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RESUMO

Objetivo: avaliar os fatores de risco para recidiva de leséo intraepitelial cervical
em mulheres infectadas e nao-infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), submetidas a conizagéo por cirurgia de alta frequéncia (CAF). Métodos:
estudo caso-controle com 33 pacientes que apresentaram recidiva (casos) de
lesdo intraepitelial cervical (NIC) e 105 sem recidiva (controles), infectadas e néo-
infectadas pelo HIV, tratadas por CAF, no periodo de janeiro de 1999 a maio de
2004. O diagndstico de recidiva foi estabelecido apds biopsia. Reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) foi usada para detectar acido desoxirribonucléico do
papilomavirus humano (HPV DNA), usando primers consensus para os tipos de
baixo risco 6 e 11 e para os tipos de alto risco 16, 18, 31, 33 e 35, em tecidos
fixados em formol e parafinados de cone cervical. Andlise estatistica foi realizada
usando-se teste X? com correcdo de Yates e teste exato de Fisher para
comparacgao das variaveis categoricas. Analise multivariada foi feita por regresséo
logistica, mantendo-se somente as variaveis significantes no modelo final
(p<0,05). Resultados: a recidiva de NIC foi mais frequente em mulheres
infectadas pelo HIV (p=0,001), com ocupacado glandular (p=0,000) e margens
comprometidas (p=0,02). O DNA do HPV foi positivo em 57,6% das pacientes
com recidiva de NIC e em 36,4% foi negativo. Detectou-se HPV de alto risco na
maioria dos casos. HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35 né&o tiveram associagao com
recidiva (p=0,27). A analise multivariada mostrou que infeccao pelo HIV e
ocupacado glandular estiveram independentemente associadas a recidiva de
lesdo. Margens comprometidas apresentaram interagdo com ocupacao glandular.
Conclusao: a taxa de recidiva de NIC em mulheres infectadas pelo HIV é mais
alta quando comparada com a de n&o-infectadas. Os fatores associados a
recidiva foram a infecgao pelo HIV e a ocupacéao glandular no cone.

Palavras-chave: Neoplasia intraepitelial cervical. Virus da imunodeficiéncia
humana. Cirurgia de alta frequéncia. Recidiva. Papilomavirus humano.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the risk factors for cervical intraepithelial neoplasia
recurrence, in human immunodeficience virus (HIV)-infected and noninfected
women who underwent the loop electrosurgical excision procedure (LEEP).
Methods: Case-control of 33 patients with cervical intraepithelial neoplasia (CIN)
recurrence (cases) and 105 without recurrence (controls), HIV infected and
noninfected, treated with LEEP, between january 1999 and may 2004. The
diagnosis of recurrence was established after biopsy. Polymerase chain reaction
(PCR) was used to detect human papillomavirus genome (HPV DNA), with
consensus primers for low-risk types 6,11, and high-risk types 16,18,31,33,35, in
formalin-fixed, paraffin-embedded cone specimens. Statistical analysis were
performed using X? test with Yates correction and Fisher's exact test for
comparison of categorical variables. Multivariate analysis was carried out using a
logistic regression, keeping only significant variables (p< 0,05) , in the final model.
Results: Recurrence was more frequent in women HIV-infected (p=0,001) with
glandular involvement (p=0,000) and compromised margins (p=0,02). HPV DNA
was positive in 57,6% patients with CIN recurrence and 36,4% remained HPV
DNA negative. High-risk HPVs were detected in most cases. HPVs
6,11,16,18,31,33,35 weren't associated with recurrence (p=0,27). A multivariate
analysis showed that HIV-infection and glandular involvement were independently
associated with recurrence of lesions. Compromised margins were interrelated
with glandular involvement. Conclusions: Recurrence rate of CIN in HIV-infected
women was higher than in HIV-negative women. The factors associated with
recurrence were HIV infection and glandular involvement in cone biopsy.

Keywords: Cervical intraepithelial neoplasia. Human papillomavirus. Loop
electrosurgical excision procedure. Recurrence. Human immunodeficiency virus.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma de células escamosas do colo uterino é a segunda causa de morte
por cancer em mulheres no mundo e a primeira em paises em desenvolvimento
(FERLAY;BRAY;PISANI;PARKIN, 2001; FERLAY, AUTIER, BONIOL, 2007;
QUEIROZ, 2007; WALBOOMERS et al. 1999; ZUR HAUSEN, 2009). Estatisticas
atuais mostram que 80% dos casos novos ocorrem nesses paises
(FERLAY;BRAY;PISANI;PARKIN, 2001). A elevada prevaléncia em paises em
desenvolvimento pode ser atribuida ao acesso limitado das mulheres aos
programas de screening e também a fatores epidemioldégicos como estado
nutricional e alta paridade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002).

No Brasil, essa doenga esta em segundo lugar, s6 perdendo para o cancer de
mama. Apresenta, na maioria dos casos, evolugao lenta e sua prevengao consiste
em identificar o mais precocemente possivel as lesdes atipicas no epitélio do colo
uterino por meio de exames como Papanicolaou, histopatologia, além de métodos
de biologia molecular que identificam a presenca de acido desoxirribonucleico
(DNA) viral nos tecidos (BEZERRA et al., 2005).

O carcinoma de células escamosas do colo uterino desenvolve-se a partir de
lesbes pré-cancerosas bem definidas, com potencial para progredir para doenga
invasiva se nao forem detectadas e tratadas precocemente. Existem evidéncias
epidemioldgicas de que a infeccdo persistente, com alta carga viral por tipos
oncogénicos do papilomavirus humano (HPV) desempenha papel preponderante
no desenvolvimento do cancer do colo uterino, sendo esse virus detectado em

quase todas as lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas cervicais (QUEIROZ, 2007).

Ja sao conhecidos outros fatores de risco para lesdes cervicais, tais como
doengas sexualmente transmissiveis (DST), condi¢cbes infecciosas e reativas
locais, habitos sexuais (inicio precoce e multiplicidade de parceiros), tabagismo e

uso de anticoncepcionais orais. Caréncias nutricionais, receio da paciente em
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realizar exame e dificuldade de acesso aos servicos de saude podem ser
considerados dificultadores do diagndstico precoce (LOPES; SOUZA, 1995).

Desde 1989 tem-se observado que mulheres infectadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) apresentam significativo aumento do risco de
desenvolver neoplasia intraepitelial cervical (NIC). Também as taxas de recidiva
de NIC apds tratamento nessas mulheres sédo elevadas, quando comparadas as
de ndo-infectadas; e a recidiva esta relacionada ao estado imunoldgico desse
grupo de alto risco, como carga viral para HIV e uso de esquemas terapéuticos
triplices de antirretrovirais (HAART) (DAVIS et al.,, 2001; HEARD et al., 2002;
MINKOFF et al., 2001; PALEFSKY et al., 1999; ROBINSON et al., 2001). Existe,
ainda, maior prevaléncia do HPV em mulheres infectadas pelo HIV quando
comparadas as nao-infectadas (ELLERBROCK et al., 2000; MANDELBLATT et
al., 1992; PALEFSKY et al., 1999). Além disso, o controle clinico e laboratorial da
paciente infectada pelo HIV, a partir das dosagens de CD4+, CD8 e carga viral,
parece estar intimamente relacionado a persisténcia e a recidiva de lesdo (TATE;
ANDERSON, 2002).

Sabe-se que a imunodepressdo consequente a infeccdo pelo HIV é um dos
fatores de risco para a alta prevaléncia da infeccédo pelo HPV e favorecimento de

tipos oncogénicos (SUN et al., 1997).

Estudo nacional avaliou a incidéncia de recidiva de NIC pds-conizagao realizada
pela cirurgia de alta frequéncia (CAF), num trabalho prospectivo em dois grupos
distintos: pacientes infectadas e nao-infectadas pelo HIV. Concluiu-se que a
ocupacao glandular na pecga cirurgica, margens comprometidas e infecgao pelo
HIV foram os fatores associados a maior taxa de recidiva de lesées (LIMA et al.
2006; 2009).

Baseado nessas observacgoes, este trabalho avalia o HPV como mais um fator de
risco para recidiva de NIC nesses dois grupos (analise que nao foi realizada
previamente). Para tal, utilizou-se o material coletado para este estudo (tese de

doutorado da Dr®. Maria Inés Miranda Lima), numa pesquisa retrospectiva das
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pecas cirurgicas de CAF, detectando o HPV pela reagao em cadeia da polimerase
(PCR).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Papilomavirus humano (HPV)

Os papilomavirus humanos (HPV) sdo transmitidos sexualmente, mais comuns
em individuos jovens e sexualmente ativos de ambos os sexos (SAN JOSE et al.,
2007). E um agente infeccioso epiteliotropico pertencente a familia
Papillomaviridae (VAN REGENMORTEL et al., 1999). Possuem no genoma cerca
de 8.000 pares de bases de DNA circular de dupla-fita. Sua organizagéo
genbmica pode ser dividida em trés regides distintas: L (late: regido tardia), com
duas estruturas: L1, utilizada para a tipagem do HPV, e L2; E (early: regido
precoce), com seis estruturas - E1, E2, E4, E5, E6 e E7, sendo que E5, E6 e E7
desempenham importante papel na carcinogénese, pela sua interagdo com as
proteinas supressoras de tumor - proteina 53 (p53) e proteina do retinoblastoma
(pRb), resultando em atividade transcricional descontrolada e replicagao alterada
de DNA e divisao celular; e R (regiao regulatéria) (FIG. 1) (CAMPOS et al., 2005;
FAUSCH et al., 2002; ZUR HAUSEN, 2000).

L2

L1

—= ..

FIGURA 1 - Representagédo esquematica do genoma do HPV.
Fonte: Munoz et al. (2006).
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No momento, sdo conhecidos mais de 230 tipos de HPV com base na sequéncia
do DNA viral (HAWS et al., 2004); 118 gendtipos estdo bem caracterizados, de

acordo com o nicho biologico, potencial oncogénico e posigao filogenética (CHAN
et al.,, 1995; de VILLIERS et al., 2004). O QUADRO 1 resume a classificagado

epidemioldgica e filogenética dos HPVs anogenitais proposta por Munoz et al.

(2006).
QUADRO 1
Classificagao filogenética e epidemiolégica dos HPVs
anogenitais
HPV HPV RISCO HPV HPV RISCO HPV HPV RISCO
Espécies  Gendtipo Espécies Genodtipo Espécies Gendtipo
(alpha) (alpha) (alpha)
1 { HPV 32 indeterminado r HPV 30 indeterminado HPV 6 baixo
HPV 42  baixo 6 HPV 83  provavel alto HPV 11 baixo
- < HPV56 alto HPV 13 baixo
HPV 28 indeterminado HPV 66 provavel alto 10 HPV 74 indeterminado
HPV 3 indeterminado ~ HPV 44 baixo
2 A HPV 10 indeterminado (" HPV 59 alto HPV 55 indeterminado
HPV 29 indeterminado HPV 18 alto
\ HPV 77 indeterminado HPV 45 alto HPV 34 indeterminado
< HPV70 baixo 11 HPV 73 provavel alto
r HPV 61 baixo 7 HPV 39 alto
HPV 72  baixo HPV 68 provavel alto
HPV 62 indeterminado \_ HPV 85 indeterminado 13 { HPV 54  baixo
3 HPV 81  baixo
< HPV 83 indeterminado HPV 91  indeterminado 15 { HPV 71 indeterminado
HPV 89 baixo HPV 7 indeterminado HPV 90 indeterminado
HPV 84 indeterminado 8 HPV 40 baixo
HPV 86 indeterminado HPV 43  baixo
\ HPV 87 indeterminado
HPV 57 indeterminado HPV 52 alto
4 HPV 2a indeterminado HPV 67 indeterminado
HPV 27 indeterminado HPV 33 alto
9 HPV 58 alto
HPV 26  provavel alto HPV 16 alto
HPV 69 indeterminado HPV 31 alto
5 HPV 51 alto HPV 35 alto
HPV 82  provavel alto

Fonte: Munoz et al. (2006).

Aproximadamente 40 tipos sdo comumente encontrados no trato genital (de
VILLIERS, 2001; LEVI et al., 2002; LORINCZ et al., 1992). Os tipos 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 sao considerados oncogénicos ou de
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alto risco, por estarem associados a lesdes intraepiteliais cervicais de alto grau
(HSIL) ou céancer. Os tipos 26, 53 e 66 sado provavelmente carcinogénicos,
enquanto os tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e candHPV89/Cp6108
sdo tidos como de baixo risco, presentes nas verrugas genitais e nas lesdes
intraepiteliais cervicais de baixo grau (LSIL) (BOSCH et al., 2002; CLIFFORD;
GONCALVES; FRANCESCHI, 2006; HARRIS et al., 2005; LEVI et al., 2002;
MCMURRAY et al.,, 2001; MUNOZ et al., 2003; 2006; NOMELINI et al., 2007;
QUEIROZ, 2007).

Os HPVs 16 e 18 sdo os mais prevalentes e relacionados a persisténcia e
progressao da lesdo cervical, quando comparados com outros tipos de alto risco
(THOMISSON; THOMAS; SHROYER, 2008), sendo o HPV 16 mais oncogénico
(GOK et al., 2007). Os tipos 31, 33 e 45 aparecem em seguida, embora a ordem
varie entre diferentes regides (MEIJER; SNIJDERS; CASTLE, 2006). Nas
Ameéricas do Sul e Central, os tipos mais prevalentes sdo 16, 18, 31, 33 e 45
(BOSCH et al., 1995; SILVA et al.,, 2006). No Brasil, estudos de prevaléncia
mostram que o HPV 16 é o mais encontrado, embora com variagdes regionais em
relacdo aos outros tipos (RABELO-SANTOS et al., 2003). Estudo realizado na
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais constatou que
0s genotipos mais frequentes foram os tipos 6, 11, 16 e 33 (ZIMMERMMANN;
MELO, 2002). Nos casos de adenocarcinomas ou carcinomas adenoescamosos,
a prevaléncia do HPV é em torno de 90%, sendo o tipo 18 o mais frequente
(HUANG et al., 2004; SCHWARTZ et al., 2001; WALBOOMERS et al., 1999).

Hoje esta bem estabelecida a relagdo causal de alguns tipos de HPV com o
cancer cervical (HERRERO; MUNOZ, 2000; KOUTSKY, 1997; MOHAR; FRIAS-
MENDIVIL, 2000; MUNOZ et al., 1992; 2000; 2003; SCHIFFMAN et al., 1993;
WALBOOMERS et al., 1999; ZUR HAUSEN, 2009). Acredita-se que na
carcinogénese dos epitélios do trato genital feminino inferior esses virus sejam
indispensaveis, mas nao suficientes (CAMPOS et al.,, 2005; FERENCZY et al.,
2003; FRANCO; DUARTE-FRANCO; FERENCZY, 2001; NOEL et al., 2006;
PALEFSKY et al., 2001). Esse conhecimento gerou impacto tanto na prevengao

primaria, com o desenvolvimento de vacinas, como na secundaria, usando testes
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tipo-especificos do HPV como biomarcadores, identificando mulheres de risco
para desenvolver NIC e cancer (MARKOWITZ et al., 2007).

2.1.1 Métodos de deteccédo do HPV

A metodologia empregada para detectar e tipificar a infecgdo pelo HPV baseia-se
na deteccdo e caracterizacdo de seu acido nucleico. Incluem-se também as
técnicas que nao envolvem amplificagdo prévia do material genético, como a
hibridizagao (dot-blot), hibridizacado in situ e captura hibrida, menos sensiveis, e
aquelas que envolvem processos de amplificagado prévia do material genético, por
isso mais sensiveis, como PCR-hibridizagdo com sondas especificas de tipo, PCR
com marcadores especificos de tipo, PCR e analise do polimorfismo nos
fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) e PCR e analise do polimorfismo
conformacional de cadeia simples (PCR-SSCP) (CAVUSLU et al., 1996; MELBYE
et al., 1996; SCHIFFMAN; BRINTON, 1995; SUN et al.,, 1995). Entre as
metodologias que empregam a PCR, tém sido utilizados principalmente
marcadores de consenso My09/My11 e marcadores especificos Gp5/Gp6. A
sensibilidade de deteccdo tem sido estimada em 10 cépias por célula, do genoma
viral (COUTLEE; PROVENCHER; GAUTHIER, 1997). Por isso, o emprego
simultdneo de ambos os marcadores em forma de uma reagcdo de amplificacédo
aninhada permite mais sensibilidade na deteccdo e maior espectro para a
genotipagem do HPV (EVANDER; EDLUND; BODUN, 1992; SZOSTEK et al.,
2006).

2.1.1.1 Reacédo em cadeia da polimerase (PCR)

Com fins epidemioldgicos, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido
utilizada na deteccéo e tipagem do DNA-HPV em biopsias cervicais frescas ou
congeladas (LI et al., 1988; MANOS et al., 1989), esfregagos cervicais frescos ou
arquivados (RAKOCZY et al., 1990; VAN DEN BRULE et al., 1990) e espécimes
de tecidos parafinados (CHOI; SEUNG-KWON; CHANHEE, 2004; CLAAS et al.,
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1989; CORNELISSEN et al., 1989; HUANG et al., 2004; JUNG et al., 2004,
SHIBATA; ARNHEIM; MARTIN, 1988).

O DNA pode ser detectado utilizando-se primers tipo-especificos (detecta um tipo
especifico de HPV) ou consensus primers (detecta multiplos tipos de HPV, como
MY09-MY11-HMBO1L1 primer) (AGNANTIS; SOTIRIADIS; PARASKEVAIDIS,
2003). Para amplificar a fita de DNA viral, a sequéncia de nucleotideos deve ser
conhecida. Com primers apropriados e condi¢des de temperatura, a sintese de
uma fita complementar procede automaticamente por ligacdo de nucleotideos
livres usando a enzima DNA-polimerase. Apds suficiente tempo de elongacao
para gerar a fita complementar, a mistura pode ser quebrada a altas temperaturas
(>93°C) para separar a fita sintetizada do molde, completando-se, entdo, o
primeiro ciclo. Cada ciclo sucessivo dobrara a quantidade de DNA produzindo 2%
vezes DNA apds 30 ciclos. Em poucas horas, pequenas quantidades de DNA
(nanogramas) podem ser transformadas em grandes quantidades (miligramas),

que podem ser facilmente manipuladas (HUBBARD, 2003).

Apesar de seu valor inquestionavel e de sua alta sensibilidade, essa técnica pode
ter resultados falso-negativos, devido a quantidade insuficiente de virus na
amostra (MUNOZ et al., 2003; QUEIROZ, 2003; SCHIFFMAN et al., 2000; SILVA,
2004; WALBOOMERS et al.,, 1999; YOKOYAMA et al. 2003), a qualidade da
amostra do DNA, que sofre influéncia dos efeitos de agentes desnaturantes, do
tempo e condigbes de estocagem, assim como a qualidade dos primers e o tipo
de enzima polimerase usado (DO CARMO; FIORINI, 2007; IFTNER; VILLA, 2003;
MELO et al., 2005; MESQUITA et al., 2001; NONOGAKI et al., 2004).

