao momento da
consulta foi, em média, de 25,1 meses; 50% das pacientes possuem tempo

inferior a 18,2 meses (mediana) de acompanhamento.

O tempo de acompanhamento até a recidiva revelou que 80% das pacientes ndo

tiveram recidiva até aproximadamente 16 meses.

O tempo de seguimento das pacientes apds CAF com surgimento de recidiva foi
encontrado em estudos como o de Aeliryu et al. (2012), com tempo médio de
seguimento de 25,3 meses. O critério de definicdo de recidiva foi a existéncia de
NIC em peca de bidpsia ou CAF apds alteracdo citoldgica ou colposcopica no
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seguimento rotineiro. Verguts et al. (2006) relataram 24 meses de
acompanhamento semestral, com diagnostico confirmado histologicamente. Em
pesquisa de Murta et al. (1999) o acompanhamento foi de 32 meses,

anormalidade na citologia ou biopsia ou peca cirdrgica.

Neste estudo avaliou-se o risco de recidiva para NIC baseando-se nas condi¢gbes

sociodemogréficas, HPV, gravidade das lesdes de NIC e HIV.

6.2 Populacéao

As 287 pacientes arroladas neste trabalho foram diagnosticadas com leséo
intraepitelial cervical por meio de exame citoldégico, colposcépico ou
histopatolégico do colo uterino, submetidas a CAF e mantidas sob
acompanhamento ambulatorial. Foram avaliadas 426 pacientes e inseridas no
banco de dados confeccionado no SPSS. As informacdes de 132 pacientes
foram excluidas por ndo apresentarem informacdo sobre o tempo de
acompanhamento. Assim, restaram 287 na analise. Na literatura foram
registradas outras coortes de acompanhamento das pacientes, como a de Kim et
al. (2011), com 287 pacientes; de Kitchener et al. (2009), com 917 mulheres; e a
de Chan et al. (2009) em estudo multicéntrico.

6.3 Caracteristicas sociodemograficas

Foram descritos as caracteristicas da populacdo em estudo, os grupos por idade,
inicio da vida sexual, numero de parceiros, mudanca de parceiros e paridade,

tabagismo, portadoras do HIV.

Na amostra estudada a idade média foi de 36,6 anos, com desvio-padréo de 11,1
anos, nao evidenciando diferenca significante entre os grupos no que se refere ao
risco de recidiva, mostrando os dois grupos bem homogéneos. As pacientes que
tinham menos de 35 anos e as que tinham 35 ou mais tiveram, ambas, 22,6% de

recidivas. Resultado similar foi encontrado em estudos observacionais
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longitudinais retrospectivos e prospectivos. A média etaria de 36 anos que foi
enfatizada por Hughes (2002), em Cambridge, e Gerber (2001). Para Costa et al.
(2002), a média de idade foi de 33 anos; Aeliryu et al. (2012) encontraram 39,3;
Murta et al. (1999) acusaram média de idade de 37,4 anos e Brismar et al. (2009)
de 35,4 anos.

A observacao da presente investigacdo para idade média da primeira relacao foi
de 17,9 anos, com mediana de 17 anos, sendo similar a encontrada por Silva e
Rodrigues (2010) no Rio de Janeiro, de 17,5 anos; 18 anos encontrada por

Bezerra et al. (2005); e 16,8 anos encontrada por Cox et al. (1999) na Califérnia.

Na andlise do estudo, ndo houve diferenca quanto a idade do inicio da atividade
sexual entre as pacientes que iniciaram com idade menor ou igual a 17 anos - 156
pacientes (54,4%); maiores de 17 anos - 131 pacientes (45,6%), ndo havendo
associacao estatistica. Este resultado também foi encontrado por outros autores
(ELLERBROCK et al., 2000).

O inicio precoce da atividade sexual esta relacionado a infeccao pelo HPV e é

considerado fator de risco de cancer de colo uterino (MURTA et al., 1999).

A proporcdo de mulheres tabagistas nesta pesquisa foi de 191 (66,5%) pacientes
e 96 (33,5%) nao tabagistas, sendo a prevaléncia estimada de tabagismo para
mulheres no Brasil de 24,4% pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(COSTAet al,2002). O risco relativo de ser fumante para ter recidiva € de
1,62, com valor-p=0,056 e intervalo de confianca de 0,98-2,65. Apesar da

importancia clinica, ndo houve significancia estatistica.

O fumo é um fator de carcinogénese do colo uterino. Mulheres fumantes tém mais
probabilidade de desenvolver cancer de colo uterino e lesfes intraepiteliais, com
elevadas taxas de recidivas apOs tratamento. As substancias carcinogénicas

existentes no fumo atuam na cérvice, diminuindo a resposta imunolégica celular.

O tabagismo diminui significativamente a quantidade e funcdo das células de

Langhans, células apresentadoras de antigenos e que sdo responsaveis pela
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ativacdo da imunidade celular local do HPV. Carcinogénicos quimicos conhecidos
como cotinine, nicotina, fendis, hidrocarbonetos e alcatrdes, encontrados em
niveis altamente concentrados no muco cervical de mulheres tabagistas, sdo um

dos possiveis mecanismos de carcinogénese cervical.

O risco relativo para desenvolver neoplasia intraepitelial cervical grau 3 ou cancer
cervical foi de 3,33 a 4,3, respectivamente, para ex-fumantes e fumantes
comparado com as nao fumantes (CASTLE et al., 2009). Porém, a associacéo
entre infecgdo por HPV e tabagismo foi observada em alguns estudos, mas nao
corroborada por outros (HERRERO et al., 2008; GIULIANO et al., 2001).

6.4 Caracteristicas ginecolégicas e obstétricas

A paridade média encontrada em nosso estudo foi de dois partos, sem
associacdo entre a paridade e a recidiva. Estudos realizados em mulheres com
HPV observaram maior risco de lesdo associado ao numero de gestacfes a termo
ou de nascidos vivos. Mulheres com sete gestacbes ou mais tiveram risco
aproximadamente quatro vezes mais alto quando comparadas com nuliparas
(MUNOZ et al., 2003). Em outras publica¢cdes foi apurado niamero médio de
partos variando entre 1,1 e 2,4 (GERBER et al.,, 2001; LAMBERT et al., 1999;
SILVA; RODRIGUES, 2002). Alguns autores associam o numero de partos
transpélvicos e a neoplasia cervical, nos quais poderia existir traumatismo do colo
uterino facilitando o processo de carcinogénese. Assim, o numero de gestacfes
associa-se, como cofatores do HPV, ao desenvolvimento de lesfes intraepiteliais,
devido as alteracdes imunoldgicas ocorridas no organismo materno, tornando-as
menos resistentes as infecgdes, ou devido a acdo dos hormonios sexuais, que se

encontram aumentados durante a gravidez.

6.5 Achados citoldgicos, histolégicos e PCR
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As 287 pacientes deste trabalho foram diagnosticadas com lesédo cervical por
meio do exame citolégico ou triadas pelo teste de Schiller e submetidas a biopsia
guiada por colposcopia; o diagnéstico de NIC foi confirmado histologicamente. No
servico, a principal indicacdo de conizacdo cervical € o diagnostico de NIC2 ou
mais. Neste estudo obtivemos 233 pacientes (81,2%) com resultado da anatomia
patolégica com NIC2 ou mais e 54 (18,8%) com NIC1. Outra indicacdo para a
realizacdo da conizacao cervical € a discordancia entre o exame citologico e o
exame histologico quando a citologia persiste de HSIL. Ha consenso na literatura
(MANTHEWS et al., 2007) de que, sendo a citologia cervical um exame altamente
especifico (ARBYN et al.,, 2004), mesmo que o exame histolégico cervical ndo
confirme o diagnaostico citolégico ou que a bidpsia cervical ndo seja realizada por
auséncia de alteracbes ao exame colpdscopico, realizou-se a conizacao cervical
da paciente como forma de elucidacdo diagnéstica, além de terapéutica. O
mesmo ocorreu em pacientes com alteracdes colposcépicas maiores com
citologia normal, sendo feita a bidpsia cervical; se confirmada neoplasia
intraepitelial de alto grau, indica-se conizacdo (GOLBANG et al., 1997,
MANTHEWS et al., 2007).

Outra situacdo de indicacdo de conizagdo foi NIC1l persistente e NIC1 em
pacientes HIV-positivo, considerando-se que no inicio desta coorte, em 1999, a

indicacdo era de conizacao.

Revisdo sistematica da acuracia do teste de Papanicolau feita por Cuzik et al.
(2006), incluindo mais de 60.000 mulheres que foram testadas para ambos, HPV
e citologia, fornece comparacdo direta da sensibilidade desses dois testes. A
sensibilidade da citologia foi significantemente menor do que o teste HPV para
LSIL; NIC1 variou de 17 a 99% e a especificidade variou de 9 a 100%. Para HSIL
e NIC2 ou 3, a sensibilidade da citologia era mais alta - 53% (variacdo de 44 a

99%) - e a especificidade mais baixa, variando de 91 a 98%%.

Na presente casuistica, 47 pacientes (16,4%) exibiram citologia normal e em 240
(83,6%) a citologia estava alterada, isto €, o diagndstico era de leséo intraepitelial

cervical.
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Na avaliagdo das pecas cirlrgicas, o exame anatomopatoldgico da CAF realcou
que 233 (81,2%) pacientes tiveram o resultado de NIC2 ou + e 54 (18,8%)

pacientes tinham cervicite com HPV ou NIC1.

A classificagcdo utilizada atualmente inclui a denominacdo les&o intraepitelial
escamosa (LIE) para as alteracdes citologicas e neoplasia intraepitelial cervical
(NIC) para as alteracdes histologicas. Estas ultimas estao divididas em trés graus
de intensidade: NIC 1, 2 e 3. As NIC 2 e 3 sdo consideradas lesdes de alto grau e
possuem maior potencial de evolugdo para carcinoma invasivo do colo uterino
(RICHART, 1973).

6.6 Recidiva da neoplasia intraepitelial cervical

Das 287 pacientes acompanhadas, 65 apresentaram recidiva (22,6%). Quando
separadas pelo grau de NIC, das 233 com NIC2 ou +, 183 (78,5%) néao
recidivaram e 50 (21,5%) recidivaram. Entre as 54 pacientes com cervicite ou
NIC1, 39 (72,2%) n&o recidivaram e 10 (18.5%) recidivaram.

As 65 pacientes que tiveram recidivas foram submetidas a novo procedimento
cirirgico (CAF). Das que recidivaram, 34 (54%) tiveram o resultado da anatomia
patologica NIC2 ou + e 29 (46%) tinham o resultado de cervicite ou NIC1. A curva
de sobrevivéncia da variavel anatomia patologica dos dois grupos se cruza.
Portanto, foi realizado o teste de Wilcoxon, que ndo demonstrou significancia

estatistica com valor-p=0,723.

As lesdes intraepiteliais podem ser vistas como um continuo da mesma doenca,
sendo que 43 a 58% das lesGes irdo regredir se nao forem tratadas, enquanto
apenas reduzida porcentagem de 2% ir4 progredir para NIC3 e 5% irdo progredir
para cancer invasivo (MELNIKOW et al., 2009; OSTOR, 1993). Para os casos de
NIC3, a progressédo espontanea estimada € de 32 a 47%, enquanto 12 a 36%
poderédo evoluir para carcinoma invasivo se nao forem tratadas. As NIC 2 e 3 séo

agrupadas sob a denominacao de alto grau e s&o tratadas da mesma maneira,
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pois ambas possuem elevadas taxas de progressao para cancer e sua distincao
histoldgica é pequena (MELNIKOW et al., 2009; OSTOR, 1993).

Nesta coorte, apenas uma paciente em seguimento evoluiu para carcinoma
invasor. Outras tiveram a segunda recidiva e nova abordagem, o que demonstra
que o0 seguimento e manuseio da neoplasia intraepitelial € importante e eficiente

para prevenir o cancer de colo uterino.

Considerando ser o comprometimento de margens cirdargicas fator importante de
progndstico para persisténcia ou recidiva de neoplasia intraepiteliais, sua analise
€ fundamental. No nosso estudo verificou-se que 70 (25,1%) pacientes
apresentaram margens ectocervicais comprometidas, em consonancia com Varios

estudos da literatura.

Metandlise realizada por Ghaem-Maghami et al. acusou indice de excisdo

incompleta, por procedimentos eletrocirargicos, variando de 9-53%.