Alguns estudos mostram que a fixagdo em formol reduz o sucesso da PCR,
porque impede e interrompe a ligagdo entre proteina e DNA (CHALKLEY;
HUNTER, 1975; CHOI; SEUNG-KWON; CHANHEE, 2004). A solubilizagédo do
DNA em material fixado em formol esta negativamente correlacionada com a
duracao do tratamento com o formol; e a quantidade de DNA extraido reduz-se
seriamente quando comparado com material ndo fixado (GREER et al., 1991;
JACKSON et al., 1990; KARLSEN et al.,1994). No entanto, Claas et al. (1989),

pesquisando a presenga de DNA-HPV em pecas parafinadas de mulheres com
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cancer cervical, demonstraram que a PCR é um método adequado para estudo
desse tipo de material e que as substancias utilizadas na fixagao de material de
biopsias, previamente a parafina, como paraformaldeido, formol, glutaraldeido,
etanol/acido acético e acetona, nao inibem a reacdo de PCR. De acordo com
Bertelsen et al. (2006), a pureza do DNA-HPV depende principalmente do
protocolo usado na extragdo, enquanto a idade da amostra parafinada nao tem
muita significancia. O DNA-HPV se integra ao genoma da célula na maioria dos
canceres cervicais. Isto leva a ruptura de E1 e E2 e parte de L1 é perdida,
podendo entdo subestimar-se a incidéncia de HPV caso se usem primers
especificos para essa regiao do virus (CHOO; PAN; HAN, 1987; CULLEN et al.,
1991; PARK et al., 1997; SCHWARZ et al., 1985). Assim, para melhorar a
eficiéncia da amplificagdo em material arquivado, deve-se usar primers tipo-
especificos (genes E6/E7) designados a amplificar pequenas sequéncias de DNA
(aproximadamente 100 pb) de HPV de alto risco (WALBOOMERS et al., 1999).
Primers GP5+ /GP6+ podem ser influenciados na amplificagdo de um ou dois
tipos de HPV nas infeccbes por multiplos tipos, levando a resultados
subestimados nessas amostras (QU et al.,, 1997). Além disso, a amplificagéo
seletiva de um tipo de DNA-HPV sobre outros pode ocorrer com diferentes cargas
virais nas infec¢des mistas (HUANG et al., 2004; TUCKER et al., 1993).

Permanece em debate qual o método mais adequado na deteccdo do HPV em
material parafinado, especialmente considerando PCR, na qual varias
combinagdes de primers gerais e especificos tém sido introduzidas e
consideradas melhores, mostrando ser esse um método mais sensivel, padrao
ouro (BAAY et al., 1996).

2.2 Neoplasia intraepitelial cervical (NIC)

A neoplasia intraepitelial cervical (NIC), lesdo precursora do cancer cervical, é
diagnosticada, principalmente, apés os 20 anos de idade e sua incidéncia
aumenta, rapidamente, até atingir seu pico, na faixa etaria entre 45 e 49 anos
(MCMURRAY et al., 2001). O aparecimento dessas lesbes esta ocorrendo cada

vez mais precocemente, devido a iniciagcdo cada vez mais antecipada das
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atividades sexuais associada aos demais fatores de risco para NIC (BEZERRA et
al., 2005).

Reagan e Hamonic (1956) chamaram de displasia as lesdes precursoras do
cancer cervical e as distinguiram em leves, moderadas e acentuadas, conforme o
comprometimento do epitélio, que era dividido em tergos inferior, mediano e

superficial.

Richart (1973) propds nova classificagcdo, denominando-as de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC) e dividindo-as em trés grupos:

e NIC 1: lesbes correspondentes a displasia leve;

e NIC 2: lesbes correspondentes a displasia moderada,;

e NIC 3: lesbes correspondentes a displasia acentuada ou carcinoma in situ.

A terminologia citologica mais aceita atualmente € a incorporada pelo Sistema
Bethesda 2001, classificando essas lesdes em lesdes intraepiteliais de baixo grau
(LSIL), que incluem HPV e NIC 1, e lesdes intraepiteliais de alto grau (HSIL), que
incluem NIC 2 e NIC 3 (KANODIA et al., 2007).

A maioria dos canceres cervicais se inicia na zona de transformacgao, uma regiao
delimitada pela mucosa glandular e pela mucosa escamosa original da cérvice,
onde células metaplasicas imaturas se alteram devido a associagao de fatores,
como agentes oncogénicos, disturbios imunolégicos e outros, encontrados
principalmente em certos grupos epidemiolégicos (FREGA et al.,, 2003;
SCHIFFMAN et al., 2000; WRIGHT; SCHIFFMAN, 2003). O primeiro estagio do
desenvolvimento é a NIC ou lesao intraepitelial cervical (SIL/LIS), cujas células
neoplasicas ainda ndo ultrapassaram a membrana basal e sdo pré-malignas.
Pode regredir, persistir ou progredir para cancer invasivo, 0 que acontece em
aproximadamente 1 a 3% dos casos (MICHELIN; OLIVEIRA; MURTA, 2008). As
lesdes de alto grau (NIC 2/3) sao de alto risco de evoluir para cancer invasor se
néo forem tratadas (ZUR HAUSEN, 2000).
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2.2.1 Tratamento da neoplasia intraepitelial cervical

Varias técnicas tém sido utilizadas no tratamento de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC), como conizagdo com bisturi, crioterapia, eletrocauterizacéo,
vaporizagao a laser e cirurgia de alta frequéncia (CAF) ou loop electrosurgical
excision procedure (LEEP). Crioterapia, eletrocauterizacdo e vaporizacao a laser
sdo técnicas ablativas; ja a conizagdo com bisturi e CAF sdo procedimentos
cirargicos, ou seja, técnicas excisionais (BISHOP et al., 1996; MITCHELL et al.,
1998).

Se o seguimento das pacientes for realizado de forma adequada, as lesdes de
baixo grau (NIC 1) podem néo ser tratadas, ja que a maioria tende a regressao
espontanea. No entanto, quando o seguimento nao for possivel, elas devem ser
tratadas usando-se técnicas ablativas. As técnicas cirurgicas séo indicadas nos
casos de lesbdes de alto grau (NIC 2/3), com posterior acompanhamento as
pacientes, devido ao risco de recorréncia da doenca (AERSSENS et al., 2009). A
NIC pode-se curar mesmo apoés incompleta excisao cirurgica da lesao e pacientes
com comprovagao histoldégica de remog¢ao completa da lesdo podem recidivar,
mostrando que o follow-up apds a conizagado € muito importante para a detecgao
precoce de persisténcia ou recidiva de lesdo (MILOJKOVIC, 2002;
PARASKEVAIDIS et al., 2003).

Desde a introdugdo da conizagdo por cirurgia de alta frequéncia tem-se
estabelecido que € um método eficaz, ambulatorial e que preserva a anatomia e
funcao da cérvice (BAE et al., 2007; LUESLEY et al., 1990).

2.3 HPV e NIC

Estudos mostram associacdo do HPV com o cancer cervical (BOSCH et al., 1995;
2002; MUNOZ et al.,, 2000; 2006; ZUR HAUSEN, 2000; 2009). Persistente
infeccdo da cérvice com HPV acredita-se hoje ser fator causador de
desenvolvimento do cancer cervical e de suas lesdes precursoras (CUSCHIERI et

al., 2005). O HPV tem sido detectado em 95 a 99% dos casos de cancer cervical
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(BERTELSEN et al.,, 2006; BOSCH et al, 2002; SILVA et al, 2006;
WALBOOMERS et al., 1999) e em aproximadamente 5 a 20% na populagado sem
cancer (BOSCH et al., 2002; MUNOZ et al., 2006; NAMKOONG, 1995; SAN
JOSE et al., 2007; THOMISSON; THOMAS; SHROYER, 2008).

O ciclo de vida do HPV depende da diferenciacdo das células epiteliais. Acredita-
se que a infecgao pelo virus inicia-se nas células basais ou parabasais do epitélio
cervical metaplasico. A medida que se dividem, as células basais e parabasais
migram em direcdo a superficie e tornam-se diferenciadas. Ao se dividirem, as
células infectadas pelo HPV distribuem equitativamente o DNA viral entre as duas
células filhas. Uma delas inicia o processo de diferenciacdo e maturacio,
enquanto a outra permanece indiferenciada na camada basal, servindo como
reservatorio do DNA viral. Para que os virus infectem as células da camada basal,
€ necessario que ocorra perda da integridade do epitélio, como € o caso de
microerosdes ou traumatismos na pele ou mucosas (DOORBAR, 2005; WRIGHT,
2006). Nessa fase ocorrem apenas proliferagdo celular e mitoses basais e a
infeccao é referida como latente ou clinicamente inaparente (WRIGHT, 2006). Se
a infeccao persiste, disturbios no controle da replicagdao dos HPVs de alto risco
podem levar a integracdo do DNA viral ao DNA da célula hospedeira, causando
transformacao celular (KANODIA et al., 2007; SCHEURER; TORTOLERO-LUNA;
ADLER-STORTHZ, 2005; STOLER, 2003). Ja sao observadas nessa etapa
alteragbes nucleares com atipia em todas as camadas do epitélio, principalmente
com nucleos grandes e atipicos nas camadas profundas. Surgem figuras de
mitose ndo s6 na camada basal, mas também nas camadas mais superficiais do
epitélio. Esses aspectos morfolégicos indicam alteragbes genéticas mediadas
pelos oncogenes virais, principalmente E6 e E7. Nessa fase estaria ocorrendo a
integracdo do DNA viral ao genoma da célula (CRUM; ROSE, 2006).

O numero de mulheres com cancer cervical € baixo quando comparado com o
numero de mulheres infectadas pelo HPV. Estudos sugerem que a maioria das
mulheres infectadas pelo HPV apresenta infecgdo transitéria e somente baixa
porcentagem delas teria infeccdo que poderia evoluir para uma doenga pré-
maligna (NIC 2/3) ou maligna. O problema, no entanto, é identificar quais

mulheres sdao de risco para doenca progressiva (ALONSO et al., 2007,
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MCMURRAY et al., 2001; MONSONEGO et al., 2004). Infeccao transitéria pelo
HPV é comum nas mulheres jovens (EVANDER et al.,, 1995), enquanto nas
mulheres acima de 30 anos a infec¢éo por tipos de alto risco tende a persistir por
mais tempo (HILDESHEIM et al., 1994; PINTO; CRUM, 2000; SCHIFFMAN et al.,
2000). Na maioria das vezes em que a resposta imune for adequada, havera
clearance da infecgao, ou seja, desaparecimento do virus (FRANCO; DUARTE-
FRANCO; FERENCZY, 2001; GALLOWAY, 2003).

Embora a infecgédo pelo HPV seja necessaria para o desenvolvimento do cancer
cervical, isoladamente ele ndo é capaz de induzir a progressdo de uma célula
normal para uma ceélula neoplasica. Outros fatores sdo necessarios para essa
progressdo. O desfecho da infecgdo depende do tipo viral, da localizagdo
anatdbmica, da influéncia de fatores teciduais e da acdo de cofatores que podem
ser classificados em ambientais e nao-ambientais. Sdo aceitos como ambientais:
elevada paridade, alto numero de parceiros sexuais, inicio de atividade sexual
precoce, uso de contraceptivos orais hormonais, tabagismo e doengas
sexualmente transmissiveis como Chlamydia trachomatis, herpes virus e
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), que estariam associados a
persisténcia viral. Ndo-ambientais sdo aqueles relacionados com a genética e a
resposta imunoldgica do hospedeiro. Alguns cofatores inerentes ao HPV
interferem no risco de progressao das NICs e no desenvolvimento do cancer
cervical. Esse risco esta relacionado com o gendtipo do HPV, variantes, carga
viral, persisténcia e integracdo do DNA viral no genoma do hospedeiro (FRANCO;
DUARTE-FRANCO; FERENCZY, 2001; GALLOWAY, 2003; MUNOZ, 2000;
QUEIROZ, 2007; THOMISSON; THOMAS; SHROYER, 2008).

2.4 Virus da imunodeficiéncia humana (HIV)

O HIV é um retrovirus com genoma acido ribonucleico (RNA). O HIV infecta e
induz a morte celular, principalmente em uma variedade de linhagem celular
humana. O linfécito T CD4+ € o maior alvo da infecgdo viral e as células CD4+

circulantes tornam-se constantemente diminuidas no sangue periférico, na
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maioria das pessoas infectadas e nao tratadas. Dessa forma, a quantificagao de
células CD4+ no sangue é uma maneira de determinar o dano imunolégico
cumulativo devido ao HIV (GREENBLATT; HESSOL, 2001).

De acordo com o National Center for Infectious Diseases Division of HIV/AIDS
(1993), a contagem de células CD4+ no sangue periférico pode ser dividida em
quatro faixas:

e CDA4+ > 500 células/mm?; estagio da infeccao pelo HIV com baixo risco de
doenca;

e CDA4+ entre 200 e 500 células/mm?3: estagio caracterizado por surgimento
de sinais e sintomas menores ou alteragées constitucionais. Risco
moderado de desenvolvimento de doencas oportunistas;

e CD4+ entre 50 e 200 células/mm?3: estagio com alta probabilidade de
surgimento de doengas oportunistas;

e CD4+ < 50 células/mm?3: estagio com grave comprometimento da resposta

imunitaria. Alto risco de doencas oportunistas e de morte.

A carga viral, ou seja, a quantificagdo das particulas virais no plasma é
considerada um dos principais indicadores de progressdo da imunodepressao
induzida pelo HIV (CAMPO et al., 2002; RACHID; SCHECHTER, 2001).
Geralmente, a carga viral diminui em resposta a medicagdo antirretroviral
(HAART) e eleva-se quando a paciente desenvolve resisténcia. O objetivo do
tratamento € reduzir a carga viral o maximo possivel, idealmente para niveis
abaixo do limiar de detecgdo dos testes disponiveis ou, no minimo, a niveis
inferiores a 5.000-10.000 copias/mL (RACHID; SCHECHTER, 2001).

2.5 Coinfecgéo HIV/IHPV

A primeira associagao entre as duas infecgbes virais foi feita por Brabdier em
1987, relacionando o aumento de uma das expressdes da infecgao pelo HPV e a
neoplasia intraepitelial cervical (NIC) entre as mulheres infectadas pelo HIV.

Ambas sao DSTs e suas populagdes de risco apresentam varias caracteristicas
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demograficas em comum (PINTO; TULIO; CRUZ, 2002; RUSSOMANO et al.,
2001).

O HPV exerce papel fundamental na carcinogénese do colo uterino, sendo o
principal fator causal do carcinoma escamoso cervical. Mulheres imunodeprimidas
apresentam risco elevado para o desenvolvimento de NIC. Apesar dessas
associacgdes — infeccdo por HPV e infecgcao pelo HIV — serem fatores de risco
independentes para o desenvolvimento de NIC, a infec¢ao pelo HIV é um fator de
risco independente para infecgdes por HPV, nas formas latentes e clinica (PINTO;
TULIO; CRUZ, 2002). A infecgao pelo HPV ocorre em taxas elevadas nas
mulheres infectadas pelo HIV e é comumente detectada na mucosa genital
dessas mulheres. A prevaléncia da infec¢ao pelo HPV é geralmente muito maior
que quando comparada com grupos de mulheres nao-infectadas pelo HIV, com
caracteristicas sociodemograficas similares; e a maioria dessas pacientes
apresenta multiplos genoétipos (CAMPOS et al., 2005; GONCALVES et al., 2003;
LEVI et al., 2002; 2005; MASSAD et al., 1999; PALEFSKY et al., 1999; SONCINI
et al., 2007; SUN et al., 1997; VOLKOW et al., 2001; ZIMMERMMAMM; MELO,
2002).

Na paciente infectada pelo HIV, a infeccdo pelo HPV é também uma condi¢cao
necessaria para o desenvolvimento do cancer cervical, especialmente dos
genotipos considerados oncogénicos, 16 e 18, chamados de alto risco
(ZIMMERMMANN et al., 2006). Também a persisténcia da infecgao pelo HPV é
maior nessas mulheres (CLIFFORD; GONCALVES, FRANCESCHI, 2006;
FERENCZY et al., 2003).

O aumento da incidéncia e progressdo da infeccdo pelo HPV em individuos
imunossuprimidos mostra o papel critico da resposta imunitaria na resolucao e
controle da infeccdo (STANLEY, 2001). E fato bem documentado que mulheres
infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tém alta prevaléncia de
infeccdo pelo HPV e lesdes intraepiteliais escamosas (NIC). Nesse grupo de
pacientes imunossuprimidas, as lesbes sdo0 mais agressivas e sua progressao e
mais rapida do que nas imunocompetentes; além disso, as lesdes sao de dificil
tratamento e tém alta taxa de recorréncia (BOSCH et al., 1995; CLIFFORD;



33

GONGCALVES, FRANCESCHI, 2006; ELLERBROCK et al., 2000; LEVI et al.,
2004).

2.6 NIC na paciente infectada pelo HIV

Desde 1989 tem sido evidenciado que mulheres infectadas pelo HIV apresentam
significativo alto risco de desenvolver lesdo intraepitelial cervical (NIC). A
prevaléncia de NIC nessas mulheres tem sido estimada em 20 a 40%
(ELLERBROCK et al., 2000; MAIMAN et al., 1991; WRIGHT et al., 1994a).
Campos et al. 2005 enfatizam que as mulheres infectadas pelo HIV tém 10 vezes

mais chance de desenvolver NIC quando comparadas as nao-infectadas.

A alta prevaléncia da infeccdo pelo HPV nessas pacientes e a imunossupressao
sdo importantes fatores de risco. Em 1993, o Center for Diseases Control and
Prevention (CDC) incluiu o céncer invasor do colo uterino como doenga
indicadora de imunodeficiéncia adquirida (SIDA/AIDS), passando a NIC ser
considerada uma manifestagéo precoce da doencga (CDC 1993; LEVI et al., 2004;
MASSAD et al., 1999; SONCINI et al., 2007).

Soncini e Condemi (2003) verificaram que as lesdes intraepiteliais cervicais séo
significativamente mais frequentes e agressivas nas mulheres infectadas (38%)
que nas nao-infectadas (12%), de acordo com outros autores (BERREBI;
BADIOU; DUCLUSAUD, 2008; BRANCA et al., 2003; MASSAD et al., 2001;
PALEFSKY, 2003). Harris et al. (2005) observaram que as mulheres n&o-
infectadas e as infectadas com contagem de linfécitos TCD4+ > 500 celulas/mm?,
resultado citolégico normal e teste para HPV-DNA negativo tinham o mesmo risco

de incidéncia de NIC em trés anos ou mais de acompanhamento.