Pesquisas mostram que excisdes incompletas podem estar associadas a risco
aumentado de doenca residual. Posteriormente (durante o seguimento), 7 a 85%
das pacientes com margens comprometidas exibiram leséo residual, recorrente
ou invasiva (BAGOLU et al., 2010). H4 também a possibilidade (embora menor)
de recidiva quando as margens sao livres. A recorréncia apds completa excisao
da leséo pode ser devida a lesdo multifocal, imunossupressédo, comprometimento
glandular, investigacao cirtrgica inadequada ou persisténcia do HPV (BAGOLU et
al., 2010).

Alguns autores consideraram as margens o principal determinante de risco para
recidiva (JULIATO et al., 2000). Kitchener encontrou risco relativo de 5,5 vezes
para incisdo incompleta da lesdo. Apesar disso, alguns autores verificaram que
dois tercos das recidivas ocorreram quando as margens estavam livres (HANAU;
BIBBO, 1997).
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Todavia, as margens livres ndo garantiram auséncia de recidiva da doenca:
16,5% das mulheres sem acometimento marginal apresentaram leséo residual no

acompanhamento citolégico (DIETRICH et al., 2002).

Maluf et al. (2004), em estudo prospectivo com 63 pacientes submetidas a CAF e
seguimento médio de trés anos e meio, encontraram recidiva da lesdo em 53,8%
dos casos com margens comprometidas e em 12,9% dos casos com margens
livres, mostrando haver relacdo significativa entre as margens cirurgicas e a

evolucéo das pacientes.

Alto percentual de recidiva para margens comprometidas (RR2, 04) e
comprometimento glandular (RR3, 46) foi descrito por Lima et al. (2006). A
ocorréncia simultanea de comprometimento glandular e margens ectocervicais
comprometidas apresentou recidivas mais frequentes e em menos tempo.
Constatou-se que os fatores de risco significativamente associados a recidiva das
lesbes no colo uterino foram: soropositividade para HIV, comprometimento

glandular e margens ectocervicais comprometidas.

No presente estudo verifica-se que das 70 (25,1%) pacientes que apresentaram
margens ectocervicais comprometidas, 26 (37,1%) tiveram recidivas e 44 (62,9%)
nao tiveram. Das 209 (74,9%) com margens livres, 37 (17,7%) vieram a ter
recidiva e 172 (82,2%) nao tiveram. As margens ectocervicais comprometidas
tiveram recidivas em 40% no periodo de 16 meses e nas pacientes com margens
livres a recidiva ocorreu em 20% delas no periodo de 80 meses. Portanto, foi
realizado o teste de log-rank para analise univariada, no modelo de Cox,
mostrando que margem ectocervical comprometida apresentou valor p<0,001,
com IC95% de 1, 69-4, 65, estatisticamente significativo, com associacéo
consistente de acordo com Lubrano et al. (2012). O risco de uma paciente com
margem ectocervical comprometida ter recidiva da lesdo intraepitelial cervical é

2,81 vezes mais alto.

O comprometimento glandular foi avaliado nas pecas cirirgicas, com resultado de
recidiva em 31 (37%) das 84 pacientes com margem comprometida glandular.

Das 188 pacientes sem comprometimento glandular, 155 (82,4%) néo tiveram
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recidivas e 33 (17,2%) a tiveram. Quase 50% das pacientes com
comprometimento glandular tiveram recidiva no periodo de 20 meses. Apenas
20% das pacientes com auséncia de comprometimento glandular tiveram recidiva

em 60 meses.

Na andlise univariada no modelo de Cox, o valor p foi de <0,001, com IC de
1,73-4,62. Portanto, o risco das pacientes com comprometimento glandular terem

recidiva da doenca foi de 2,82.

Outros estudos tiveram porcentagem semelhante, como o de Juliato et al. (2000),

com 26% das pacientes com margens comprometidas apresentando recidiva.

Aeliryu et al. (2012) acusaram que 27% das margens comprometidas evoluiram
para recidiva. Segundo Murta et al. (1999), esse percentual foi de 26,4%%; para
Verguts et al. (2006), de 19,4%; Brismar et al. (2009) encontraram que 27% das

pacientes com recidiva apresentaram margens comprometidas.

Em 2011, Kim et al. avaliaram 287 pacientes com lesdes intraepiteliais de alto
grau que foram submetidas a CAF. Todas mostravam espécime cirlrgico
indicando margens livres de comprometimento neoplasico e o tempo de
seguimento foi de 24 meses. Foi realizada captura hibrida Il durante o seguimento
dessas mulheres nos meses 3, 6, 9, 12, 18 e 24 apos a realizacdo da CAF. Foi
detectada infeccdo persistente por HPV de alto risco, nos respectivos meses, em
45,6%, 14,3%, 6,3%, 2,2%, 1,5% e 1,1% das mulheres. Apds dois anos de
seguimento, 24 mulheres do grupo com infeccdo persistente por HPV alto risco
apresentaram recidiva da lesdo detectada por biopsia, o que indicou que a
infeccdo persistente pelo HPV alto risco pode ser considerada fator de
persisténcia e recidiva maior que o status das margens cirurgicas.

Dessa maneira, tais resultados permitem concluir que as pacientes com margens
ectocervical e envolvimento glandular positivos ndo necessitariam de novo
procedimento excisional de imediato, podendo ser acompanhadas rigorosamente

com citologia e colposcopia e tratadas caso apresentem novo sinal de doenca.
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A negativagdo da maioria das pacientes com margens positivas poderia ser
explicada nos casos de CAF, em parte pela cauterizagdo da area cruenta apos a
retirada do espécime cirurgico. Também deve ser lembrada a intensa reacao
inflamatoria que ocorre no sitio de tratamento, com liberacdo de inUmeros
mediadores imunoldgicos e atracao de linfocitos e outras células da imunidade, os
quais poderiam destruir o processo residual (MUNK et al., 2007). Porém,
metanalise de Ghaem Maghami sugere que mulheres com mais de 50 anos ou

prole constituida sejam submetidas a nova CAF.

O HPV detectado na anatomia patologica das 287 pacientes submetidas a
eletrocirurgia foi encontrado em 268 (99,3%); duas pacientes eram HPV-negativo;
e 17 estavam sem informacdo. As 59 pacientes que recidivaram, entre as 65 do
estudo, tiveram HPV no resultado da anatomia patologica da peca cirtrgica e seis

estavam sem informagéo.

Em nosso estudo foi realizado o teste de PCR para DNA do HPV em um periodo
de seis meses a 24 meses apds o procedimento cirdrgico, para avaliar a
persisténcia do HPV. Nosso intuito era verificar se a persisténcia do HPV poés-
CAF relacionava-se a recidiva, baseado em Kitchener et al. (2009), que visavam
realizar o teste da PCR para identificar as pacientes com risco de desenvolver
NIC em um periodo de trés a 10 anos. Hoje ja existe uma indicacdo de DNA-HPV
no seguimento da paciente pdés-conizacdo do colo uterino. A presenca ou
persisténcia do HPV é um importante fator de risco para recidiva (CHAO, 2004;
KITCHENER et al., 2009; PARASKEVAIDIS et al.,, 2004). Nao se constatando o
HPV, a paciente poderia voltar ao controle clinico de rotina, eliminando o risco de
recorréncia da doenca (HERNARDI et al., 2005).

As 287 pacientes submetidas a CAF tiveram os seguintes resultados: PCR
negativa em 99 (37,4%) pacientes; positiva em 122 (46%); inibidora em 44
(16,6%). Esse resultado néo foi estatisticamente significativo com o valor-p=0,160
e IC de 0,83-3,04. O risco relativo para PCR positivo foi de 1,59 para recidiva
de NIC. Nosso resultado é discordante da literatura, como Bhatla e Moda (2009) e
Franco et al. (2003), que encontraram forte associacdo do DNA-HPV e recidiva da
NIC.
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A possibilidade da detecgcdo viral no pdés-operatorio tardio pode representar
também uma nova infeccdo e ndo falha do tratamento (PARASKEVAIDIS et al.,
2000).

Dados conclusivos da importancia da detecgdo viral foram apresentados por
Ylitalo et al. (2000), ao analisarem, a partir de metodologia de PCR, esfregacos
antigos de citologia oncética de Papanicolaou de mulheres que apresentaram
carcinoma in situ. Analisaram esfregacos citologicos obtidos até 26 anos antes do
diagnéstico de NIC3. Mulheres com alta carga viral para o HPV tipo 16
apresentavam, ja uma década antes, risco relativo de carcinoma in situ do colo
uterino 30 vezes maior quando comparadas com as HPV-negativo. No grupo de
mulheres com alta carga viral antes dos 25 anos, 25% desenvolveram carcinoma
in situ no periodo de 15 anos. Os dados demonstram que a infeccdo viral
persistente é um dos pré-requisitos mais significativos para o desenvolvimento da
doenca e provavelmente a carga viral elevada seja um dos principais fatores

envolvidos na perpetuacéo viral.

A identificacdo de HPV de alto risco € um marcador importante ndo apenas de
infeccdo, mas também de doenca e progndstico de recidiva. Pode-se determinar o
seguimento das pacientes submetidas a tratamento por lesdes graves do colo

uterino.

Estudo sobre a prevaléncia do papilomavirus humano no cancer cervical detectou
o HPV-DNA em 93% dos tumores. O HPV 16 estava presente em 50% dos
espécimes; o HPV 18 em 14%; o HPV 45 em 8%; e o HPV 31 em 5% (BOSCH et
al., 1995).

Na analise do estudo foi encontrado resultado para HPV de alto risco, com risco
relativo de 0,93, IC 0,40-2,15 e valor-p=0,868. A associacdo clinica existe,
porém nao foi estatisticamente significativa, diferindo dos dados da literatura.
Porém, o nosso estudo avaliou os fatores prognosticos da recidiva da NIC, sendo

o teste DNA-HPV realizado no seguimento das pacientes.
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6.7 HIV e HPV

Pacientes HIV-positivo, principalmente os com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), tém elevada taxa de risco para desenvolver lesdes precursoras
no colo uterino, associado ao HPV.

A coinfeccdo pelo HPV é situacdo clinica de maior incidéncia em mulheres
infectadas pelo HIV. Sabe-se que a persisténcia da infeccdo pelo HPV de alto
risco é um fator importante e determinante de cancer invasor e que mecanismos

imunoldgicos sdo necessarios para controlar a infec¢do (CLIFFORD et al., 2006)

As taxas de sobrevivéncia ao HIV estdo melhorando no Brasil e em outros paises.
Isso se deve a uma melhor gestéo clinica, a profilaxia contra infeccdes comuns e
ao uso de HAART. As lesGes precursoras do colo do Utero sdo mais prevalentes
entre os pacientes HIV-positivo e tém mais chances de progredir para um grau
mais elevado da doenca e mais rapido, com pior resposta aos tratamentos e
elevado indice de recidivas (ELLERBROCK et al.,, 2000; PALESFKY; HOLLY,
2003; SUN et al., 1997).

Wright et al. (2007), Frutcher et al. (1996) e Russomano (2001) observaram taxa

de recorréncia maior em paciente HIV-positivo.

Em metanalise de cinco estudos epidemiologicos publicados entre 1986 e 1990,
verificou-se que o risco de desenvolver NIC era cinco vezes mais alto em
mulheres HIV-positivo comparada com as HIV-negativo, com 0s mesmos fatores
de risco (MANDELBLATT et al., 1992).

No nosso estudo 63 (22%) pacientes sdo HIV-positivo e 224 (78%) ndo sao
portadoras do HIV. Destas 224 pacientes HIV-negativo, 194 (86,6%) nao
apresentaram recidiva da doenca e 30 (13,4%) recidivaram. Das 63 pacientes
HIV-positivo, 28 (44,5%) nao recidivaram e 35 (55,5%) tiveram recidiva da NIC.
Portanto, 55,5% das pacientes HIV-positivo apresentaram recidiva da doenca

versus 13,4% das pacientes HIV-negativo que tiveram recidiva.
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As pacientes portadoras do HIV (60%) tiveram recidiva da NIC em torno de 20
meses, enquanto as soronegativas (20%) tiveram recidiva no periodo até de 80

meses.

No teste de log-rank, a variavel HIV teve significancia estatistica, com valor-
p<0,001. Na analise univariada no modelo de Cox, o risco relativo foi 4,45 vezes
mais alto de uma paciente apresentar recidiva de NIC se a mesma for portadora
do HIV. O intervalo de confianga foi de 2,73-7,25.