Mulheres com carga viral elevada para o HIV parecem ter maior prevaléncia de
NIC (ARAUJO et al., 2005; DAVIS et al., 2001; PALEFSKY et al., 1999), enquanto
que o tratamento com HAART tem sido associado a taxas mais baixas de
recorréncia e regressao de leséo cervical (HEARD et al., 2002; MINKOFF et al.,
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2001; MONINI et al., 2004; ROBINSON et al., 2001; WAGNER et al., 2001). Ja
em estudos realizados por Ellerbrock et al. (2000) e Soncini et al. (2007), nao foi
encontrada diferenga significativa na incidéncia de neoplasia cervical entre

pacientes em uso de HAART e pacientes nao tratadas.

Outras pesquisas evidenciaram associagdo entre o grau da leséo intraepitelial
cervical e a imunossupresséo induzida pelo HIV, sugerindo que quanto menor for
a contagem de linfécitos TCD4+, mais alto o risco de ocorrer NIC 2 e 3 (DUERR,;
PARAMSOTHY; JAMIESON, 2006; PALEFSKY, 2006; SONCINI; CODEMI,
2003).

Em relagdo ao tratamento dessas lesdes, de acordo com a literatura, mulheres
nao-infectadas pelo HIV, imunocompetentes devem ser submetidas a condutas
expectantes nas lesdes de baixo grau e a excisao cirurgica ou ablagao nas lesdes
de alto grau, com altas taxas de sucesso (MARTIN-HIRSCH et al., 2000;
MITCHELL et al., 1998; WRIGHT et al., 2003). No caso das mulheres infectadas
pelo HIV, imunodeprimidas o insucesso no tratamento tem sido reportado com
altas taxas de recidiva de NIC (HOLCOMB et al., 1999; WRIGHT et al., 1994a). O
tratamento de NIC nessas pacientes deve ser mais agressivo e o seguimento
mais rigoroso (NAPPI et al., 2005).

2.7 Recidiva da neoplasia intraepitelial cervical (NIC)

Estudos consideram doencga residual aquela identificada durante o primeiro ano
apos a conizagao; e recidiva quando acontece apés esse periodo (GONZALEZ et
al., 2001; MILOJKOVIC, 2002). Mulheres tratadas para lesao intraepitelial de alto
grau (NIC 2 e 3) sao tradicionalmente acompanhadas por pelo menos dois anos
para detectar recidiva ou doenga residual (MITCHELL et al., 1998).

Taxas de recidiva de NIC apds conizagao por cirurgia de alta frequéncia (CAF)
variam entre 5 e 30%, necessitando as pacientes de acompanhamento e
retratamento quando se identificam lesbes (ALONSO et al., 2006; BAE et al.,
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2007; COSTA et al., 2003; GARDEIL et al., 1997; LIN et al., 2001; MITCHELL et
al., 1998; NAGAI et al., 2000; NUOVO et al., 2000). Aerssens et al. (2009) e
Sarian et al. (2004a) encontraram taxa de recidiva de NIC de 9% em mulheres
com NIC 2 e 3, ndo-infectadas pelo HIV, tratadas por CAF. Lima et al. (2009)
encontraram taxa semelhante de 8,4%. Prendiville et al. (1989) e Livasy, Moore e
Van Le (2004) informaram taxa de 15% de recidiva pos-CAF. O tempo médio de
recidiva encontrado por alguns autores foi de nove a 10 meses, variando de trés a
23 meses (ALONSO et al., 2006; CARTER et al., 2006).

Varios fatores tém sido associados ao risco de recidiva de NIC, como margens
cirurgicas comprometidas (ALONSO et al., 2006; BROCKMEYER et al., 2005;
DIETRICH et al., 2002; FELIX et al., 1994; FOGLE et al., 2004; HEARD et al.,
2005; JAIN et al., 2001; LIMA et al., 2009; MURTA et al., 1999; PRATO et al.,
2008), ocupacao glandular (DIETRICH et al., 2002; FOGLE et al., 2004;
JOHNSON et al, 2003; LIMA et al, 2009; ZAITOUN et al., 2000),
imunossupressao (LIMA et al., 2009; SKINNER; GEHRIG; VAN LE, 2004), doenca
multifocal (GARDEIL et al., 1997) e idade da paciente (FLANNELLY et al., 2001;
VERGUTS et al., 2006). O grau de lesao de NIC foi relatado como fator de risco
em alguns estudos (ZAITOUN et al., 2000), ndo sendo mencionado em outros
(DIETRICH et al., 2002; JOHNSON et al., 2003). Também o HPV detectado no
pos-tratamento foi considerado por alguns autores um fator de risco para recidiva
de lesdo (GARDEIL et al., 1997; HERNADI et al., 2005; JAIN et al., 2001; LIN et
al., 2001; PRATO et al., 2008; SARIAN et al., 2004a; 2005; VERGUTS et al.,
2006). Mulheres com HPV 16 apresentaram mais risco de recidiva quando
comparadas com mulheres com outros tipos de HPV (KREIMER et al., 2006).
Também aquelas com persisténcia da infeccao pelo HPV, apds tratamento,
tiveram 29% de risco de recorréncia de NIC, necessitando de acompanhamento
mais intenso (DERCHAIN; LONGATTO FILHO; SYRJANEN, 2005; SARIAN et al.,
2004b; 2005; VERGUTS et al., 2006). O HPV de alto risco no seguimento dessas
pacientes € um preditor importante para recidiva de lesdo apds conizagao
(AERSSENS et al., 2009; CHAO et al., 2004; DISTEFANO et al., 1998; JAIN et
al., 2001; NAGAI et al., 2000). De acordo com alguns autores, no caso de haver
resultados negativos de testes para o HPV apds o tratamento, a frequéncia de

acompanhamento poderia ser reduzida, particularmente nas pacientes com
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margens livres (COSTA et al., 2003; DALSTEIN et al., 2003; HOUFFLIN et al.,
2003).

Também para Mitchell et al. (1998), Murdoch et al. (1992) e Paraskevaidis et al.
(2003), a lesao de alto grau, o maior tamanho da lesao, lesdes satélites causadas
pelo HPV, comprometimento de margens do cone, persisténcia da infeccédo pelo
HPV e imunodepressdo estdo relacionados as altas taxas de insucesso no

tratamento de NIC.

O status das margens cirurgicas do cone tem sido usado como fator preditor de
doencga residual, embora seja considerado um sinal de baixa acuracia, porque um
numero significativo de pacientes com margens cirurgicas livres apresentam
recidiva, enquanto pacientes com margens positivas curam-se espontaneamente
(MURTA et al., 1999; PARASKEVAIDIS et al., 2001; SKJELDESTAD et al., 1997;
ZIELINSKI et al., 2004).

Paraskevaidis et al. (2000), ao analisarem pacientes submetidas a CAF,
demonstraram risco relativo para doenca residual de 4,9 em pacientes com
envolvimento glandular, apesar das margens estarem livres de lesdo. Dietrich et
al. (2002) caracterizaram o envolvimento glandular presente no cone como fator
de risco, independentemente de doenga residual. Para Nagi e Schlosshauer
(2006), a ocupacao glandular na peca de cone esta associada a maior frequéncia

de lesdo intraepitelial cervical de alto grau (NIC 2 e 3).

As pacientes infectadas pelo HIV, conforme Lima et al. (2009), Massad et al.
(2007) e Tate e Anderson (2002), ttm mais chance de recidiva de NIC quando
comparadas com as nao-infectadas. Esse fato esta relacionado ao status
imunoldgico dessas pacientes (ROBINSON et al., 2001). Taxas de recidiva de
NIC sdao mais altas nas mulheres infectadas pelo HIV com diminuicdo da
contagem de linfécitos T CD4+ (DARREN et al., 2002; HEARD et al., 2005; LIMA
et al, 2009), atingindo 87% em trés anos nas mulheres com grave
imunodepressado (FRUCHTER et al.,, 1996). Por causa desse alto percentual de
recidiva, alguns autores preconizam o uso de técnicas excisionais em mulheres
infectadas pelo HIV com NIC 1 (FRUCHTER et al., 1996; NAPPI et al., 2005).



37

Mulheres infectadas pelo HIV tém duas vezes mais chance de apresentar
margens comprometidas no cone p6s-CAF quando comparadas com as nao-
infectadas (BOARDMAN et al.,, 1999; GILLES et al., 2005). O aumento na
expectativa de vida dessas mulheres em uso de HAART tem possibilitado mais
recidiva de NIC e progressao para o carcinoma cervical invasor. Em contrapartida,
a melhora no estado imunoldégico com o uso de HAART resulta em melhor
resposta imune e melhor controle da neoplasia cervical (HEARD et al., 2004;
ROBINSON et al., 2002).

Lima et al., (2009) descreveram taxa de recidiva de NIC de 33% em mulheres
infectadas pelo HIV e 8,4% nas ndo-infectadas. Também estiveram relacionadas
ao alto percentual de recidiva, para esses autores, as margens comprometidas
(risco relativo — RR 2,04 — intervalo de confianga — IC 95%: 1,05-3,98) e ocupagao
glandular (RR 3,46 — IC 95%: 1,71-7,01). As mulheres infectadas pelo HIV
apresentaram recidiva de NIC mais precocemente quando comparadas as nao-

infectadas (50% de recidiva no primeiro ano de seguimento).
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3 OBJETIVOS

Determinar os fatores de risco para recidiva de neoplasia intraepitelial
cervical (NIC) em pacientes infectadas e né&o-infectadas pelo HIV,
submetidas a cirurgia de alta frequéncia (CAF) por lesao intraepitelial
cervical;

Determinar a prevaléncia dos tipos 6, 11 (grupo de baixo risco) 16, 18, 31,
33, 35 (grupo de alto risco) do papilomavirus humano (HPV) em pacientes
infectadas e nao-infectadas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
que apresentaram recidiva ou ndo de lesdes intraepiteliais cervicais (NIC)
apos cirurgia de alta frequéncia;

Determinar se os HPVs 16, 18, 31, 33 e 35 (grupo de alto risco) foram fator

de risco para recidiva dessas lesdes intraepiteliais cervicais.
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4 PACIENTES E METODO

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de estudo caso-controle a partir de pecas de conizacdo do colo uterino
apresentando leséo intraepitelial cervical (NIC), por cirurgia de alta frequéncia
(CAF), de pacientes infectadas e néao-infectadas pelo HIV, que apresentaram
recidiva da lesao (casos) ou nao (controles). O interesse foi avaliar os fatores de
risco para recidiva de NIC, entre eles os HPVs 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35.

As pacientes infectadas pelo HIV faziam parte do Programa Multicéntrico para
Controle e Prevengao das Lesdes Cervicais de Alto Grau e do Cancer Cérvico-
Uterino em Mulheres Portadoras do HIV, aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG) em 2002 e 2007, oriundas do Setor de
Ginecologia do Centro de Treinamento e Referéncia de Doengas Infecciosas e
Parasitarias do Hospital das Clinicas (CTR-DIP Orestes Diniz)(ANEXO A).

As pacientes ndo-infectadas pelo HIV foram oriundas do Posto de Atendimento da
Sagrada Familia — Servigo de Patologia do Colo, Prefeitura Municipal de Belo
Horizonte, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Prefeitura Municipal de
Belo Horizonte (CEP/PBH) em 2008 (ANEXO B).

Todas as pacientes foram submetidas a CAF, no periodo entre janeiro de 1999 e
maio de 2004, por apresentarem algum grau de lesao intraepitelial cervical. O
periodo médio de acompanhamento foi de dois anos. Definiu-se, na ocasiao,
como recidiva de lesdo o aparecimento ou a persisténcia de lesao intraepitelial
cervical (NIC), identificada por alteragao citolégica (ANEXO C) e/ou colposcépica
(ANEXO D), sempre confirmada por biopsia, considerada padrao ouro na analise,

e independente do tempo decorrente da primeira conizagao.
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As pecas parafinadas que foram encontradas em estoque nos laboratérios de
anatomia patoldgica foram recrutadas para serem estudadas por técnica de PCR,
para deteccgao dos tipos de HPV 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35.

4.2 Pacientes

Foram analisados blocos parafinados, pds-conizagao, de 70 pacientes infectadas
pelo HIV oriundas do CTR-DIP Orestes Diniz e de 68 pacientes nao-infectadas
pelo HIV oriundas do Posto de Atendimento da Sagrada Familia — Servigo de
Patologia do Colo. Elas apresentavam biopsia compativel com lesao intraepitelial
cervical (NIC 1, 2 e 3), submetidas a conizacado por CAF, no periodo entre janeiro

de 1999 e maio de 2004, que apresentaram ou nao recidiva de lesio.

Todos os blocos de parafina das 138 pacientes foram obtidos a partir do
levantamento de seus numeros de registro no Posto de Atendimento da Sagrada
Familia — Servigo de Patologia do Colo, onde elas foram submetidas a CAF.
Encontravam-se estocados nos laboratorios Tafuri de Patologia e Municipal de
Referéncia de Andlises Clinicas e Citopatologia da Regional Noroeste -

SMSA/PBH, que eram os laboratérios de referéncia do servigo na época.

Terminado o levantamento, foram entdo encaminhados ao Instituto de Pesquisa
em Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), para
serem estudados por técnica de PCR, em cortes de material de parafina, para

deteccgao dos tipos de HPV.

Foram definidas como casos as amostras de pacientes que apresentaram recidiva
de lesao intraepitelial cervical, independentemente da sorologia para o HIV,
constituidas por 33 blocos de parafina. E os controles eram as amostras de
pacientes que nao apresentaram recidiva de lesdao intraepitelial cervical,
independentemente da sorologia para o HIV, constituidos por 105 blocos de

parafina.

Os resultados obtidos foram inseridos no Statistical Package for Social Sciences

(SPSS) 12.0, no qual foram analisados.
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4.2.1 Critérios de incluséo

Foram incluidas as pecas parafinadas de pacientes que concordaram em
participar do estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(TCLE) (APENDICE A) e que apresentavam algum grau de lesdo no bloco

parafinado, confirmado por novo exame histoldgico.

Foram incluidas 70 pecas parafinadas de pacientes infectadas pelo HIV (25 com
recidiva de NIC e 45 sem recidiva de NIC) e 68 pecas parafinadas de néao-

infectadas pelo HIV (oito com recidiva de NIC e 60 sem recidiva de NIC).

Finalizando, somaram-se 33 casos (pacientes com recidiva de NIC) e 105

controles (pacientes sem recidiva de NIC).

4.2.2 Critérios de exclusao

Excluiram-se os blocos parafinados de pacientes que nado concordaram em
assinar o TCLE e que nao apresentavam mais lesdo intraepitelial cervical,

confirmado por novo exame histoldgico.

Do total de 94 pacientes infectadas pelo HIV, oriundas da tese de doutorado da
Dr?. Maria Inés Miranda Lima, foi possivel estudar os blocos de parafina de 70
pacientes (16 foram perdas por ndo terem sido encontradas nos arquivos desses
laboratérios e oito excluidas por ndo apresentarem mais lesdo intraepitelial
cervical no bloco). Do total de 107 pacientes nao-infectadas pelo HIV, também
oriundas da tese de Dr?. Maria Inés Miranda Lima, foi possivel estudar os blocos
de parafina de 68 pacientes (26 foram perdas por ndo terem sido localizadas nos
arquivos desses laboratorios e 13 excluidas por ndo terem mais lesdo

intraepitelial cervical no bloco).



42

4.3 Método

4.3.1 Teste de triagem soroldgica para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV)

Todas as pacientes incluidas no estudo, infectadas ou nao pelo HIV, possuiam
teste soroldgico positivo ou negativo, respectivamente, segundo a Portaria n° 488,
de 17 de junho de 1998, da Secretaria de Vigilancia Sanitaria do Ministério da

Saude, na época em que foram submetidas a CAF (ANEXO E).

4.3.2 Conizacgéo por cirurgia de alta frequéncia (CAF)

Todas as pacientes foram submetidas a CAF no bloco cirurgico do Posto de
Atendimento Médico (PAM) Sagrada Familia, nos moldes de uma pequena
cirurgia, no periodo de 1999 a 2004, por apresentarem biopsia compativel com
NIC 1, 2 ou 3. A maioria das biopsias com resultado NIC 1 fazia parte do grupo
de mulheres infectadas pelo HIV. A histopatologia da biopsia na época da CAF foi
baseada na classificagdo proposta por Richart (1973) (ANEXO F) e a terminologia
para a descrigao histopatoloégica das lesdes precursoras do cancer cervical seguiu
a orientacdo de Wright et al. (1994a), baseada na classificagdo de Richart (1973)
(ANEXO G). O aparelho utilizado foi o Wavetronic 2000 acoplado ao aspirador de
fumacga. Em todo o procedimento foi retirada a jungdo escamo-colunar (JEC) e
quando ela nao foi visualizada, ou quando se tratava de NIC 3, o procedimento foi
completado com o uso da alga de canal para estudo adequado da JEC, com a

preocupacao de obter-se margem endocervical negativa para a neoplasia.

O material obtido foi introduzido em frasco contendo solu¢do de formaldeido a
10%, com volume correspondendo a pelo menos 10 vezes o volume do espécime
cirargico. A seguir, foi enviado para o laboratério onde foi incluido em um ou mais
blocos de parafina. Permaneceram estocados por um periodo variavel de cinco a

10 anos.
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4.3.3 Analise microscopica

Com os casos e controles ja recrutados dos laboratérios de anatomia patoldgica,
viu-se que em alguns havia apenas um bloco de parafina, mas varios tinham dois
ou mais blocos. Desta forma, foi necessario selecionar um bloco apenas de cada
paciente, para ser enviado ao laboratério, para realizagao da PCR. Para tal, em
um primeiro momento, foram selecionadas as pacientes com mais de um bloco de
parafina, que foram reavaliadas por um unico patologista, com o objetivo de

selecionar o bloco que apresentava NIC com maior grau de lesao.

Em um segundo momento, ja cada caso e controle com apenas um bloco de
parafina selecionado, foram realizados novos cortes em microtomo para obter
material para a realizacdo da PCR. Os cortes foram feitos antes e depois do
material retirado para a realizagcdo da PCR, visando certificar-se da presenca
ainda de lesao intraepitelial cervical (NIC), de qualquer grau, no material
encaminhado para PCR. Nessa fase os critérios microscopicos foram reavaliados
novamente por um sé patologista. Toda a analise foi cega para o conhecimento
da infecgao ou nao pelo HIV e também para o conhecimento de recidiva ou nao

da lesao.

4.3.4 Técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

4.3.4.1 Desparafinacao

Foi realizada a PCR em todas as amostras, para os tipos de HPV 6, 11 (grupo de

baixo risco) e 16, 18, 31, 33 e 35 (grupo de alto risco), por serem 0s mais

prevalentes, usando-se um primer consensus para cada grupo.