A conclusao é que um seguimento mais intensivo e rigoroso deveria ser oferecido
a pacientes com margens comprometidas e soropositivas com contagem de CD4
inferior a 500, conforme Adam et al. (2008). Na presente pesquisa nao foi
realizada analise do CD4, por ndo ser um dos objetivos, apesar de ser descrita na
literatura a sua importancia (LIMA et al., 2006).

6.8 Comentéarios finais

Pacientes que tenham sido submetidas a CAF por NIC e que apresentarem
comprometimento de margens cirdrgicas e/ou comprometimento glandular sao
mais susceptiveis a recidiva, devendo ser seguidas com mais atencdo. Também
precisam de seguimento mais rigoroso as pacientes infectadas pelo HIV, quando

comparadas as nao infectadas, devido a mais chance de recidiva de NIC.

A principal estratégia na prevencédo e no controle do cancer cervical € a deteccao
precoce das lesbes pré-cancerosas, permitindo que intervencdes e terapias

efetivas possam contribuir para a reducdo da sua mortalidade e morbidade.
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7 CONCLUSOES

a) A frequéncia de recidiva de neoplasia intraepitelial cervical apds a cirurgia

b)

de alta frequéncia foi dentro do esperado. O risco de recidiva em mulheres
portadoras do HIV no decorrer do seguimento foi significativamente mais
alto, comparado com as mulheres néo infectadas pelo HIV.

Os fatores de risco que se associaram significativamente a recidiva de
neoplasia intraepitelial cervical apds a cirurgia de alta frequéncia foram;

HIV; margem cirdrgica comprometida; e comprometimento glandular.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO A - CLASSIFICACAO CITOLOGICA DE BETHESDA 2001

- Adequacéo das laminas:
Satisfatoria
Insatisfatoria
- Dentro dos limites da normalidade
- AlteracOes celulares benignas (reativas)
- Anormalidades em células epiteliais
- Em células escamosas
1- ASCUS — Atipias celulares de grau indeterminado
2- LSIL — Lesdo intraepitelial de baixo grau — condilomas e NIC 1
3- HSIL — Lesao intraepitelial de alto grau — NIC 2 e 3
4- Carcinoma de células escamosas
- Em células glandulares
1- AGUS - Atipias em células glandulares de grau indeterminado

2- Adenocarcinoma



ANEXO B - PARECER ETICO

Secretaria Municipal de Satde de i3elo Horizonte

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

w Parecer: 0007.0.410.00C-1 A

Pesquisador: Mana Inés de Miranda Lima
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CEP/SMSA/BH “aprovou emi™21 de julho de“2011, o projeto " de pesquisa intitulado
“AVALIACAO DOS FATORES DE RISCO PARA REIDIVA DA NEOPLASIA
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como seu Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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Coordenador Adjunto do CEP/SMA/BH

Avenida Afonso Pena, 2336, 92 andar. Funciondric: - belo Horizonte. 30.120-007 - MG
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ANEXO C - Terminologia colposcépica aprovada pela Federation for Cervical
Pathology and Colposcopy (IFCPC)

Atualmente, utilizamos uma terminologia colposcépica aprovada pela
Federation for Cervical Pathology and Colposcopy (IFCPC) no Xl Congresso

Mundial em Barcelona.

Nomenclatura de Aspectos Colposcdipicos — Barcelona 2002

I.  Achados colposcopicos normais:

Epitélio escamoso original
Epitélio glandular
Zona de Transformacéo

[I.  Achados colposcépicos anormais:

Epitélio acetobranco plano
Epitélio acetobranco denso
Mosaico fino

Mosaico grosseiro
Pontilhado fino

Pontilhado grosseiro

lodo parcialmente positivo
lodo-negativo

Vasos atipicos

[1l.  Alteracdes colposcdopicas sugestivas a cancer invasivo

IV. Colposcopia insatisfatoria:

Juncéo escamocolunar nao visivel
Inflamacao grave, atrofia grave, trauma, cérvice néo visivel

V. Miscelania:

Condiloma Atrofia
Queratose Deciduose
Erosao Pdlipo

Inflamacao
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Nesta classificacéo, o termo leucoplasia foi substituido por queratose.

Identificar a juncdo escamocolunar (JEC) é condicdo obrigatoria para
classificar a colposcopia como satisfatoria.

A zona de transformacdo é a regido que vai desde o epitélio escamoso
original até o glandular e pode variar de acordo com a idade da mulher. E nessa
regido que ocorre a maioria das lesdes HPV induzidas.

Passam a ser definidos trés tipos de zona de transformacao:

a) Tipo 1: a zona de transformacdo € completamente ectocervical e
completamente visivel, e pode ser pequena ou grande.

b) Tipo 2: a zona de transformacdo tem um componente endocervical
totalmente visivel e pode ter um componente ectocervical que pode ser
pequeno ou grande.

c) Tipo 3: a zona de transformag&o tem um componente endocervical que nao
€ completamente visivel e pode ter um componente ectocervical pequeno

ou grande.
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ANEXO D - Estadiamento para cancer do colo uterino atualizado em 2009

ESTADIAMENTO DO CANCER DO COLO UTERINO

Estadio | — Tumor restrito ao colo sem extensao ao corpo uterino

IA Tumor invasivo somente diagnosticado por microscopia com invasdo <5 mm e
extensdo < 7 mm.

IAL1 — Invasédo estromal < 3 mm e extensdo < 7 mm.

IA2 — Invasdo estromal entre 3 e 5 mm e extensdo < 7 mm.

IB Tumor clinicamente visivel limitado ao colo ou tumores pré-clinicos > estadio IA.

IB1 — Tumor clinicamente visivel < 4 cm em seu maior diametro.

IB2 — Tumor clinicamente visivel > 4 cm em seu maior diametro.

Estadio Il —= Tumor invadindo o Gtero, mas néo a parede pélvica ou tergo inferior

davagina

IIA N&o hé invasao parametrial

[IA1 — Tumor clinicamente visivel < 4 cm em seu maior diametro

[IA2 — Tumor clinicamente visivel > 4 cm em seu maior diametro

[IB Tumor com invaséo parametrial

Estadio Ill = Tumor com extenséo a parede pélvica e/ou compromete o ter¢co

inferior da vagina e/ou causa hidronefrose ou rim ndo funcionante

[IIA Tumor invade terco inferior da vagina sem extenséo a rede pélvica

[1IB Extenséo a parede pélvica e/ou hidronefrose ou rim nao funcionante

Estadio IV — Tumor extende-se além da pelve ou invade a mucosavesical ou do

reto

IVA Extenséo a 6rgaos adjacentes

IVB Extensao a 6rgaos a distancia
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos convidando vocé a participar da investigacdo no projeto de
pesquisa “Avaliacdo dos fatores de risco para recidiva da neoplasia
intraepitelial cervical apds conizacdo com cirurgia de alta frequéncia”.

As pacientes que foram submetidas a conizagdo do colo uterino por
apresentarem neoplasia intraepitelial cervical necessitam de seguimento criterioso
a cada seis meses, seguindo protocolo para identificar recidiva e possibilitar novo
tratamento.

Nosso objetivo é verificar a frequéncia de recidiva e fatores que se
relacionam a esse evento, epidemiolégicos, imunoldgicos e da pega cirurgica.

Essas informacfGes serdo usadas para melhorar o acompanhamento e
tratamento das lesGes do colo do utero, prevenindo o cancer. Caso sua opgao
seja por ndo participar deste trabalho, o tratamento serd o mesmo, apenas seus
dados ndo serdo incluidos.

Se vocé decidir participar deste estudo, vocé devera assinar este
documento, autorizando-nos a coletar dados dos exames realizados
anteriormente. Sera realizada uma avaliacao atual do colo,com coleta de citologia,
colposcopia e coleta de amostra cervical para deteccdo e tipagem do HPV.

Também podera ser solicitada uma tipagem de HIV.

Quantas mulheres participardo deste estudo?

Necessitaremos em torno de 160 pacientes para o estudo.

Quais sao os riscos deste estudo?

N&o hda riscos. Vocé ndo sera submetida a qualquer novo procedimento
meédico, estara fazendo a rotina de sua doenca acrescida da pesquisa do HPV no
colo. Um dos objetivos é verificar se ocorreu desparecimento do virus apos a

conizagao.
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HA BENEFICIOS AO PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Sim. As informacdes obtidas ajudardo os meédicos a conhecerem mais
sobre o tratamento das lesbes pré-malignas do colo do Utero. Pretende-se saber
se ha associagéo do virus HPV e o risco de recidiva da neoplasia intraepitelial do

colo.

Confidencialidade

As informacdes dos prontuarios médicos sdo confidenciais e sé serdo
utilizadas por profissionais que trabalham neste estudo e os resultados poderdo
ser publicados em revista médica. Entretanto, vocé ndo sera identificado em
alguma publicacao.

Eu li este termo de consentimento (ou alguém o explicou para mim), todas
as minhas perguntas foram respondidas e concordo em participar deste estudo.
Estou ciente de que posso sair a qualquer momento sem perder o direito de

receber os cuidados médicos que meu caso exige.

Nome do paciente Data ----/ ----/-----

Pesquisadora Orientadora da Pesquisa

Dr?. Helena Rabelo Castro Meira Prof. Dr®. Maria Ines de Miranda Lima
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APENDICE B - FORMULARIO DE PESQUISA

Avaliacao dos fatores de risco pararecidiva da neoplasia intraepitelial
cervical apds cirurgia de alta frequéncia”

1- NUmero de ordem:
2- Local de atendimento:
1- Sagrada Familia
2- Mario Pena
3- Prontuario:
4- Data: /| [
5- Data da primeiraconsulta: /[
6- Nome:
7- Endereco:
8- Data de nascimento: /[
9- ldade primeira consulta:
10- Estado civil:
1- ( ) solteira/separada/divorciada
2- () casada/unido estavel
3-( ) viava
4- () outro
11- Tipo de trabalho
1- ( )dolar
2- () forado lar
3- () profissionais do sexo
9- ( )ignorado
12- Tabagismo
1- ( )sim
2- ( ) nao
3- ( ) ex- tabagista
9- ( ) Ignorado
13- Inicio de atividade sexual :_ anos
14- Numero de parceiros
1- ( )Um
2- () Entre doise 5
3- ( ) >5 parceiros
15- Gesta:
16- Para:
17- Aborto:
18- Portadora do virus HIV
1- ( ) SIM
2- ( )NAO
19- Motivo da consulta
1-( ) alteragéo citologica
2-( ) citologia normal e schiller positivo
3-( ) alteracéo bidpsia
20- Data da Citologia: /[




21- Resultado da citologia
1- ( ) Dentro dos limites da normalidade
2- () Mudancas reativas ou reparativas

3-()
4- ( ) ASCUS
5- () LSIL
6-( )
7-()
8- ( ) Carcinoma de células escamosas
9- () Adenocarcinoma
10- ( ) Aguardando resultado
11- ( ) nao informado
22- Colposcopia
1-( ) normal
2-( ) alterada
23- Resultado da bidpsia
1- ( ) Cervicite
) NIC1
) NIC2
) NIC3
) Cervicite com HPV
) Carcinoma invasor
) Adenocarcinoma
) Aguarda bidpsia
9 () Biopsia néo realizada
24-Datada CAF: __ /| |
25- Anatomopatolégico da CAF
1-( ) Cervicite
2-( )NIC1
3-( ) NIC2
4-( )NIC3
5-( ) Cervicite com HPV
6-( ) Microcarcinoma
7-( ) Adenocarcinoma
8-( ) Carcinoma invasor
26- Sinais histopatologicos do HPV
1-(
2-(
3-(
Marg
1-(
2-

GD\IC»(.IJ'I-bOOI\J
AN AN AN S

) Sim
) Nao
) ndo avaliada
ens da CAF
) Livre
-( ) Comprometida
3-( ) Nao avaliada
28- Ocupacéo glandular
1-( )Sim
2-( ) Nao
3- ( ) néo avaliada
29- Tipagem de HPV pré- CAF
1- ( ) ALTORISCO
2- () BAIXO RISCO

Alteracdes citopéticas sugestivas de HPV
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3- ( )AMBOS
4- () nao avaliada

Finalizacéo

30- NUmero de consultas de retorno:

31- Data da ultima consulta: [

32- Amostra cervical para HPV-
1- () positivo
2- () negativo
3- () inibidora
9- () ignorado

()
-( )néo
()

ignorado

()
-( )néo
()

ignorado

()
-( )néo
()