De cada bloco parafinado selecionado foram feitos, em micrétomo, dois a quatro

cortes de 10 uym e transportados para microtubos de 1,5 mL.

Para remog¢ao da parafina, acrescentou-se 1 mL de xylol a 97% em cada

microtubo, homogenizando-se no vortex e levando-se a estufa previamente
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aquecida a 60°C por 10 minutos e posterior centrifugagcao a 800 xg por mais 10
minutos. O excesso de xylol foi retirado, mantendo-se o sedimento, e novamente
todo o processo de lavagem foi feito, por até trés vezes. Em seguida, lavou-se
com 1 mL de etanol puro a 99,5% para retirar-se o xylol e centrifugou-se por 10
minutos. Repetido o processo com etanol, foi colocado na geladeira para secar
por aproximadamente 24 horas. Desta forma, o material estava pronto para iniciar
a extracdo do DNA.

FIGURA 2 - Microtubo com corte do material parafinado.

4.3.4.2 Extragcdo do DNA

Em cada microtubo que continha o material desparafinado adicionou-se 1 mL de
trizol® e homogenizou-se. Foram colocados 200 uL de cloroférmio, com posterior
agitacdo em voértex por 15 segundos, incubagao a temperatura ambiente por trés
minutos e centrifugagdo a 810 xg por 15 minutos a 4°C. Apds centrifugacéo, a
mistura se separou em trés fases (FIG 3):

e 12 fase - superior, incolor aquosa, onde se encontra o RNA.

o 2?%fase - intermediaria, de aspecto leitoso, onde se encontram as proteinas.

e 32fase - inferior, vermelho-fenol-cloroférmio, onde se encontra o DNA.
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FIGURA 3 - Microtubo com as trés fases

de separagao da mistura para extragao do DNA.

A fase fendlica (terceira) foi colocada em outro microtubo, adicionando-se 300 pL
de etanol 100%, com posterior agitagdo por 15 segundos, incubagdo a
temperatura ambiente por aproximadamente dois a trés minutos e centrifugacéo a
1.500 xg por 10 minutos a 4° C. Em seguida, houve a separagdo da amostra em
duas fases: o DNA encontrado na fase sélida do tubo, ou seja, precipitado, e o

sobrenadante que foi removido.

O DNA precipitado foi lavado duas vezes com 1,0 mL de citrato de sédio 0,1 M a
10% de etanol, com posterior homogeneizacdo manual por 15 segundos,
incubagao a temperatura ambiente por 30 minutos e centrifugagao a 1.500 xg por
15 minutos a 4° C (FIG. 4). Apds as duas lavagens, foi adicionado a cada amostra
1 mL de etanol a 75% e incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente.
Depois disso, foram centrifugadas a 1.500 xg por cinco minutos a 4°C e levadas a
geladeira para secagem por 12 horas.
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FIGURA 4 - Lavagem do DNA precipitado com

solucao de citrato de sddio e etanol.

Apbs a secagem do DNA, este foi diluido em 100 puL de hidroxido de soédio

(NaOH) a 8 mM, para posterior realizagao da PCR.

4.3.4.3 Método de deteccdo viral

Para realizacdo da PCR, adicionou-se ao DNA diluido uma solugdo mix para
PCR. Os primers e as reagdes de PCR foram feitos seguindo-se o protocolo
descrito pelo fabricante da enzima (invitrogen®), contudo, as temperaturas de
anelamento, assim como os mixes para cada sequéncia iniciadora, as etapas e
numero de ciclos para a realizagdo das PCRs foram otimizados por prévias
padronizagdes realizadas no Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da

Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM).

De modo geral, o DNA foi adicionado a uma solugdo contendo os seguintes
componentes para amplificagdo: tampéo 10x, desoxirribonucleotideos fosfatados
(dNTP), cloreto de magnésio (MgCl,), Taqg DNA polimerase, Primer F 10 uM,

Primer R 10 uM e agua ultrapura.
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QUADRO 2
Sequéncia dos Primers
Primer Sequéncia
HPV BAIXO RISCO F TACACTGCTGGACAACATGC
HPV BAIXO RISCO R GTGCGCAGATGGGACACAC
HPV ALTO RISCO F TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC
HPV ALTO RISCO R GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC

Todavia, as concentragdes dos reagentes e as temperaturas utilizadas para as

reacdes de amplificacdo se encontram descritas a seguir.

o Tampao 10X ...ccccoviiiiiiiiiieeeeee, 2,50 uL
o MGCl 50 MM...vieooeeeseeeeeeeeee. 1,10 L
o dANTP10MM.....ccoiiiiieeeeeee, 1,00 pL
o Primer F10 uM......cooo 1,00 pL
o PrimerR10uM.......ooiiiiiiiiie 1,00 pL
o CDNA 200 1G-erveeeieereeeerereereenennne. 10,00 pL
o TagbU/uL..ccooiiiiiiiee, 0,15 uL
e Agua ultrapura q.8.p....ccccoeeveennnen. 25,00 pL

Condi¢des de amplificagéo:

1-94°C ... 10 min
2-94°C........... 60 seg
3-TA....s 45 seg
40 ciclos
4-72°C............ 60 seg
5-72°C.......... 10 min
6-16°C.....ccceiiinnns o0

A temperatura de anelamento (TA) para os iniciadores foi de 40,2° C para o HPV

de alto risco e de 59° C para o HPV de baixo risco.

Apos a reacado de PCR, os produtos da amplificagdo do DNA foram submetidos a

eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e corados com nitrato de prata a 2%
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(ANEXO H). Utilizou-se em cada gel um padrdo de peso molecular de 50 pb,

como controle positivo, o trackit™ 1kb DNA ladder da invitrogen®.

Cada amostra a ser aplicada no gel foi homogeneizada com o auxilio de uma
micropipeta; 10,0 uL da amostra de DNA amplificado foram misturados a 5,0 uL
de tampao da amostra. Essa mistura foi feita com cada uma das amostras
submetidas a PCR e foram aplicadas uma em cada orificio do gel de
poliacrilamida 10%. O gel foi submetido a uma corrente de 90 volts por duas

horas.

FIGURA 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida.

Posteriormente a corrida eletroforética, o gel foi colocado em solugao fixadora
(ANEXO H) por 20 minutos. Essa solugdo foi entdo desprezada e ao gel
adicionou-se uma solugdo de nitrato de prata, sob agitagdo mecanica, por 20
minutos. Em seguida, fez-se rapida lavagem em agua ultrapura e incubagdo em
solugéo reveladora (ANEXO H) por mais 20 minutos, retornando o gel para a

solugao fixadora.

Apdés a revelacdo dos géis, foi realizada a analise da presencga das bandas de

amplificagdo nos mesmos.

As formulas das solugbes e géis usados no processo de PCR encontram-se no
ANEXO H.
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4.4 Andlise estatistica

4.4.1 Célculo amostral

A variavel resposta principal € a ocorréncia de recidiva de lesdao em pacientes
infectadas e nao-infectadas pelo HIV e as covariaveis: resultado do HPV, tipo de
HPV (alto e/ou baixo risco), margem e ocupacgédo glandular na CAF, idade da
paciente, paridade, tabagismo, idade de inicio de atividade sexual, numero de

parceiros, citologia, colposcopia, biopsia e anatomopatolégico da CAF.

A casuistica foi composta de material parafinado de 70 pacientes infectadas pelo

HIV e 68 n&o-infectadas pelo HIV, ja obtido de conizagao por CAF.

Baseando-se em dados da literatura, estimou-se a proporgdo de pacientes com
recidiva em cada estrato, que consiste da combinacdo do resultado de HIV, da

recidiva e da classificacdo do resultado do HPV.

A partir do software StatXact, foi calculado o poder do teste de Wilcoxon (método
de mid rank) para comparar duas distribuigdes multinomiais com variaveis

categodricas com ordenagao.

Entre as varias situagdes simuladas, foi escolhido o tamanho de amostra que
corresponde ao poder de 90%. O nivel de confianga estatistica de 0,05 foi

utilizado para todas as analises.

Foi programado, como se pode constatar a seguir, incluir no estudo no minimo 43
pacientes infectadas pelo HIV (14 com recidiva e 29 sem recidiva) e 59 pacientes
nao-infectadas pelo HIV (cinco com recidiva e 54 sem recidiva). Resolveu-se
incluir todas as pecas parafinadas que foram encontradas estocadas nos

laboratérios e que preenchiam os critérios de inclusao.



Pacientes HIV + (N=94)

RECIDIVA HPV - HPV + (Baixo risco) HPV + (Alto risco)
N&o (N=63) 0,20 0,70 0,10
Sim (N=31) 0,10 0,35 0,55
n(recidiva) n(néo recidiva) n(total) Poder (%)

15 35 50 93%

16 34 50 93%

17 33 50 94%

18 32 50 94%

19 31 50 94%

20 30 50 94%

16 31 47 92%

15 30 45 91%

14 29 43 90%

13 28 41 88%

12 27 39 86%

11 26 37 84%

10 25 35 81%

10 24 34 80%

09 24 33 77%

Pacientes HIV - (N=107)

RECIDIVA HPV- HPV + (Baixo risco) HPV + (Alto risco)

Nao (N=98) 0,60 0,30 0,10

Sim (N=09) 0,10 0,35 0,55

n(recidiva) n(néo recidiva) n(total) Poder (%)
09 31 40 97%
08 32 40 96%
07 33 40 94%
06 34 40 91%
05 35 40 86%
09 15 24 93%
09 14 23 92%
09 13 22 91%
09 12 21 90%
09 11 20 89%
08 15 23 91%
08 14 22 90%
08 13 21 89%
08 12 20 88%
08 11 19 87%
05 54 59 90% |
05 40 45 89%
05 30 35 87%
05 25 30 86%
05 20 25 85%

Os dados foram armazenados e analisados no SPSS 12.0.

50
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4.4.2 Andlise univariada

e Primeirafase

Comparacéo entre os grupos de pacientes infectadas e ndo-infectadas pelo HIV,
a partir de andlise de média usando-se teste U-Mann-Whitney para variaveis
continuas. Estas foram transformadas em categodricas e, assim, fez-se analise
univariada empregando-se o teste do Qui-quadrado de Pearson e teste exato de
Fisher: idade, paridade, idade de inicio de vida sexual, numero de parceiros,
tabagismo, resultado da citologia oncética, avaliagdo colposcodpica, resultado de
biopsia, anatomopatolégico da CAF, sinais de HPV no bloco, avaliagdo de
margens cirurgicas, avaliacdo de ocupacado glandular, recidiva de lesdo e
resultado da PCR, para verificar se os grupos eram ou nao homogéneos.

Considerou-se o nivel de significancia de 0,05.

e Segunda fase

Analise univariada dos casos (pegas que recidivaram) e controles (pecas que nao
recidivaram) usando-se o teste do Qui-quadrado de Pearson e teste exato de
Fisher para todas as variaveis categoricas ja citadas. Considerou-se o nivel de
significancia de 0,05. As variaveis que apresentaram p<0,25 nesta fase foram

levadas para um modelo multivariado por regressao logistica.

4.4.3 Andlise multivariada

Foi realizada a analise multivariada por regressao logistica, para estudo final de

associagao entre as variaveis significantes e recidiva de NIC.

Todas as variaveis com valor p<0,25 na analise univariada foram incluidas no
modelo. Em seguida, aquelas com baixo nivel de significancia (valor p mais alto)
foram retiradas até que restassem apenas as com significancia estatistica
(p<0,05).
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4.5 Consideracgbes éticas

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG), parecer n°® 239/07 (ANEXO A), e pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude de Belo
Horizonte (CEP-SMSA/PBH), protocolo n°® 060/2007 (ANEXO B). Todas as
pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (APENDICE
A).
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5 RESULTADOS

Foram analisadas 70 pecas parafinadas de pacientes infectadas pelo HIV e 68 de

nao-infectadas, num total de 138 pecas.

A analise dos resultados foi dividida em duas etapas, sendo a primeira descritiva,
incluindo os grupos das mulheres infectadas pelo HIV (n=70) e nao-infectadas
(n=68); e a segunda uni e multivariada em relagéo a recidiva (n=33) ou nao de
NIC (n=105).

5.1 Primeira etapa de anélise dos resultados

5.1.1 Anélise descritiva dos grupos de mulheres infectadas e néo-infectadas
pelo HIV

Iniciou-se a avaliagao dos resultados verificando-se a homogeneidade dos grupos
estudados e nédo foi verificada diferenga significativa entre eles quanto a: idade,
paridade e idade de inicio de vida sexual. Quanto ao numero de parceiros,
salientou-se média de 2,9 nas infectadas pelo HIV e 2,4 nas n&o-infectadas,
variando de um a cinco, excluindo-se 37 pacientes que nao informaram (26,8%),

sendo significante a diferenga de média entre os grupos (TAB. 1).

TABELA 1
Analise de média de idade, paridade e inicio da atividade sexual
e numero de parceiros entre as pacientes infectadas e n&o-infectadas

pelo virus da imunodeficiéncia humana

HIV-infectadas (n=70) | HIV-n&o-infectadas (n=68)
Média = dp |Mediana (A)| Média+dp | Mediana (A)

Valor P*

Idade (anos) 325:7,18 31(20-55) 352+10,53 33 (18-71) 0,23

Paridade 23+188 2 (0-11) 2,8:217 2 (0-10) 0,20
Inicio vida sexual 17,9 3,48 17 (13-29) 17,5+2,00 18(13-22) 0,58
N°. parceiros™  29+130 3 (1-5) 2,4+1,23 2 (1-5) 0,01

* teste U-Mann-Whitney - valor p para média; dp-desvio-padrao ; A — amplitude.
** excluidos 23 casos infectadas HIV e 14 nao-infectadas, sem informacgao.
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Na TAB. 2 dicotomizam-se as variaveis sociodemograficas considerando como
ponto de corte a média de cada uma (TAB. 1), ndo se encontrando diferenca
significativa entre os grupos, exceto em relagdo ao numero de parceiros (p=0,03).
Quanto ao tabagismo, foi levado em consideragdo apenas se a paciente era ou

nao fumante no momento da consulta.

TABELA 2
Comparacéao entre as variaveis sociodemograficas,

segundo a variavel virus da imunodeficiéncia humana

HIV- HIV-nao- Val
' ' alor
mf((ra]c:t?g)as mf((;:;cztgg)as N OR IC 95%
N | % | N | %

Idade

< 33 anos 41 58,6 34 50,0 1,0

> 33 anos 29 414 34 500 031 0,71 0,36-1,40
Tabagismo

Nao-fumante 45 64,3 44 64,7 1,0

Fumante 25 357 24 353 09 1,02 0,51-2,05
N° parceiros

<3 16 229 30 441 1,0

>3 31 443 24 353 0,03 242 1,08-543

Perdas** 23 329 14 20,6 ---
Paridade

<3 44 629 35 515 1,0

>3 26 371 33 485 0,18 0,63 0,32-1,24
Idade inicio vida sexual

< 18 anos 50 714 48 70,6 1,0

>18 anos 20 286 20 294 091 09 0,49-2,00

*Teste Qui-quadrado Pearson.
** Excluidas 37 pacientes que nao informaram o nimero de parceiros.
OR = odds ratio.
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Analisando os grupos quanto a citologia realizada na época do encaminhamento
para a consulta no Servico de Patologia do Colo, ndo se destacou diferenca

significante (p=0,15).

A colposcopia realizada previamente a cirurgia de alta frequéncia foi mais grave
nas pacientes nao-infectadas pelo HIV, com diferenga significativa entre os
grupos (p=0,000). Na biopsia, houve predominio de NIC 2 e 3 nas nao-infectadas
pelo HIV (85,3%) e de NIC 1 nas infectadas (72,9%), estando compativel com a

colposcopia, com diferenca também significativa entre os grupos (p = 0,000).

No entanto, quando submetidas a CAF, houve aumento do numero de casos (18
pacientes) com NIC 2 e 3 nas pacientes infectadas pelo HIV, quando comparado
com o resultado da biopsia, enquanto o percentual permaneceu compativel nas
nao-infectadas pelo HIV (TAB. 3, GRAF. 1).

TABELA 3
Comparacéo entre citologia, colposcopia, resultado da biopsia e histopatoldgico

da CAF, segundo o virus da imunodeficiéncia humana

HIV- HIV-nao- Val
. : ]
mf((;_;c:t?g)as mf(ic:tgg)as Z :J OR IC 95%
N | % | N[ %
Citologia
Alterada 45 64,3 49 720 0,57 0,27-1,23
Normal 24 343 15 221 0,45" 1,0
Ascus 1 1,4 4 59 -
Colposcopia
Grau ll 27 38,6 57 83,8 0,000 0,12 0,05-0,27
Grau | 43 61,4 11 16,2 1,0
Biopsia
NIC2e3 19 271 58 853 0,000 0,06 0,03-0,15
NIC 1 51 729 10 14,7 1,0
CAF
NIC2e3 37 529 59 86,8 0,000 0,17 0,07-0,40
NIC 1 33 471 9 13,2 1,0

* Teste Qui-quadrado Pearson.
**valor p excluindo os cinco casos de ASCUS.
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GRAFICO 1 - Comparagao entre o resultado histopatolégico da biopsia e

da CAF nas pacientes infectadas e nao-infectadas pelo HIV.

Na TAB. 4 encontram-se as caracteristicas histopatolégicas do cone cervical. Nao
houve diferenga significativa entre os grupos quanto a ocupagao glandular, que
estava ausente na maioria dos dois grupos, e as margens cirurgicas, que se
encontravam livres principalmente. Em 12 casos nao foi possivel avaliar as

margens cirurgicas por apresentarem os bordos queimados.

TABELA 4
Comparacéo entre as caracteristicas histopatologicas do cone,

segundo o virus da imunodeficiéncia humana

HIV- HIV-néo- val
. : ]
mf(ic:t;lg)as mf(er:]c:thd)as Z*O OR IC 95%
N | % N | %
Margens cirurgicas
Comprometidas 18 257 14 206 061 1,2 0,55-2,76
Livres 48 685 46 67,6 1,0
Perdas** 4 57 8 11,8 ---
Ocupacgéo glandular
Presente 11 157 6 8,8 0,22 1,92 0,67-554
Ausente 50 84,3 62 912 1,0

* Teste Qui-quadrado de Pearson.
**excluidos 12 casos cujas margens cirurgicas nao foram avaliadas por terem bordos queimados.
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Quando se avaliaram sinais sugestivos de infecgdao pelo HPV no exame
histopatolégico, ndo se realgou diferenca significativa entre os grupos, embora o

HPV estivesse presente em mais de 95% dos casos.

Quanto ao resultado da PCR na pesquisa dos tipos de HPV, lembrando que neste
estudo foram pesquisados os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35, também nao se
evidenciou diferenca significativa, embora o HPV de alto risco estivesse presente

em mais de 70% dos casos em que a PCR foi positiva para o virus (TAB. 5).