1- () sim

2- () nao

9-Ignorado (n&o foi pesquisado)
41- Outros tipos:
42-DatadaPCR:__ [/ [
43- Risco viral do HPV-

1- ( )Baixo risco

2- ( )Alto risco

3- ( )Ambos

9- ( )lgnorado
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44- Multiplicidade do HPV
1- (  )somente um tipo
2- ( )dois tipos
3- ( )trés tipos
4- ( )quatro tipos ou mais
9- ( )lgnorado
45- Mudanca de parceiro apos a CAF
1- () sim
2- ( )nao
9- () ignorado
46- Ocorréncia de recidiva
1- () sim
2- () néo

QUESTIONARIO DA RECIDIVA

Primeira recidiva
46- Data da recidiva  ----/-----/-----
47- Citologia da recidiva
1- () normal
2- () alterada
48- Colposcopia
1- () normal
2- () alterada
49- Bidpsia
1- () cervicite
) NIC1
) NIC2
) NIC3
) cervicite com HPV
)carcinoma invasor
) Adenocarcinoma
) aguarda bidpsia
9- () biopsia néo realizada
50- Data da CAF recidiva  ----/----/---
51- Anatomopatologico CAF recidiva
1- ( ) cervicite

O~NO OB WN
NN N NN NN

Adenocarcinoma
carcinoma invasor
52- Sinais histopatol6gicos do HPV

-( )Sim
()

—
3
O
=
(@]
0
QD
=
Q.
>
o
3
QD
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3-( ) néo avaliada

53- Margens da CAF
1-( ) livre
2- () comprometida
3-( ) néo avaliada
54- Ocupacéo glandular
1-( ) sim
2-( ) nao
3-( ) néo avaliada

SEGUNDA RECIDIVA

55 - Data da recidiva  ----/-----/-----
56- Citologia da recidiva
3- () normal
4- () alterada
57- colposcopia
3- () normal
4- () alterada
58- Biopsia
1- ( ) cervicite
-( )NIC1
) NIC2
) NIC3
) cervicite com HPV
) carcinoma invasor
) adenocarcinoma
) aguarda bidpsia
9- () biopsia ndo realizada
59- Data da CAF recidiva ----/----/---
60- Anatomopatolégico CAF recidiva
1- ( ) cervicite
( )NIC1
( )NIC2
( )NIC3
() cervicite com HPV
(
(
(
[

CONO U WN
e e T N N N

4

) microcarcinoma
) adenocarcinoma
) carcinoma invasor
nais histopatolégicos do HPV
( ) Sim
( ) Néo
3-( ) néo avaliada
62- Margens da CAF
1- () livre
2- () comprometida
3-( ) néo avaliada
63- Ocupacéo glandular

2.
3-
5-
6-
7-
8-
61- Si

1
2
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1-( ) sim

2-( )nao

3-( ) néo avaliada
64- Terceira recidiva

1-( )sim

2-( )nao

PACIENTES HIV-POSITIVO
Avaliacdo dos fatores de risco para recidiva da neoplasia
cervical apés cirurgia de alta frequéncia”
65- Uso de medicamentos anti-retrovirais :
1-( ) Sim
2-( ) nao
3-( ) uso temporario
4- () ignorado
Sorologia positiva:
1- ( ) menosde 1l ano
2- ( )entre 2e5anos
3- ( ) acimade 5 anos
66- Forma de contagio:
1- () sexual
2- () sangue
3- () transmissdao vertical
4- () usuéria de drogas
9- ( )ignorado
67- Data da dosagem de CD4  ----/----/----
68- Resultado numérico de CD4  --------
69- Contagem de células T CD4"-
1-( )<200
2- () entre 200 e 500
3-( ) >500
70- Doenca indicadora de AIDS
1- () sim
2- () nao
3- ( )ignorado
71- Data da dosagem da carga viral =~ ----/--/---
72 - Resultado numérico da carga viral = --------
73- Classificacao da carga viral
1- ( ) <50 copias /mL,
2- () <400 copias/mL ou 2,6 log
3- ( ) de 401 a 50.000 copias/mL ou 4,7 log
4- () >50.000 cépias/mL ou > 4,70 log

65-

PRIMEIRA RECIDIVA
74 - Data dosagem do CD4 --- [---- [----
75 - CD4 proximo até 4 meses da CAF da recidiva  -----------
76- CD4
1- ( ) <que 200
2- () entre 200 e 500
3- () >que 500
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77 - Data da carga viral --- / ----- [------
78 - Valor da carga viral ---------

79 - Classificagéo da carga viral
1- ( ) <50 copias /mL
2- () <400 cépias/mL ou 2,6 log
3- ( ) de 401 a 50.000 copias/mL ou 4,7 log
4- () >50.000 cépias/mL ou > 4,70 log
80 - Evolucéo clinica da paciente -----------==-=-mmmmmmmmmmmmmo e

SEGUNDA RECIDIVA HIV-POSITIVO
81- DatadosagemdoCD4 [/ /
82- CD4 proximo até 4 meses da CAF da recidiva -----------

83 - CD4
1- ( ) <que 200
2- ( ) entre 200 e 500
3- ( ) >que 500

84- Data da carga viral --- /---- [------
85- Valor da carga viral ----------
86- Classificagéo da carga viral
1- ( ) <50 copias /mL,
2- () <400 cépias/mL ou 2,6 log
3- ( ) de 401 a 50.000 copias/mL ou 4,7 log
4- () >50.000 cépias/ml ou > 4,70 log



APENDICE C - Resultados

TABELA 9 - Estimativa de Kaplan-Meier: tempo até a recidiva - continua
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Temp N° de N°de Probabilidade Desvio- IC 95%