TABELA 5
Comparacao entre o resultado da PCR para HPV,

segundo o virus da imunodeficiéncia humana

HIV- HIV-nao- Val
' ' alor
mf((;_;c:t?g)as mf((;:]c:tgg)as " OR IC 95%
N | % N | %
Sinais HPV na histopatologia
Presente 69 986 65 956 0,36* 3,19 0,32-31,40
Ausente 1 1,4 3 44 1,0
Resultado PCR
HPV detectado 40 57,1 31 456 0,10* 1,77 0,89-3,50
HPV nao detectado 27 38,6 37 54,4 1,0
Perda*** 3 4,3
Tipo HPV****
Alto e baixo risco 29 725 25 80,6 043 0,63 0,21-1,96
Baixo risco 11 275 6 19,4 1,0
Tipo HPV****
Alto e baixo risco 11 275 8 25,8
Alto risco 18 450 17 54,8 0,32
Baixo risco 11 275 6 19,4

* Teste Qui-quadrado de Pearson ; ** Teste exato de Fisher

***excluidos trés casos que nao tiveram resultado do exame.

**** excluidos os 64 casos negativos pela PCR (Foram pesquisados os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33
e 35).
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Essas pacientes tiveram seguimento clinico por um periodo minimo de um ano,
com novas avaliagbes citolégicas e colposcopicas a cada seis meses. Na
ocorréncia de alteracdo de algum desses exames, nova biopsia foi realizada.
Quando o resultado da biopsia revelou qualquer grau de NIC, foi constatada a

recidiva de lesdo.

5.2 Segunda etapa de analise dos resultados

5.2.1 Andlise univariada dos grupos de pacientes infectadas e nao-
infectadas pelo HIV em relagdo a recidiva ou ndo de neoplasia intraepitelial

cervical

No grupo de pacientes infectadas pelo HIV, 25 apresentaram recidiva de NIC e 45
n&o recidivaram. No grupo de nao-infectadas, oito apresentaram recidiva de NIC e
60 nao recidivaram. A chance das pacientes infectadas pelo HIV apresentarem
recidiva de NIC foi 4,17 vezes a chance das pacientes nao-infectadas pelo HIV
apresentarem recidiva (IC a 95% = 1,72 — 10,1) (TAB. 6).

TABELA 6
Comparacao entre as pacientes infectadas e nao-infectadas pelo HIV

em relagao a recidiva ou nédo de NIC

Com Sem
recidiva recidiva | Valor 0
(n=33) (n=105) p* OR IC 95%
N | % | N | %
Infectadas HIV 25 75,6 45 429 0,001 4,17 1,72-10,10
Nao-infectadas 8 242 60 57,1 1,0

*Qui-quadrado de Pearson.

Como pode ser visto na TAB. 7, ndo houve diferenga significativa quanto as

variaveis sociodemograficas em relagéo a recidiva ou néo de NIC.



TABELA 7

Comparacao entre as variaveis sociodemograficas,

segundo a recidiva ou ndo de NIC
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Com Sem Val
g g alor
O et | or | s
N | % N | %
Idade
<33 anos 20 606 55 524 1,0
> 33 anos 13 394 50 476 041 0,72 0,32-1,59
Tabagismo
Nao-fumante 19 576 70 66,7 1,0
Fumante 14 424 35 333 0,34 147 0,66-3,28
N° parceiros
<3 10 30,3 36 34,3 1,0
>3 10 30,3 45 428 0,66 0,80 0,30-2,13
Perdas** 13 394 24 229 -
Paridade
<3 21 63,6 58 552 1,0
>3 12 36,4 47 448 040 0,71 0,32-1,58
Idade inicio vida sexual
< 18 anos 22 66,7 76 724 1,0
>18 anos 11 333 29 276 053 1,31 0,57-3,04

*Teste Qui-quadrado Pearson.
**Excluidos 37 casos que ndo informaram o niumero de parceiros.

De acordo com a TAB. 8, ndo houve significancia entre citologia oncotica,

colposcopia, anatomopatoldgico da biopsia ou da CAF com a recidiva ou n&o de

NIC.
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TABELA 8
Comparacao da citologia, colposcopia, resultado da biopsia e

histopatoldgico da CAF, segundo a recidiva ou n&o de NIC

Com Sem Val
g g alor
O et | or | s
N | % N | %
Citologia
Alterada 20 606 74 70,5 0,14* 0,54 0,24-1,24
Normal 13 394 26 248 1,0
Ascus 0 0 5 4,7 -—-
Colposcopia
Grau ll 23 69,7 61 58,1 0,23 1,66 0,72-3,83
Grau | 10 30,3 44 419 1,0
Biopsia
NIC2e3 16 48,5 61 58,1 0,33 0,68 0,31-1,49
NIC 1 17 515 44 419 1,0
CAF
NIC2e3 23 697 73 695 09 1,01 0,43-2,36
NIC 1 10 30,3 32 305 1,0

* Teste Qui-quadrado Pearson.
**exclusao de cinco casos de ASCUS.

Houve diferenga significativa quanto as margens cirurgicas, mostrando que 39,4%
das pacientes que recidivaram apresentavam margens comprometidas versus
18,1% no grupo que nao recidivou (p=0,02); ocupacao glandular estava presente
em 36,4% das pacientes que recidivaram e em 4,8% das que n&o recidivaram
(p=0,000) (TAB. 9).



61

TABELA 9
Comparacao entre as caracteristicas histopatologicas do cone cervical,

segundo a recidiva ou ndo de NIC

Com Sem Val
g g alor
O e |V or | s
N | % N | %
Margens cirurgicas
Comprometidas 13 394 19 18,1 0,02** 2,89 1,21-6,91
Livres 18 545 76 724 1,0
N&o avaliadas™** 2 6,1 10 9,5 ---
Ocupacéo glandular
Presente 12 364 5 4,8 0,000* 11,43 3,64-35,89
Ausente 21 63,6 100 95,2 1,0

* Teste exato de Fisher ; ** Teste qui-quadrado de Pearson,;
*** 12 margens nao avaliadas por apresentarem bordos queimados.

A descricao histopatolégica quanto aos aspectos sugestivos de infecgéao pelo HPV
nao foi significativa (p= 0,57), embora 100% das pecas que apresentavam sinais

da infecgao tiveram recidiva de NIC.

Quando avaliado o resultado da PCR para HPV em relagao a recidiva ou nao de
NIC, este também nao foi significativo (p=0,27), embora 61,3% dos casos que
recidivaram apresentavam HPV e, destes, 89,5% tinham HPV de alto risco (TAB.
10).



TABELA 10

Comparacao entre o resultado da PCR para HPV,

segundo a recidiva ou ndo de NIC
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Com Sem Val
g g alor
O et | or | icos
N | % N | %
Sinais HPV na histopatologia
Presente 33 100,0 101 96,2 0,57
Ausente 0 0 4 3,8
Resultado PCR
HPV detectado 19 576 52 495 0,27 1,58 0,70-3,60
HPV nao detectado 12 36,4 52 495 1,0
Perda*** 2 6,0 1 1,0 ---
Tipo HPV****
Alto e baixo risco 17 89,5 37 71,2 0,13* 3,45 0,71-16,78
Baixo risco 2 10,5 15 28,8 1,0
Tipo HPV****
Alto e baixo risco 5 26,3 14 26,9
Alto risco 12 63,2 23 442 0,23*
Baixo risco 2 10,5 15 28,8

* Teste Qui-quadrado de Pearson ; ** Teste exato de Fisher.

*kk

*kkk

5.2.2 Anélise multivariada

excluidos trés casos que nao tiveram resultado do exame.
excluidos os 67 casos negativos da PCR (foram pesquisados os tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35).

Foi realizada analise multivariada por regressdo logistica, incluindo todas as

variaveis que tiveram valor p<0,25. Foi incluida a variavel tabagismo e também o

resultado da PCR nos blocos parafinados, por serem importantes, de acordo com

a literatura, apesar de apresentarem valor p>0,25 na analise univariada (TAB. 11).

A variavel colposcopia foi retirada do modelo de regressdo pela sua interagao

com a citologia (p=0,03) (APENDICE B-1).
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TABELA 11
Modelo inicial da analise multivariada, segundo a recidiva ou ndo de NIC
Variavel OR IC 95% Valor p
Tabagismo
sim X nao 1,27 0,44-3,62 0,66
Infecgéo HIV
sim x nao 2,74 0,95-7,87 0,06
Ocupacao glandular
sim x nao 10,95 3,02-39,66 0,000
Presenca HPV na PCR
sim x nao 1,59 0,57-4,46 0,38
Margens cirurgicas
comprometida x livres 2,70 0,91-8,08 0,08
Citologia oncotica
normal x alterada 0,30 0,10-0,86 0,03

As variaveis sem significancia estatistica (p>0,05) foram retiradas do modelo
inicial e do subsequente na seguinte ordem: tabagismo, resultado da PCR no
bloco de parafina, margens cirurgicas e citologia. O modelo final contou com duas
variaveis com significancia independentes (testadas quanto a interacdo e nao
apresentando significancia, com valor p= 0,24) para recidiva de NIC (APENDICE
B-2).

As pacientes infectadas pelo HIV e com ocupagédo glandular no cone tém mais
chance de recidiva de NIC (TAB. 12).



64

TABELA 12
Modelo final da analise multivariada para recidiva ou ndo de NIC
Variavel OR IC 95% Valor p
HIV (sim) 4,29 1,62-11,34 0,003

Ocupacgao glandular (sim) 11,78 3,48-39,90 0,000
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo é avaliar os fatores de risco para recidiva de neoplasia
intraepitelial cervical em pacientes infectadas ou n&o pelo HIV, que foram
submetidas a cirurgia de alta frequéncia. Para isso, foram estudadas pecas de
conizagao de 138 pacientes que haviam sido submetidas a CAF, por NIC, que
estavam estocadas em laboratérios, em blocos de parafina. Esse material foi
encaminhado a dois laboratorios de biologia molecular em Belo Horizonte, com a
finalidade de deteccdo do HPV por reacdo em de cadeia da polimerase (PCR),
mas, devido a dificuldades técnicas em se realizar o procedimento em material
parafinado, houve consideravel atraso para o inicio do estudo. O material foi,
entdo, enviado ao Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) da disciplina de
Ginecologia e Obstetricia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM),
onde foi realizado todo o processo de extracdo do DNA e da PCR nas pecas

cirargicas.

Foram pesquisados os tipos mais prevalentes de HPV, 6 e 11 de baixo risco e 16,
18, 31, 33 e 35 de alto risco, de acordo com a literatura (CLIFFORD;
GONCALVES, FRANCESCHI, 2006; LEVI et al., 2002; McMURRAY et al., 2001;
MUNOZ et al., 2003; 2006; NOMELINI et al., 2007; QUEIROZ, 2007,
ZIMMERMMANN; MELO, 2002), usando-se um primer consensus para cada

grupo.

Os resultados serdo comentados também em etapas.

6.1 Andlise dos grupos de pacientes infectadas e ndo-infectadas pelo HIV

Encontrou-se idade média de 35 anos para o grupo de pacientes nao-infectadas
pelo HIV e de 32 anos no grupo de infectadas, estando de acordo com a
literatura, que referencia média de idade de 30 a 35 anos (AERSSENS et al.,
2008; BEZERRA et al., 2005; GILLES et al., 2005). Quanto a paridade, ndo houve
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diferenca significativa entre os grupos, com média de dois partos, em
consonancia com o trabalho de Gilles et al. (2005), embora Bezerra et al. (2005)
tenha referido que quanto menor a paridade, mais alto o percentual de mulheres
com lesdes cervicais. Ja 0 numero de parceiros sexuais variou de dois a quatro
para esses autores, coincidentemente com o presente resultado, no qual a média
encontrada foi de trés parceiros das infectadas pelo HIV e dois das nao-

infectadas, com significativa diferenga entre os grupos.

Quanto ao inicio de atividade sexual, observou-se idade mediana de 18 anos,
compativel com a literatura (BEZERRA et al., 2005; MASSAD et al., 1999). Nao
houve diferenga significativa entre os grupos quanto ao tabagismo, embora o
fumo tenha sido relacionado com infeccdo pelo HPV e neoplasia cervical em
alguns trabalhos (MURTA et al., 2001; PINTO; TULIO; CRUZ, 2002).

Em 22% das pacientes nao-infectadas pelo HIV e 34% das infectadas o resultado
da citologia oncdtica foi normal, sendo este um alto indice de falso-negativo, ja
que todas as pacientes deste estudo apresentavam algum grau de NIC na biopsia
e na CAF. Para Fahey et al. (1995) e McGrory et al. (1999), a citologia oncética
possui baixa sensibilidade, variando de 30 a 87%, e especificidade variando de 86
a 100%. Fahey et al. (1995) acentuaram graves limitagbes do exame como

ferramenta diagndstica em populagdes com alta prevaléncia para NIC.

Os resultados da colposcopia e da biopsia mostraram-se compativeis com o
resultado da citologia oncotica, destacando alto percentual de lesdo mais grave
nas pacientes nao-infectadas pelo HIV. Quando estas foram submetidas a CAF,
houve agravamento das lesdes no grupo das pacientes infectadas pelo HIV em
relagdo ao resultado da biopsia, devido provavelmente a multicentricidade das
lesGes. Embora a acuracia diagndstica da colposcopia esteja bem estabelecida
(JORDAN, 1985) e ha varios anos a biopsia dirigida pela colposcopia seja
considerada a forma adequada de se obter confirmagao histolégica de leséo
intraepitelial cervical (BELLER; KHATAMEE, 1966; KIRKUP; HILL, 1980), alguns
estudos enfatizam lesdes de mais alto grau quando realizadas técnicas
excisionais em relacdo ao resultado da biopsia anterior, em mulheres infectadas
pelo HIV (McINDOE et al., 1989). Achados de 41% de resultados subestimados
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pela biopsia em relacdo a CAF revelam que a biopsia dirigida pela colposcopia
nao melhora a acuracia diagnéstica na paciente infectada pelo HIV, quando
comparada com paciente ndo-infectada (BUXTON et al., 1991; DEL PRIORE et
al., 1996; NAPPI et al., 2005).

Avaliando as caracteristicas histopatolégicas da pega cirdrgica, ndo foram
registradas diferencas significativa entre os grupos, sendo que a maioria
apresentava margens livres e auséncia de ocupacgdo glandular. Margens livres
nem sempre demonstram completa excisdo da lesdo, devido a possibilidade de
lesdo multifocal e também por gerar um material inadequado para avaliagdo de
margens que o procedimento pode acarretar (BAE et al., 2007; NEGRI et al.,
2003). Foram excluidos da presente pesquisa 12 casos que apresentaram bordos
queimados, impossibilitando sua avaliacdo. Murta et al. (1999), em estudo
retrospectivo analisando o resultado de conizagdo por NIC 3 em 201 mulheres,
sem exame para o HIV, encontraram 26,4% de margens comprometidas.
Boardman et al. (1999) verificaram alta incidéncia de margens comprometidas em
cones de mulheres infectadas pelo HIV, quando comparadas com nao-infectadas
(OR: 2,25, IC a 95%: 1.06-4.79), maior tamanho da lesédo e frequente
envolvimento glandular endocervical, contribuindo para as altas taxas de excis&o
incompleta. Wright et al. (1994b) e Foulot et al. (2008) relataram taxas de 15 e
23%, respectivamente, de ocupacgao glandular em mulheres infectadas pelo HIV.
Aqui se encontrou praticamente o dobro de ocupagao glandular nas pacientes
infectadas pelo HIV (15,7%) em relacdo as nao-infectadas (8,8%), embora nao

tenha sido significante a diferenca entre os grupos (p=0,22).

Nao houve diferenca significativa entre os grupos de pacientes infectadas ou nao
pelo HIV quanto aos sinais sugestivos de infecgcdo pelo HPV no exame
histopatolégico do cone, embora eles estivessem presentes em mais de 95% dos
casos, em ambos os grupos. Quando foi realizada a PCR para confirmacéo e
identificacao do tipo de HPV, se de alto ou baixo risco, também nao se constatou
diferenca significativa entre os grupos, mas o HPV foi mais frequente nas
pacientes infectadas pelo HIV (57,1%) em relagdo as ndo-infectadas (45,6%),
estando de acordo com a literatura (CAMPOS et al., 2005; GONCALVES et al.,
2003; LEVI et al., 2002; MASSAD et al., 1999; SONCINI et al., 2007; VOLKOW et



68

al., 2001; ZIMMERMMAMM; MELO, 2002). Também houve maior prevaléncia dos
tipos de HPV de alto risco (16, 18, 31, 33 e 35) nos dois grupos e mais de 25%
das pacientes apresentavam resultado positivo para HPV de alto e baixo risco, ou
seja, multiplos tipos. Em reviséo da literatura realizada por Ferenczy et al. (2003),
a prevaléncia da infeccado pelo HPV foi maior nas pacientes infectadas pelo HIV
quando comparadas as nao-infectadas e principalmente por tipos de alto risco

oncogénico, como 16 e 18, além de multiplos tipos.

Embora sinais sugestivos de infeccdo pelo HPV, no exame histopatoldgico do
cone, tenham sido vistos em mais de 95% das pecas estudadas, quando se
realizou a PCR o HPV so6 foi detectado em aproximadamente 45% nos dois
grupos. De acordo com Souza, Melo e Castro (2001), comparando os resultados
da PCR para pesquisa de HPV com os resultados de sinais sugestivos para HPV
na biopsia cervical, a histopatologia apresentou sensibilidade de 61,9% e
especificidade de 100%, ou seja, quando a histopatologia fez o diagnostico de
HPV o seu acerto foi de 100%.

6.2 Analise dos grupos em relagcdo a ocorréncia ou ndo de recidiva de NIC

Considera-se doenca residual aquela identificada durante o primeiro ano apés a
conizagao, ao passo que € considerada recidiva quando acontece apos esse
primeiro ano (GONZALEZ et al., 2001; MILOJKOVIC, 2002). No trabalho de Lima
et al. (2009), foi considerado recidiva de lesdo o aparecimento ou a persisténcia
de leséo intraepitelial cervical (NIC) identificada por alteragao citolégica (ANEXO
C) elou colposcopica (ANEXO D) sempre confirmada por biopsia, considerada
padrao ouro na analise, e independentemente do tempo decorrente da primeira

conizagao.

Observou-se que a chance das pacientes infectadas pelo HIV apresentarem
recidiva de NIC foi 4,17 vezes a chance das pacientes nao-infectadas recidivarem
(IC a 95% = 1,72 — 10,1). Fruchter et al. (1996) encontraram taxa de recidiva de

45% nas mulheres infectadas pelo HIV e 13% nas n&o-infectadas (p<0,001).
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Gilles et al. (2005) encontraram mais recidiva de NIC em mulheres infectadas pelo
HIV (78%) em relagao as nao-infectadas (36%) (p<0,001).

Heard et al. (2005), analisando mulheres infectadas pelo HIV, salientaram taxa de
recidiva, independentemente do grau de lesdo, de 22,3% (IC a 95%: 16,1-30,7);
embora muitas das recidivas tenham ocorrido no primeiro ano apds a cirurgia, as

taxas alcangaram 53,9% em trés anos, como os presentes resultados.

Também para Nappi et al. (2005) e Massad et al. (2007), as pacientes infectadas
pelo HIV tiveram mais chances de recidivas de NIC. Assim, para esses autores, o
tratamento especifico da lesdo intraepitelial cervical nesse grupo deve ser

agressivo, independentemente da boa resposta a HAART.

Nas pacientes nao-infectadas pelo HIV, encontrou-se taxa de recidiva de 24,2%,
estando de acordo com Alonso et al. (2006), que referiram recidiva de NIC em
17,7% de pacientes néo-infectadas pelo HIV, durante o seguimento de dois anos.
No entanto, Nagai et al. (2000) reportaram taxa de recorréncia em mulheres nao-

infectadas pelo HIV de 8,6% e Cecchini et al. (2002) encontraram taxa de 9,1%.

A idade (p=0,41), tabagismo (p=0,34), paridade (p=0,40), inicio de atividade
sexual (p=0,53) e numero de parceiros (p=0,66) ndo foram significantes em
relacao a recidiva de NIC, estando de acordo com o estudo de Sarian et al. (2005)

e Alonso et al. (2006), que ndo informaram relagédo de idade com recidiva de NIC.

A citologia oncoética também nao foi significante (p=0,14), assim como a
colposcopia (p=0,23), a biopsia (p=0,33) e o anatomopatolégico da CAF (p=0,99),
embora a maioria das pacientes que recidivaram tivesse citologias alteradas no
encaminhamento, colposcopia grau Il e lesdo de alto grau (NIC 2/3) no
anatomopatolégico da CAF. Heard et al. (2005) nao identificaram relagao entre o
grau de NIC e o risco de recidiva ou persisténcia de NIC em mulheres infectadas
pelo HIV. Costa et al. (2003) afirmaram que idade, grau de lesdo na biopsia, grau
de lesdo no cone, volume do cone, tempo de vida sexual ativa e
comprometimento de margem no cone foram significantemente associados a

persisténcia de infecgao pelo HPV, e esta estaria associada a recidiva de NIC.
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De acordo com as caracteristicas histopatoldgicas do cone, a presente pesquisa
evidenciou que quando havia comprometimento das margens cirurgicas e
ocupacdo glandular, as taxas de recidiva de NIC foram mais altas, estando de
acordo com outros autores (ALONSO et al., 2007; TYLER et al. 2007). Para Bae
et al. (2007), Derchain, Longatto Filho e Syrjanen (2005) e Negri et al. (2003), a
cirurgia de alta frequéncia (CAF) esta associada a taxas de recidiva de 1,9 a 39%,
sendo mais alto o risco quando estdo as margens cirurgicas comprometidas,
embora 15% de pacientes com margens livres apresentassem recidiva de leséo,
mostrando valor preditivo baixo do comprometimento de margens na peca
cirurgica. Segundo Maiman et al. (1993), envolvimento glandular endocervical,
lesdes multifocais e infec¢ao persistente pelo HPV podem explicar recidivas em

pacientes com margens livres.

Paraskevaidis et al. (2000) encontraram envolvimento glandular em 71% das
pacientes que recidivaram, tendo margens livres de lesdo, comparados com 13%
em pacientes que ndo recidivaram. Os mesmos autores e também Livasy et al.
(1999) e Lima et al. (2009) consideram que a ocorréncia de ocupagao glandular
deve ser mais valorizada que o achado de margens comprometidas no cone, pois
as ceélulas residuais de margens sao facilmente detectadas em exames citologicos
e colposcopicos subsequentes. O mesmo néo ocorre em relagdo ao envolvimento
glandular, de dificil avaliagcdo colposcépica, podendo manifestar-se mais

tardiamente até mesmo como doenga avangada.

Na presente pesquisa, o HPV nao foi significativo como fator de risco para
recidiva de NIC. Na histopatologia do cone, sinais sugestivos de infecgdo pelo
HPV foram descritos em 100% das mulheres que apresentaram recidiva de NIC.
Ja na PCR, 57,6% dos casos que recidivaram tiveram resultado positivo para os
tipos pesquisados, 6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35, considerados os mais prevalentes
de acordo com a literatura (BOSCH et al., 1995; GOK et al., 2007; MEIJER;
SNIJDERS; CASTLE, 2006; RABELO-SANTOS et al., 2003; SILVA et al., 2006;
THOMISSON; THOMAS; SHROYER, 2008; ZIMMERMMANN; MELO, 2002); e

em 36,4% dos casos que recidivaram, esses HPVs nao foram detectados.
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Como citado anteriormente, a PCR, apesar de seu valor inquestionavel e de sua
alta sensibilidade em material parafinado, pode ter resultados falso-negativos
devido a varios fatores como: quantidade insuficiente de virus na amostra
(MUNOZ et al., 2003; QUEIROZ, 2003; SCHIFFMAN et al., 2000; SILVA, 2004;
YOKOYAMA et al. 2003; WALBOOMERS et al., 1999), qualidade da amostra do
DNA que sofre influéncia dos efeitos de agentes desnaturantes, do tempo e
condigdes de estocagem, assim como a qualidade dos primers e o tipo de enzima
polimerase usados (DO CARMO FIORINI, 2007; IFTNER; VILLA, 2003; MELO et
al., 2005; MESQUITA et al., 2001; NONOGAKI et al., 2004). De acordo com
Bertelsen et al. (2006), a pureza do DNA-HPV depende principalmente do
protocolo usado na extragao.

Gbémez, Abba e Golijow (2001), em estudo realizado para a detecgédo do HPV por
meio de PCR, analisando 176 amostras de material fresco proveniente de
citologia liquida ceérvico-vaginal e 30 amostras de material fixado, biopsias
embebidas em parafina, ndo ressaltaram diferenga estatisticamente significativa
(p=0,38) quando compararam o numero de amostras positivas com a frequéncia
dos tipos virais de baixo e alto risco entre os materiais. Também Roda Husman et
al. (1995), comparando resultados de tipagem de DNA-HPV em esfregagos
cervicais arquivados e biopsias cervicais parafinadas das mesmas pacientes com

NIC, nao detectaram diferencga de resultados.

Estudos tém sugerido diversos fatores de risco para predizer a persisténcia do
HPV em NIC apds a conizagdo, mas resultados controversos tém sido
encontrados (COSTA et al.,, 2003; DALSTEIN et al.,, 2003). ldade, citologia
oncatica, carga viral do HPV, grau da lesao biopsiada, grau da lesao no cone e
status da ressecgao das margens do cone tém sido descritos como fatores de
risco para a persisténcia do HPV (COSTA et al.,, 2003). No caso de haver
resultados negativos de testes para o HPV apds o tratamento, a frequéncia de
acompanhamento poderia ser reduzida, particularmente nas pacientes com
margens livres (HOUFFLIN et al., 2003).

Em 89,5% dos casos com recidiva encontrou-se o HPV de alto risco e apenas

10,5% que recidivaram apresentaram o HPV de baixo risco. Para Nappi et al.
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(2005) e Alonso et al. (2006; 2007), um importante fator de risco para progressao
da lesao é a presenca de DNA-HPV de alto risco. Em trabalho de Nagai et al.
(2000), a maioria das recidivas ocorreu devido a persisténcia da infeccdo pelo
HPV ou devido a infeccdo subclinica pelo HPV que ndo foi completamente
erradicada. Esses autores acreditam que também a doenga multifocal e o exame

inadequado da peca cirurgica podem explicar a recidiva.

Para Hernadi et al. (2005), apds conizagdo com excisdo de NIC, o HPV-DNA
persiste em relevante proporcao de casos, com tendéncia a desaparecer durante
um longo seguimento dessas pacientes. Persisténcia do mesmo tipo de HPV em
exames posteriores ao tratamento pode ser considerada um forte preditor de
doencga residual ou de recorréncia. Testes negativos para HPV apds tratamento
de NIC de alto grau reduzem a probabilidade de recorréncia ou doenga residual,

podendo retornar a paciente a programas de controles habituais.

Kucera et al. (2001) e Distefano et al. (1998), em follow-up pés-tratamento de
NIC, encontraram mulheres que persistiram infectadas pelo HPV, o que sugere
que o tratamento ablativo é efetivo na erradicagdo da lesdao, NIC, mas nao do
HPV.

Apods analise multivariada por regressao logistica, as varidveis importantes para
recidiva, encontradas em nosso estudo, foram: a infeccao pelo HIV, com OR de
4,29, e a ocupagédo glandular, que também aumentou a chance em 11,78,
estando de acordo com outros trabalhos (GILLES et al.,, 2005; HEARD et al.,
2005; LIMA et al, 2009; MASSAD et al. 2007; NAPPI et al., 2005;
PARAKEVAIDIS et al., 2000).

6.3 Comentéarios e sugestdes finais

Toda paciente, infectada ou n&o pelo HIV, que tenha sido submetida a cirurgia de

alta frequéncia (CAF) para tratamento de NIC, deve ser acompanhada no pés-

tratamento, devido a possibilidade de recidiva de lesao.
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Pacientes que tenham sido submetidas a CAF por NIC, que apresentarem
comprometimento de margens cirurgicas no cone e/ou ocupacao glandular devem

ser seguidas com mais atenc&o devido a mais chance de recidiva de leséo.

Também precisam de seguimento mais rigoroso as pacientes infectadas pelo HIV,

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

O fato de nao ter sido encontrada neste trabalho associagéo significante entre a
infeccao pelo HPV e a recidiva de NIC tem duas vertentes: a primeira refere-se a
restricdo de primers de DNA-HPV pesquisados (6, 11, 16, 18, 31, 33 e 35), ndo
sendo possivel descartar totalmente a infeccdo pelo HPV nessas pacientes; a
outra refere-se ao HIV. Os resultados confirmam os achados iniciais de Lima et al.
(2009) de que a presenga do HIV é fator de risco independente para a recidiva.
Isto abre um novo caminho para pesquisas em direcdo a resposta imune local

cervical, diante de coinfec¢ao HIV/HPV.

A interacdo entre HIV e HPV é extremamente complexa e a baixa imunidade local
pode ser uma explicagado para o aparecimento de lesdes sem associagao com a
imunidade geral (ZIMMERMMANN; MELO; ZIMMERMMANN, 2007). Estudos
sobre a resposta imunologica ao HPV e a indugcdo do cancer cervical uterino
continuam e a imunoterapia podera se mostrar eficaz. Acredita-se, também, que o
desenvolvimento de uma resposta inflamatoéria induzida por outras coinfecgdes
poderia levar a predisposi¢cdo pela infecgdo pelo HPV (MICHELIN; OLIVEIRA,;
MURTA, 2008).
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7 CONCLUSOES

e Mulheres infectadas pelo HIV tém risco significativamente mais alto de
recidiva de NIC quando comparadas com as nao-infectadas pelo HIV; e
mulheres submetidas a CAF por NIC, que apresentam ocupagao glandular
no cone, tém risco significativamente mais alto de recidiva de NIC.

e Os HPVs 16, 18, 31, 33 e 35 (alto risco) foram mais prevalentes nas
mulheres que apresentaram recidiva de NIC, quando comparados com 0s
HPVs 6 e 11 (baixo risco).

e Os HPVs 16, 18, 31, 33 e 35 (alto risco) nao foram fator de risco para a
recidiva de NIC.
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ANEXOS E APENDICES

ANEXO A — Parecer do COEP-UFMG

UF { G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 239/07

Interessado(a): Prof. Vitor Hugo de Melo
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 02 de agosto de 2007, apoés atendidas as solicitagbes de diligéncia,
o projeto de pesquisa intitulado "O Papilomavirus Humano como fator
de risco para recidiva de lesdes intra-epiteliais cervicais em
pacientes infectadas e ndo infectadas pelo HIV, submetidas a
conizagdo por cirurgia de alta freqiiéncia” bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

e ‘- bu;: .
Profa. Dra. Ma Ieﬂ?gg Lima Perez Garcia
Coordenadora do COFP.IEFMC
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ANEXO B — Parecer do CEP-SMSA/PBH

> g
4 B

A A
B 4

PREFEITURA BH

COMITE DE ETICA EM PESQUISA-SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE DE
BELO HORIZONTE (CEP-SMSA/PBH)

Avaliac¢iio de adendo ao projeto de pesquisa — Protocolo 060/2007

Nome do Projeto: O Papilomavirus humano como fator de risco para recidiva de lesdes
intra-epiteliais cervicais em pacientes infectadas e néo infectadas pelo HIV, submetidas a

conizagio por cirurgia de alta freqtiéncia.
Pesquisador responsavel: Victor Hugo de Melo - Mestranda Claudia Teixeira Lodi

Trata-se de um estudo de caso-controle com os seguintes objetivos:

« Avaliar a prevaléncia do Papiloma virus humano (HPV) em pacientes soropositivo e
soronegativo para o HIV, submetidas a cirurgia de alta freqiiéncia (CAF), que
apresentaram recidiva das lesdes intra-epitieliais cervicais.

e Avaliar se 0 HPV de alto risco foi fator de risco para recidiva dessas lesdes intra-
epiteliais cervicais.

o Avaliar a relagdo entre a gravidade das lesdes que recidivaram com o tipo de HPV.

O estudo sera realizado a partir de pegas de conizagdo do colo uterino de pacientes HIV+
atendidas no CTR (que fazem parte do Programa multicéntrico para Controle e Prevengéo
das lesdes cervicais de alto grau e do cincer cervico-uterino em mulheres portadoras do
HIV) e de pacientes HIV- oriundas do PAM Sagrada Familia. As pacientes serdo abordadas
durante consulta de retornos ja agendados. As que n3o tém retorno agendado serdo
solicitadas a comparecer ao PAM ou CTR. Serfio contatadas para obten¢do do TCLE.
Havendo concordancia da paciente, uma copia do TCLE sera enviada ao Laboratorio
Municipal de Referéncia de Analises Clinicas e Citopatologicas, que fornecera o bloco

parafinado para anélise no Laboratorio das Interagdes celulares, departamento de

Maorfalnoia do ICR
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Os casos serdo as amostras com recidiva e os controles as que ndo recidivaram. Estimativa
de tamanho de amostra: 43 pegas de pacientes HIV+ e 59 de pacientes HIV-, para alcangar
poder estatistico de 90%. A casuistica serd composta de material parafinado de 94 pacientes
HIV+ e 107 HIV-.

O material parafinado estd estocado no Laboratério Municipal de Referéncia de Analises
Clinicas e Citopatologicas, que foram objeto de estudo da Tese de Doutorado de Maria Inés
Miranda Lima (periodo de 1999 a 2003). Os testes moleculares de detecgiio e tipagem do
HPV serdo realizados no Laboratorio de Biologia das Interagdes Celulares, do
Departamento de Morfologia, ICB/UFMG.

Ser4 realizada andlise univariada e multivariada para estudo de associagdo entre varidveis
categoricas. A variavel resposta principal é a ocorréncia de recidiva de lesdo em pacientes
HIV+ e HIV-: as covariaveis sio o resultado do HPV e o tipo de HPV. A comparagdo entre

os grupos sera feita pelo teste Qui-quadrado de Pearson e analise de variancia.

Parecer:
O projeto acima referido cumpriu os requisitos da resolugdo 1 96/96 da CONEP, tendo sido
aprovado na reunifio do Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude de

Belo Horizonte,

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao CEP um ano apds inicio do projeto

ou ao final desde, se em prazo inferior a um ano.

Ces oS
Celeste de Souza Rodrigues
Coordenadora do CEP-SMSA/PBH

x -4

Colaaie d2 Sauiga Foongues.- B, 20 i §

(eaale 8= 9y e ’ . . SIS B
. ke o Pesquisa - oMb

remrdenadorg ao Comit? de Eluca eimss

Belo Horizonte, 03 de margo de 2008.



ANEXO C - CLASSIFICACAO CITOLOGICA DE BETHESDA

- Adequacgao das laminas:
Satisfatéria
Insatisfatoria
- Dentro dos limites da normalidade
- Alteragdes celulares benignas (reativas)
- Anormalidades em células epiteliais
- Em células escamosas
1- ASCUS - Atipias celulares de grau indeterminado
2- LSIL — Leséo intraepitelial de baixo grau — condilomas e NIC 1
3- HSIL — Les&o 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
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ANEXO D - CLASSIFICACAO COLPOSCOPICA INTERNACIONAL

APROVADA PELA FEDERACAO INTERNACIONAL
CERVICAL E COLPOSCOPIA. ROMA, 1990.

A) Achados colposcépicos normais
Epitélio escamoso original
Epitélio colunar
Zona de transformagao normal

B) Achados colposcoOpicos anormais
1- dentro da zona de transformagé&o (ZT)
epitélio acetobranco — plano
- micropapilar
pontilhado
mosaico
leucoplasia
zona iodo-negativa
vasos atipicos
2- fora da zona de transformacao
(ectocérvice e vagina)
epitélio acetobranco
pontilhado
mosaico
leucoplasia
zona iodo-negativa
vasos atipicos

C) Achados colposcopicos sugestivos de cancer invasor

D) Achados colposcépicos insatisfatorios
Juncéo escamo-colunar (JEC) nao visivel
Inflamagao ou atrofia intensas
Cérvice nao visivel

E) Miscelanea
Superficie micropapilar nao acetobranca
Condiloma exofitico
Inflamacéo
Atrofia
Ulcera
Outros achados

DE PATOLOGIA

Alteracfes menores Alteracfes maiores
(Grau ) (Grau II)
Epitélio acetobranco Epitélio acetobranco acentuado
Mosaico fino Mosaico aspero
Pontilhado fino Pontilhado aspero
Leucoplasia ténue Leucoplasia densa

Vasos atipicos
Eroséo

(FONTE: De Paolo, 1994, p. 43.)
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ANEXO E - Diagnadstico Soroldgico da Infecgcdo pelo HIV
(comentérios sobre a Portaria 488/98 do Ministério da Saude)

A fim de maximizar o grau de confiabilidade na emissdo dos laudos, bem como
minimizar a ocorréncia dos resultados falso-negativos ou falso-positivos, o Ministério da
Saude, através da Portaria numero 488, de 17 de junho de 1998, estabelece a
obrigatoriedade de um conjunto de procedimentos sequenciados para os testes que
visam a detectar anticorpos anti-HIV em individuos com idade acima de dois anos.

Ao chegar a um laboratério, com uma solicitagdo de teste anti-HIV, o individuo tem
sua amostra de sangue coletada. Apds a coleta, esta amostra é centrifugada, para a
obtencao do soro ou plasma que sera utilizado nos testes.