0 individuos falhas de Padrdo Inferio  Superio

sob risco Sobrevivéncia r r

0 287 1 1.00 0.003 0.99 1.00
3.19 285 1 0.99 0.005 0.98 1.00
3.52 284 1 0.99 0.006 0.98 1.00
3.75 283 1 0.99 0.007 0.97 1.00
3.84 282 1 0.98 0.008 0.97 1.00
3.94 281 1 0.98 0.008 0.96 1.00
4.37 280 2 0.97 0.010 0.95 0.99
5.12 273 1 0.97 0.010 0.95 0.99
5.75 264 1 0.97 0.011 0.94 0.99
6.21 253 1 0.96 0.012 0.94 0.98
6.83 243 1 0.96 0.012 0.93 0.98
7.06 240 1 0.95 0.013 0.93 0.98
7.42 232 1 0.95 0.013 0.92 0.98
7.56 228 1 0.95 0.014 0.92 0.97
8.02 222 1 0.94 0.014 0.91 0.97
8.05 221 1 0.94 0.015 0.91 0.97
8.15 220 1 0.93 0.016 0.90 0.96
8.28 219 1 0.93 0.016 0.90 0.96
8.31 218 2 0.92 0.017 0.89 0.95
8.48 213 1 0.92 0.017 0.88 0.95
8.87 210 1 0.91 0.018 0.88 0.95
8.97 208 1 0.91 0.018 0.87 0.94
9.63 206 1 0.90 0.019 0.87 0.94
9.82 203 1 0.90 0.019 0.86 0.94
10.32 199 1 0.89 0.020 0.86 0.93
10.35 197 1 0.89 0.020 0.85 0.93
11.37 194 2 0.88 0.021 0.84 0.92
114 192 1 0.88 0.021 0.83 0.92
11.76 189 1 0.87 0.022 0.83 0.91
12.19 186 2 0.86 0.022 0.82 0.91
12.22 184 1 0.86 0.023 0.81 0.90
12.39 182 1 0.85 0.023 0.81 0.90
13.04 175 1 0.85 0.023 0.80 0.89
13.14 173 1 0.84 0.024 0.80 0.89
135 171 1 0.84 0.024 0.79 0.89
13.6 170 1 0.83 0.025 0.79 0.88
13.76 169 1 0.83 0.025 0.78 0.88
15.18 163 2 0.82 0.026 0.77 0.87
15.44 161 1 0.81 0.026 0.76 0.86
15.77 156 1 0.81 0.026 0.76 0.86
16.23 154 1 0.80 0.027 0.75 0.86
18.17 145 2 0.79 0.027 0.74 0.85
19.28 138 1 0.78 0.028 0.73 0.84
19.78 133 1 0.78 0.028 0.73 0.84
20.11 132 1 0.77 0.029 0.72 0.83
21.75 122 1 0.77 0.029 0.71 0.83
22.63 120 1 0.76 0.030 0.70 0.82
22.67 119 1 0.75 0.030 0.70 0.81




23.46 115 1 0.75 0.030 0.69 0.81
23.69 112 1 0.74 0.031 0.68 0.80

TABELA 9 - Estimativa de Kaplan-Meier — Tempo até a recidiva - conclui

N° de o Probabilidade . IC 95%
. N° de Desvio-
Tempo individuos falhas de Padrdo  Inferi S .
sob risco Sobrevivéncia nierior — superior
26.68 98 1 0.73 0.031 0.67 0.80
27.56 94 1 0.73 0.032 0.67 0.79
28.71 87 1 0.72 0.033 0.66 0.78
29.37 84 1 0.71 0.033 0.65 0.78
32 73 1 0.70 0.034 0.63 0.77
34.66 66 1 0.69 0.035 0.62 0.76
47.8 47 1 0.67 0.038 0.60 0.75
52.69 41 1 0.66 0.040 0.58 0.74

O histograma do tempo de acompanhamento é apresentado no GRAF. 7.

Observam-se elevadas frequéncias de pacientes com tempo até 12 meses.

O box-plot do tempo de acompanhamento é apresentado no GRAF. 8.
Interpretando, tem-se que 25% dos pacientes apresentaram tempo inferior a 8,4
meses (1° quartil), 50% dos pacientes possuem tempo inferior a 18,2 meses
(mediana) e 75% possuem tempo inferior a 32,1 meses (3° quartil).

GRAFICO 7 - Histograma do tempo (meses)
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GRAFICO 8 - Box-plot do tempo (meses)
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TABELA 10 - Selecéo de variaveis usando o modelo de Cox

Variaveis M1 M2 M3 M4
Valor-p

Numero de parceiros
<3 - -
>3 0,190 0,190 X X
Mudanca de parceiros
Sim - -
Nao 0,150 0,130 0,090 0,064
Tabagismo
N&o -
Sim 0,270 X X X
Margem comprometida
Livre - - -
Comprometida 0,028 0,040 0,150 X
Ocupacdo glandular
Auséncia - - - -
Presenca 0,093 0,100 0,040 0,013
HIV

Negativo
Positivo <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Deviance 295,12 295,12 346,93 348,17

Segundo critério da fungdo deviance, o candidato a modelo final € o M1, pois o

mesmo possui a menor deviance entre os quatro modelos ajustados. Apesar do
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modelo 2 possuir a mesma deviance com uma variavel a menos, opta-se por
seguir com o modelo contendo tabagismo, pois a retirada do mesmo ndo mexeu
na deviance.

( ) Os resultados do teste individual e global de proporcionalidade das taxas de

falha encontram-se na TAB. 11.

TABELA 11 - Teste de proporcionalidade das taxas de falha para o modelo final

de Cox
Variavel p Valor-p
Numero de parceiros 0,019 0,916
Mudanca de parceiros -0,050 0,778
Tabagismo -0,207 0,231
Margem comprometida 0,043 0,804
Ocupacao glandular -0,211 0,268
HIV -0,149 0,418
GLOBAL - 0,784

Observando os resultados na TAB. 11, nota-se que todos os valores do
coeficiente de correlacdo de Pearson (p) foram préximos de zero, o que indica
que a suposicdo de proporcionalidade das taxas ndo foi violada. E isso se
confirma quando se observam os valores-p. Todos foram superiores a 5%, o0 que
corrobora o resultado obtido nos p's. Ou seja, nem individualmente, nem
globalmente, o pressuposto foi violado.

Ja os residuos padronizados de Schoenfeld encontram-se no GRAF.9. A
partir deste grafico, observa-se que ndo héa indicios de padrdo no comportamento
das curvas, ou seja, a reta suavizada em torno do zero ndo apresenta um padréo.
Uma excec¢do pode ser verificada nos residuos da covariavel ocupacao glandular,
mas tal padrédo nao invalidou o resultado do teste de proporcionalidade para a

referida variavel (valor-p=0,268).
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GRAFICO 9 - Residuos padronizados de Schoenfeld para o modelo final de Cox
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