A amostra de soro ou plasma deve ser inicialmente submetida a primeira etapa do
conjunto de procedimentos sequenciados obrigatérios previstos na Portaria, denominada
etapa de triagem sorolégica.

Nessa etapa, a amostra deve ser submetida a dois testes distintos, e paralelo. Esses
dois testes, denominados teste 1 e 2, devem possuir principios metodoldgicos e/ou
antigenos diferentes e, pelo menos um deles, deve ser capaz de detectar anticorpos anti-
HIV-1 e anti-HIV-2. Além disso, todos os conjuntos de diagndstico (Kits) utilizados para a
realizacao dos testes devem estar registrados no Ministério da Saude.

Apos a realizacido da etapa de triagem soroldgica, podemos encontrar 3 situagées:

1- Caso a amostra apresente resultados nao reagentes nos dois testes, tera seu
resultado definido como "Amostra negativa para HIV". Neste caso, o resultado é
liberado para o paciente.

2- Caso a amostra apresente resultados reagentes nos dois testes, devera ser
submetida a etapa de confirmagao soroldgica prevista na Portaria.

3- Caso a amostra apresente resultados discordantes ou indeterminados nos testes 1 e
2, devera ser retestada e duplicata, com os mesmos conjuntos de diagnéstico (1 e 2).

Apbs a retestagem em duplicata, podemos encontrar:

1- Caso a amostra apresente resultados nao reagentes nos dois testes, tera seu
resultado definido como "Amostra negativa para HIV". Neste caso, o resultado é
liberado para o paciente.

2- Caso a amostra possua resultados reagentes, discordantes ou indeterminados nos
dois testes, deve ser submetida a etapa de confirmacao soroldgica.

A seguir vem a etapa de confirmagao sorolégica. Esta etapa deve ser realizada em
amostras que apresentarem resultados que necessitem de confirmacao. Neste caso,
0 Ministério da Saude preconiza a realizagdo dos testes de imunofluorescéncia
indireta (IFl) e/ou Wetern Blot (WB).

Na maioria dos casos, amostras que necessitem ter seu resultado confirmado séo
elucidadas através do teste de IFI. Em alguns casos, alem deste, é necessaria a
realizacao do teste WB.

Recapitulando, apds a realizagdo da etapa de triagem, podemos ter duas
situagcdes em que ha necessidade de confirmacao do resultado:

1- amostras que possuam resultados reagentes nos testes 1 e 2

2- amostras que possuam resultados discordantes ou indeterminados nos testes 1 e 2.

Uma vez realizado o teste de IFIl, podemos encontrar duas situagdes distintas:

1- amostra com resultado reagente no teste de IFI tera seu resultado definido como
"Amostra positiva para HIV-1"._Neste caso, € obrigatéria a coleta de uma nova
amostra para confirmagao da positividade da primeira amostra.

2- amostra com resultado indeterminado ou negativo no teste de IFl, devem ser
submetidas ao teste de WB.

ApOs a realizagao do teste WB, podemos encontrar as seguintes situagdes:

1- amostra reagente no teste de WB, tera seu resultado definido como "Amostra positiva
para HIV-1". Neste caso € obrigatéria a coleta de uma nova amostra para
confirmacgao da positividade da primeira amostra.
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2- amostra indeterminada tera seu resultado definido como "Amostra indeterminada para
HIV-1". Neste caso, devera ser submetida a investigagdo de anticorpos anti-HIV-2.
Recomenda-se, ainda, a coleta de nova amostra apos 30 dias e a repeticdo de todo o
conjunto de procedimentos sequenciados.

3- amostra negativa tera seu resultado definido como "Amostra negativa para HIV-1".
Neste caso, devera ser submetida a investigacdo de anticorpos anti-HIV-2.
Recomenda-se, ainda, a coleta de nova amostra apos 30 dias e a repeticdo de todo o
conjunto de procedimentos sequenciados.

Convém observar que é obrigatéria a coleta de uma segunda amostra e a repeticao
da etapa de triagem sorolégica (etapa 1), sempre que uma amostra apresentar resultado
definido como "Amostra positiva para HIV-1". Caso os resultados da testagem da
segunda amostra sejam nao reagentes ou indeterminados, deverdo ser cumpridas todas
as etapas do conjunto de procedimentos sequenciados.

Sempre que a primeira amostra for positiva ao teste de IFl ou ao teste WB e a
segunda amostra for negativa aos testes de triagem, é preciso considerar a possibilidade
de ter havido troca ou contaminacédo de amostras.

Deve-se ressaltar o fato de que todos os conjuntos de diagndsticos apresentam
caracteristicas intrinsecas que podem conduzir a resultados falsos.

Resultados falso-positivos podem ser decorrentes de problemas técnicos no
procedimento do exame ou de alteragdes bioldgicas no individuo e que determinam
reatividade, independentemente da condicdo investigada. Entre as causas de origem
técnica, podemos citar: contaminacdo de ponteiras, contaminagcdo da reacdo por soros
vizinhos fortemente positivos, troca de amostras, ciclos repetidos de congelamento e
descongelamento das amostras, pipetagens de baixa acuracia, inativagdo da amostra a
56°C e transporte ou armazenamento inadequado das amostras ou dos Kits.

Como possiveis causas de resultados falso-positivos, podemos mencionar, entre
outras, as semelhangas antigénicas entre microrganismos, doengas autoimunes,
infec¢des por outros virus, uso de drogas endovenosas, aquisi¢gdo de anticorpos anti-HIV
passivamente.

E importante salientar que nem todos os casos de reacdes falso—positivas tém a sua
causa definida ou podem ser evitados. Além disso, tais causas podem variar ou nao, de
acordo com os métodos utilizados.

Em relagao aos resultados falso-negativos, € importante mencionar a sensibilidade do
teste como uma das principais causas, em funcdo das diferentes capacidades de
detecgao dos Kits, da ocorréncia do periodo de janela imunolégica ou da variabilidade na
constituicdo antigénica dos conjuntos de diagndstico. Entre as causas de ordem técnica
como fatores que contribuem para o aparecimento de resultados falso-negativos,
podemos citar: a troca da amostra, o uso de reagentes fora do prazo de validade, a
utilizacdo de equipamentos desajustados, pipetagem incorreta e o transporte ou
armazenamento inadequado das amostras ou dos Kits.

Finalmente, é importante enfatizar que mesmo com processamento adequado das
amostras de sangue e a execucgao técnica correta de todas as etapas da reacéo
sorolégica no laboratério, € fundamental que o processo de aconselhamento, antes e
depois do teste, seja feito de forma cuidadosa, para que o resultado do exame seja
corretamente interpretado, tanto pelo profissional de saude como pelo paciente, gerando
atitudes que visem a promog¢ao da saude e/ou a prevencgao da infecgdo pelo HIV nos
individuos testados, conforme o diagndstico obtido a partir da avaliagdo clinica e
laboratorial do paciente.




ANEXO F - DESCRICAO
CLASSIFICACAO DE RICHART (1973)

HISTOPATOLOGICA

100

BASEADA NA

GRAU DE NEOPLASIA
INTRAEPITELIAL
CERVICAL
(NIC)

Caracteristicas da
histopatologia

NIC 1

NIC 2

NIC 3

Lesbes que apresentam o terco
basal do epitélio acometido por
células com

Disturbio de polarizacao e
maturacao.

Lesdes que apresentam dois
tercos basais do epitélio
acometidos por células com
pleomorfismo moderado,
aumento da relacao
nucleo/citoplasma e cromatina
granular.

Lesbes que apresentam mais
de dois tercos do epitélio
acometidos por celular com
pleomorfismo acentuado,
cromatina granulosa e
nucleomegalia acentuada.
Neste grupo sao incluidas as
lesGes que acometem todo o
epitélio, sem sinais de invasao.

FONTE: WRIGHT; KURMAN; FERENCY (2002).
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ANEXO G - TERMINOLOGIA PARA A pESCRIQAO HISTOPATOLOGICA DAS
LESOES PRECURSORAS DO CANCER CERVICAL, SEGUNDO A

ORIENTACAO DE WRIGHT et al. (1994), BASEADA NA CLASSIFICACAO
PROPOSTA POR RICHART (1973)

WHO/ISGYP* Terminologia do Sistema
de Bethesda classificacéo

Displasia leve (NIC 1)

Lesao intraepitelial escamosa
Cervicite com HPV

(SIL de baixo grau = LSIL)

Displasia moderada (NIC 2) Les&o intraepitelial escamosa
Displasia acentuada (NIC 3) (SIL de alto grau = HSIL)

* World Health Organization and Internacional Society of Gynecological
Pathologists.

FONTE: Wright tc, 2002, p 256



ANEXO H - FORMULAS UTILIZADAS DURANTE TECNICA PCR

GEL DE POLIACRILAMIDA 10%:

—Agua mMilli Q oo ——————— 3,0 mL
-Tampa0o TBE 10X ..oeee e 0,8 mL

- Sol. Poliacrilamida .......cooueeeeeeeeeeee e 2,0 mL

- Solucado de Persulfato de amonio 10% .....cceeeeeeeeeeeeiiiiieiiieees 50 plL
STEMED ... 25 L
TBE 10 X:

S TS DASE 0,9M .o 109 g

(hidroximetil amino metano PM 121.14)
= ACIO DOFICO 0,9M ..o 55,6 g
(PM 61.83)
- EDTA (Sal NISSOICO)...cciiiiiiiiieiiiie ittt 0,5M

(PM 372.24)

TBE 1X(SOLUCAO TAMPAO):
- 100 mL da solugdo do TBE 10X dissolvida em agua milli Q , q.s.p. 1 litro.

SOLUCAO POLIACRILAMIDA:

= ACHIAMIAA ..o 30,09

= BiS ACrilamida ........ooeeiii e 0,8¢g
- Agua deioniZada G.S.P. ..o 100 mL
SOLUCAO FIXADORA:

- Alcool etilico (Etan0l 99,5%).......cceueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeee e 80 mL
- Acido acético-acético glacial............cceewcoeeoeeeeeeeeeeeeeee e 35 mL
- AQua deioniZaAda G.S.P. . et 500 mL
SOLUCAO NITRATO DE PRATA:

- Nitrato de prata........ooeei i 19

- AQUa dEIONIZAAA GuS.P..v.vceeeeeieeeeeeee e 500 mL
SOLUCAO REVELADORA:

- Hidroxido de s6dio (NaOH)...........ooormiiiicce e 15 g

S FOIMOL. . e 4 mL
- Agua deioniZada G.S.P.....eveeeeee e 500 mL

PESO MOLECULAR - LADDER:
e - T [0 [ SO 50 uL
= LOAAING .o e e e ————— 200 uL

102
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: “O papilomavirus humano como fator de risco para recidiva de
lesdes intraepiteliais cervicais em pacientes infectadas e nao-infectadas para o
HIV, submetidas a conizagao por cirurgia de alta frequéncia.”

INTRODUCAO

Sera realizado estudo com pecgas cirurgicas de colo uterino de mulheres
infectadas ou nao pelo HIV e que apresentaram alteragcbes do colo uterino nas
quais foi necessario realizar cirurgia. Algumas destas lesdes voltaram a aparecer
algum tempo apdés o acompanhamento dessas mulheres e foi necessario realizar
nova cirurgia. O nosso objetivo & verificar se o papilomavirus (HPV) (virus que
provoca verrugas genitais) foi responsavel pela recidiva (retorno) dessas lesoées.
Vocé esta sendo convidada a participar deste estudo. Antes de decidir pela sua
participacdo, queremos informa-la sobre por meio deste Termo de
Consentimento. Se vocé aceitar participar desse estudo, solicitamos que assine
este documento.

POR QUE ESTE ESTUDO ESTAA SENDO REALIZADO?

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é uma doenga que destréi o
sistema de defesa do organismo, deixando uma pessoa incapaz de lutar contra
doencas que ameagam a vida.

Pretendemos com este estudo verificar se o papilomavirus humano (HPV), que
ocorre com mais frequéncia nas mulheres infectadas pelo HIV, atua como fator de
risco na recidiva de leséo intraepitelial cervical (retorno da lesdo pré-cancerosa e
cancerosa do colo do utero). E também queremos saber qual o tipo de HPV mais
frequente nas mulheres que apresentaram recidivas de lesdes no colo do utero,
no grupo de mulheres infectadas ou nao pelo HIV.

Essas informacdes serdo usadas para melhorar o acompanhamento e tratamento
das pacientes com lesdes do colo uterino, prevenindo o cancer, porque a maioria
das mulheres portadoras do HIV (mais de 80%) é também portadora do HPV
(virus que pode causar o cancer do colo uterino).

O QUE EU PRECISO FAZER?

Se vocé decidir participar deste estudo, vocé devera assinar este documento nos
autorizando a analisar o material das biopsias e da cirurgia realizada no colo
uterino. Lembre-se de que a cirurgia ja foi realizada anteriormente e que vocé nao
sera submetida a nenhum exame ou consulta ginecologica ou qualquer outro
procedimento cirurgico. Todo este material estd guardado em blocos de parafina
(para conserva-lo melhor) no laboratério de anatomia patoldgica, o que € um
procedimento de rotina.

QUANTAS MULHERES PARTICIPARAO DESTE ESTUDO?
Estima-se a participagdo de aproximadamente 140 mulheres.

QUAIS SAO OS RISCOS DESTE ESTUDO?

Nao ha riscos. Vocé nao sera submetida a nenhum procedimento médico ou a
qualquer consulta ginecoldgica. Serdo utilizadas pecgas cirurgicas obtidas de
procedimentos ja realizados anteriormente em vocé e que se encontram
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armazenadas (guardadas) no laboratério. Podera ser necessario fazer uma nova
entrevista, quando vocé respondera algumas perguntas para a pesquisa.

HA BENEFICIOS AO PARTICIPAR DESTE ESTUDO?

Sim, as informagdes obtidas ajudardao os médicos a conhecerem mais sobre as
lesdes pré-cancerosas no colo uterino, em mulheres portadoras ou ndo do HIV.
Pretende-se saber se ha associacdo do virus HPV e o risco de recidivas de
lesbes intraepiteliais do colo (retorno das lesdes pré-cancerosas e cancerosas do
colo do utero) nas pacientes infectadas e nao-infectadas pelo HIV.

CONFIDENCIALIDADE

Serao feitos esforgcos no sentido de manter os prontuarios médicos confidenciais,
embora nado se possa garantir absoluta confidencialidade. O seu prontuario
médico podera ser aberto, se exigido por lei. Os resultados dos seus exames
serdo mantidos em sigilo. Entretanto, esses prontuarios poderdao ser vistos por
individuos que trabalham neste estudo e os resultados poderao ser publicados em
revistas cientificas. Vocé nao sera pessoalmente identificada em nenhuma
publicacdo resultante da informagao obtida neste estudo.

HA ALGUM CUSTO PARA MIM?
N3o.

EU RECEBEREI ALGUM PAGAMENTO?
Nao, assim como nao existe nenhuma remuneragao para os pesquisadores.

QUAIS SAO OS MEUS DIREITOS POR PARTICIPAR DA PESQUISA?
Sua participacado na pesquisa € completamente voluntaria. Vocé tem o direito de
se recusar a participar a qualquer momento sem prejuizo do seu tratamento.

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO

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

Nome da paciente Data / /

Assinatura da Paciente

Pesquisadora Orientador da Pesquisa
Claudia Teixeira da Costa Lodi Prof. Victor Hugo de Melo
Telefone: (31) 32870941 Telefones: (31) 3248-9547 | 3277-4341

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP/UFMG)

Av. Presidente Anténio Carlos, n° 6627— Belo Horizonte — MG
Unidade Administrativa Il - 2° andar — sala 2005
Prédio da Reitoria / Campus Pampulha
Telefone: (31) 3499-4592
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APENDICE B - ANALISES ESTATISTICAS

1) Variavel colposcopia foi retirada do modelo de regressdo em relagéo a
recidiva, por apresentar interagdo com citologia (p=0,03)

Colposcopia Total
GRAU | GRAU I
CITORECOBIN NORMAL 21 18 39
ALTERADA 32 62 94
Total 53 80 133
Asymp. Sig. Exact Sig. Exact Sig.
Value df (2-sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 4,510(b) 1 ,034
Continuity
Correction(a) 3,722 L ,054
Likelihood Ratio 4,456 1 ,035
Fisher's Exact Test ,051 ,027
Linear-by-Linear
Association 4,476 1 034
N of Valid Cases 133

a Computed only for a 2x2 table
b 0 cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 15,54.

2) Avaliando interag&o entre as variaveis significativas, finais do modelo de
regressao (p=0,24)

95,0% C.l.for
EXP(B)
B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 1(a) hiv(1) 1,770 ,592 8,951 1 ,003 5,869 1,841 18,709
ocupgland(1) 3,367 1,009 | 11,146 1 ,001 | 29,000 4,017 | 209,366
hiv(1) by 1,482 | 1,248 1,410 1 235 227 020 2,624
ocupgland(1)
Constant -2,674 517 | 26,759 1 ,000 ,069

a Variable(s) entered on step 1: hiv, ocupgland, hiv * ocupgland .
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APENDICE C - FORMULARIO DE PESQUISA

Numero: Data:
Identificacdo:

Nome:
Endereco:

Idade:
HIV: 1-Positiva 2-Negativa

Estado civil:
1-solteira 2-casada 3-villva 4-outro

Resultado da biopsia:
1-NIC 1 2-NIC2 3-NIC 3 4-Cervicite com HPV

Uso de medicamentos:
1-sim 2-nao

Sorologia positiva:
1-menos de 1 ano 2-entre 2 e 5 anos 3-acima de 5 anos

Forma de contagio:

1-sexual 2-sangue 3-outros
Inicio de atividade sexual Numero de parceiros
....... anos ------anos

Vida sexual ativa
1-sim 2-nao

Gesta Para Aborto-------

Contagem de células T CD4+ Data / /
1- < que 200 2-entre 200 e 500 3- > que 500

Carga viral Data / /
1- <400 cédpias/mL ou 2,6 log
2- de 401 a 50.000 copias/mL ou 4,7 log
3- >50.000 cépias/mL ou > 4,7 log

Citologia oncotica Data / /
1- dentro dos limites da normalidade
2- mudangas reativas ou reparativas
3- anormalidades em células epiteliais
ASCUS
Leséo intraepitelial de baixo grau — NIC 1
Les&o intraepitelial de alto grau—NIC 2 e 3
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4- Carcinoma de células escamosas
5- Adenocarcinoma

Colposcopia
1- achados colposcopicos normais
2- achados colposcoépicos anormais grau |
grau |l
3- suspeita de carcinoma invasivo
4- colposcopia insatisfatéria
5- Miscelénea

Biopsia Data / /
1- cervicite com HPV
2- NIC1
3- NIC2
4- NIC 3

Anatomopatolégico da CAF
1- cervicite com HPV
2- NIC1
3- NIC2
4- NIC 3
5- Céancer microinvasor
6- Cancer invasor

Sinais de HPV na histopatologia
1- sim 2- nao

Avaliagdo de margem cirurgica do cone
1-livre  2- comprometida  3- ndo avaliada

Avaliagéo de ocupacgao glandular no cone
1- presente  2- ausente

Resultado da PCR

1- HPV presente 2- HPV ausente
Tipo de HPV
1- alto risco 2- baixo risco 3- alto e baixo risco

Recidiva de NIC
1- sim 2- ndo
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APENDICE D- VERSAO PRELIMINAR DO ARTIGO

CLINICAL ARTICLE

Risk factors for cervical intraepithelial neoplasia recurrence after conization
in HIV infected and no infected women
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ABSTRACT

Objective. To evaluate risk factors for cervical intraepithelial neoplasia (CIN)
recurrence, in HIV-infected and no infected women who underwent the loop
electrosurgical excision procedure (LEEP).

Methods. Case/control of 33 patients with CIN recurrence (cases) and 105
without recurrence (controls), among HIV infected and no infected women treated
with LEEP, from January 1999 to May 2004. Recurrence diagnosis was
established after biopsy. Polymerase chain reaction (PCR) was used to detect
human papillomavirus genome (HPV DNA), types 6,11,16,18,31,33,35, in
formalin-fixed, paraffin-embedded cone specimens. Statistical analysis was
performed using X? test with Yates correction and Fisher's exact test for
comparison of categorical variables. Multivariate analysis was carried out using a
logistic regression model.

Results. Recurrence was more frequent in women with HIV-infection (p=0.001),
with glandular involvement (p=0.000) and with compromised margins (p=0.02).
HPV DNA was positive in 57.6% patients with CIN recurrence. High-risk HPVs
were detected in most cases but were not associated with recurrence (p=0.27). A
multivariate analysis showed that HIV-infection and glandular involvement were
independently associated with lesions recurrence.

Conclusions. Recurrence rate of CIN in HIV-infected women was higher than in
HIV-negative women. Factors associated with recurrence were HIV infection and
glandular involvement.

Words count: 192 words.
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Introduction

Cervical cancer is the second most common cancer among women
worldwide, and it is the principal cause of death in women of several developing
countries [1]. Cervical intraepithelial neoplasia (CIN) is a precursor of invasive
squamous cell carcinoma, and high-grade CIN carries significant risk of
developing invasive cancer if it remains untreated [2]. CIN lesions are in general
adequately eradicated using conization by loop electrosurgical excision procedure
(LEEP), while anatomy and function of cervix are maintained [3]. Follow-up after
treatment is essential as women treated for pre-invasive cancer are at risk for
recurrence of disease [4]. Recurrent rates of disease after cervical conization
range between 5% and 30% [3,5,6]. The reasons why some women develop CIN
recurrence and others do not develop are unclear [7].

Risk factors of recurrence have been reported as margin involvement
[6,7,8,9,10], histological severity of CIN lesion [11], glandular involvement [6,8,12]
persistent HPV infection [5,10,13], age of patient [5,10,13] and
immunosuppression [6,14]. Today it is very well established that infection with
specific types of HPV can cause cervical cancer [15,16]. The most common types
are 6, 11 (low-risk) and 16,18,31,33,35,45 (high-risk) [16]. HPV infection has been
demonstrated to be a necessary step in the development of cervical cancer, but
other factors must also be present [17]. The risk of recurrent disease is associated
with the persistence of oncogenic HPV types and their high viral load in the genital
mucosa. [2,18]. Women with human immunodeficiency virus (HIV) are at elevated
risk of cervical cancer and have extremely high rates of HPV infection [8].
Recurrence rates of CIN after standard treatment in HIV infected women are high,
and these rates are related to immune status in this high-risk group [6,8,9,19,20].

The aim of the present study was to investigate the risk factors for CIN
recurrence among HIV infected and noninfected women who underwent LEEP, to
assess HPV prevalence among women with and without CIN recurrence and to

evaluate if high-risk HPVs were risk factors for CIN recurrence.

Patients and methods
One hundred and thirty eight women submitted to LEEP were enrolled to

participate in this case control study that included HIV infected and no infected
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women. Cases were considered patients who presented CIN recurrence and
controls were patients that did not showed recurrence. These women were
enrolled from January 1999 to May 2004, in Belo Horizonte, Brazil. A total of 70
HIV-infected women were recruited from Centro de Treinamento e Referéncia
para Doencas Infecciosas e Parasitarias Orestes Diniz, and 68 HIV no infected
women came from Servigo de Referéncia de Patologia do Colo Uterino do PAM
Sagrada Familia-Prefeitura Municipal de Belo Horizonte.

After cervical resection, the tissue was fixed with 10% buffered formalin and
was embedded in paraffin, in blocks, stored for five to ten years in the pathology
archives. Residual or recurrent lesions were considered to be recurrent lesions in
this study and in both instances were diagnosed by histopathologic examination.
Colposcopic evaluation followed the international Federation for Cervical
Pathology and Colposcopy (IFCPC) classification [21]. Bethesda System (2001)
was used for the cytological classification [22]. Histopathologic evaluation was
classified according to lesion grade (CIN1,2 and 3), and it was blinded regarding
that the pathologist did not receive any information about the HIV seropositivity of
each patient. Lesion margin and glandular involvement were classified as
compromised or free (positive or negative). HPV infection was identified during the
histopathologic exam by the identification of koilocytosis and other viral cytopathic
effects at the time of LEEP procedure. Age, smoking, parity, number of sexual
partners and age of first sexual contact were other variables of interest.

All patients provided informed consent to use the cone specimens for
detection of HPV DNA. Inclusion criteria were CIN confirmed with new
histopathologic evaluation in the conization specimen.

The most prevalent HPV types among women from Belo Horizonte
(6,11,16,18,31,33 and 35) were tested. Blocks were included with histologic
diagnosis of CIN of any grade, confirmed by a new histopathologic evaluation,
blinded again, because the new examiner did not receive neither information about
the HIV seropositivity of each patient or the recurrence event. Only one
representative tissue block was selected from each patient and the highest grade
lesions it was always considered. All samples were sent to the Research Institute
of Oncology (IPON), UFTM, Uberaba, Brazil, where the DNA extraction and
polymerase chain reaction (PCR) was realized. All HPV assays were done blindly

on coded specimens with no identification liking specimens from the same woman.
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DNA was extracted from formaldehyde-fixed, paraffin-embedded tissue
blocks. A series of 10 um sections were cut from the paraffin block from each
patient; the outer sections were used for histological analysis while the inner
sections were used for PCR. After deparaffinization in xylene and rehydration in
ethanol, DNA was extracted from the tissues using Trizol® reagent (invitrogen®)
following the manufacturer's protocol. A final volume was stored to the PCR
reaction. Cervical specimens were tested for the presence of HPV DNA by a
previously described PCR protocol (invitrogen®). Consensus HPV primers for high-
risk types 16,18,31,33,35 and low-risk types 6,11 were used for amplification. The
amplification reaction was performed with initial denaturation at 94°C for 10
minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at
40.2°C for high-risk types and 59°C for low-risk types, and extension at 72°C for 1
min, and with a final extension at 72°C for 10 min. The amplified products were
analyzed by electrophoresis on 10% polyacrylamide gel and stained with silver
nitrate.

The sequence of HPV primers were as follows: low-risk F(5'-
TACACTGCTGGACAACATGC-3'); low-risk R (5'-GTGCGCAGATGGGACACAC-
3"); high-risk F (5-TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC-3") and high-risk R (5'-
GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3").

The study was approved by both Ethics Committee of Federal University of
Minas Gerais and Municipal Department of Health Services of Belo Horizonte.

Statistical analysis was performed using SPSS version 12.0, with a 5%
significance level of confidence. A univariate analysis was conducted using the X?
test with Yates correction and Fisher's exact test for comparison of categorical
variables. According to the retrospective design of the study, odds ratio (OR) with
95% CI has been calculated by logistic regression analysis. Multivariate analysis
was carried out using a logistic regression, keeping only significant variables (p<
0.05) , in the final model.

3- Results

A total of 138 patients (33 with CIN recurrence and 105 without CIN
recurrence) were enrolled in the study. The characteristics of the two groups are

showed in Table 1. There were no significant differences between groups
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regarding age (p=0.41), smoking (p=0.34), number of sexual partners (p=0.66),
parity (p=0.40) and age of first sexual contact (p=0.53). Recurrence of surgical
lesions was found in 75.6% of HIV infected women and in 24.2% of no infected
women (p=0.001). HIV infected women presented 4.17 (95% CI: 1.72-10.10) more
chance of CIN recurrence compared with HIV no infected women. Cytology,
colposcopy and lesion grade in biopsy results were not significant for CIN
recurrence (Table 2).

Histopathologic results, after LEEP, were more likely to be categorized as
CIN 2/3 than originally diagnosed on biopsy. Cervical biopsy results showed that
48.5% women with CIN recurrence were identified with CIN 2/3 (Table 2).
However, after LEEP 69.7% women with CIN recurrence were diagnosed with CIN
2/3 (Table 3). Lesion grade, diagnosed in cone, presented no significant for CIN
recurrence (p=0.99). Surgical margins and glandular involvement presented
significant difference for CIN recurrence, respectively p=0.02 and p=0.000.
Recurrent CIN occurred in 39.4% women with compromised margins and in 36.4%
with glandular involvement (Table 3).

HPV infection was recorded, using commonly accepted morphological
criteria, and histopathologic results, after LEEP, showed that 100% of CIN
recurrence had signs of HPV infection. PCR results were not associated with
these histological findings. HPV DNA was positive in 57.6% women with CIN
recurrence and in 49.5% women with no CIN recurrence (p=0.27). Almost 90% of
women had infection with high-risk HPV although it was not significant for CIN
recurrence (p=0.23) (Table 4).

Categorical variables that presented p<0.25 entered in the logistic
regression model: smoking history, HIV infection, glandular involvement, surgical
margins, HPV infection and citology results. It was found Interaction between
colposcopy and cytology results and they were excluded (p=0.03). In the final
regression model only two variables confirmed independent association with
recurrence: HIV infection (OR-4.29; 95% CI: 1.62-11.34) and glandular
involvement (OR-11.78; 95%CI: 3.48-39.9).

4- Discussion
LEEP and conization are the standard treatments for CIN and the

recurrence risk of lesion could occur with both methods. The detection of risk
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factors involved is relevant and could assist in the choice between a more
intensive follow-up or an interventionist approach [6]. Several factors may be
associated with higher rates of surgical treatment failure, including high-grade CIN,
large lesion size, satellite HPV-related lesions, involved margin, persistent HPV
infection, and immunosuppression [23, 24].

In our study, HIV infected women had significantly higher rates of CIN
recurrence (75.6%) than HIV no infected women (24.2%), after conization
(p=0.001). Gilles et al. [19], reported comparable results, with recurrence rates of
78% in HIV infected women and 36% in no infected women (p<0.001). Heard et al.
[9] detected 53.9% of CIN recurrence of any grade rates among HIV infected
women, with a follow-up of 3 years. Alonso et al. [7] identified recurrent disease of
any grade in 17.7% HIV no infected patients and Bae et al. [3] reported 19.3%
recurrence rate in 114 no infected women. Nappi et al. [20] showed that a
tendency of CIN1 recurrence in treated patients - or a progression in untreated
patients - seems to be higher in immunosuppressed HIV infected women than in
immunocompetent women and it was associated to the degree of
immunosuppression (OR-4.88; 95% CI:1.28-18.58 for recurrence). They
concluded that CIN management, including low-grade lesions, in the HIV infected
women should be more aggressive.

Age, smoking history, parity, number of sexual partners and age of first
sexual contact were not different between groups with or without CIN recurrence.
These data are comparable to those reported by Alonso et al. [7]. Costa et al. [24]
reported that age, lesion grade in the biopsy, lesion grade in the cone, cone
volume, length of active sexual life, and endocervical margin involvement were
most significant predictors of HPV clearance/persistence after treatment.

The presence of compromised margins (p=0.02) and glandular involvement
(p=0,000) showed significant difference between groups in agreement with others
authors [3,9,10]. Gilles et al. [19] reported involved margins in 43% of HIV infected
women and in 20% of no infected women, who underwent conization (p < 0.01).
The status of resection margins has been shown to be a predictor of residual
disease, but women with positive cone margins did not recur frequently [5,7]. A
free margin does not always mean complete excision because of the possibilities
of multifocal lesions or inadequate specimen tissue due to the ablative conization

procedure itself [5,23].
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Dysplastic cells located deeper in glandular epithelium are protected from
LEEP destruction and may recur, progress, or invade the surrounding stroma [24].
Authors showed that the most important factor related to recurrence was glandular
involvement [6,23]. Paraskevaidis et al. [23], conducted a case-control study to
identify risk factors for recurrent CIN after LEEP and glandular involvement was
found in 71% of patients who had recurrent lesions compared with 13% in the
nonrecurrent patients (OR-4.9; 95% CI: 1.90-12.30). In the present study,
glandular involvement was found in 36.4% of CIN recurrence and in 4.8% of CIN
nonrecurrence (OR-11.43; 95% CI: 3.64-35.89).

In our study HPV infection was not significantly associated with CIN
recurrence (p=0.27). However, high-risk HPV was detected in a relevant
proportion of cases. Several studies concluded that women with persistent high-
risk HPV infection after conization need intense follow up since they are at
increased risk for CIN recurrence [5,10,12,13,24]. Nappi et al [20] and Alonso et
al. [7] observed an increasing risk of lesion progression among women with high-
risk HPV DNA positive. In the present study it was detected 89.5% of high-risk
HPV in recurrent cases. Bae et al. [3] and Costa et al. [24] observed that
persistent HPV infection after LEEP conization was present in about 35% of
patients, and it was a more significant risk factor of treatment failure than age,
margin involvement, and histologic severity of initial CIN lesion.

In the multivariate analysis HIV infected women was one of the
independent risk factors associated with recurrence (OR-4.29; 95% CI: 1.62-
11.34) and glandular involvement was another (OR-11.78; 95%CI: 3.48-39.9) in
agreement with several authors [6,9,19,20,23]. The no association of HPV
infection with CIN recurrence in our study could be explained by two factors: the
small numbers of HPV types researched or CIN recurrence could be explained
only by HIV infection. We corroborated with Lima's results [6] where HIV infection
was an important risk factor for CIN recurrence. It is also important to continue
investigations to define the role of cervical local immune response in women HIV-
HPV co-infected.

We conclude that CIN recurrence rate in HIV infected women was
significantly higher than in HIV no infected women. By other side, glandular
involvement in cone after LEEP was another independent risk of recurrence. HPV

types 16,18,31,33 and 35 were not risk factors for CIN recurrence.
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Table 1 - Characteristics of women with and without CIN recurrence included in

the study®.
Characteristics Recurrent No recurrent P value® OR 95% ClI
CIN CIN
(n=33) (%) (n=105) (%)
Years of age
<33 20 (60.6) 55 (52.4)
233 13 (39.4) 50 (47.6) 0.41 0.72 0.32-1.59
Smoking
No 19 (57.6) 70 (66.7)
Yes 14 (42.4) 35 (33.3) 0.34 1.47 0.66-3.28
Number of sexual
partners
<3 10 (30.3) 36 (34.3)
>3 10 (30.3) 45 (42.8) 0.66 0.80 0.30-2.13
Missing® 13 (39.4) 24 (22.9)
Parity
<3 21 (63.6) 58 (55.2)
>3 12 (36.4) 47 (44.8) 0.40 0.71  0.32-1.58
Age of first
sexual contact
<18 22 (66.7) 76 (72.4)
>19 11 (33.3) 29 (27.6) 0.53 1.31  0.57-3.04
HIV Infection
No 8 (24.2) 60 (57.1)
Yes 25 (75.6) 45 (42.9) 0.001 417 1.72-10.10

@ Values are given as number (percentage) unless otherwise indicated.
b X2 Test with Yates correction.

¢ 37 cases missing without information.

CIN-Cervical intraepithelial neoplasia; OR- Odds Ratio; Cl — confidence interval;
HIV- Human immunodeficiency virus.
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Table 2 — CIN Recurrence rates according to citology, colposcopy and cervical
biopsy results®.

Variables Recurrent CIN No recurrent CIN P value® OR 95% CI
(n=33) (%) (n=105) (%)

Citology

HSIL/LSIL 20 (60.6) 74 (70.5) 0.14 0.54 0.24-1.24

Normal 13 (39.4) 26 (24.8)

ASC-US°¢ 5(4.7)

Colposcopy

Grade Il 23 (69.7) 61 (58.1) 0.23 1.66 0.72-3.83

Grade | 10 (30.3) 44 (41.9)

Cervical biopsy

CIN2e3 16 (48.5) 61 (58.1) 0.33 0.68 0.31-1.49

CIN 1 17 (51.5) 44 (41.9)

 Values are given as number (percentage) unless otherwise indicated.

® X2 Test with Yates correction.

¢ 5 ASC-US excluded

HSIL — High grade squamous intraepithelial lesion; LSIL- Low grade squamous
intraepithelial lesion; ASC-US - atypical squamous cells of undetermined
significance; CIN- Cervical intraepithelial neoplasia; OR- Odds Ratio; Cl -
confidence interval.
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Table 3 — CIN recurrence rates according to histopathologic results of cone
specimen?®

Variables Recurrent No recurrent P value® OR 95% ClI
CIN CIN
(n=33) (%) (n=105) (%)

Lesion grade

CIN 2/3 23 (69.7) 73 (69.5) 0.99 1.01 0.43-2.36
CIN 1 10 (30.3) 32 (30.5)

Surgical Margin

Compromised 13 (39.4) 19 (18.1) 0.02° 289 1.21-6.91
Free 18 (54.5) 76 (72.4)

Not available® 2 (6.1) 10 (9.5)

Glandular

involvement

Positive 12 (36.4) 5(4.8) 0.000° 11.43 3.64-35.89
Negative 21 (63.6) 100 (95.2)

 Values are given as number (percentage) unless otherwise indicated.

® X2 Test with Yates correction.

° Fisher's exact test

4 12 margins with thermal artifact, not available

LEEP- loop electrosurgical excision procedure; CIN- cervical intraepithelial
neoplasia; OR — odds ratio; Cl- confidence interval.
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Table 4 — CIN Recurrence rates according to Polymerase Chain Reaction results®

Variables Recurrent CIN  No recurrent CIN P value® OR 95% ClI
(n=33) (%) (n=105) (%)

Histopatology

HPV signs

Positive 33 (100.0) 101 (96.2) 0.57°

Negative 0 4 (3.8)

PCR results

HPV positive 19 (57.6) 52 (49.5) 0.27° 1.58 0.70-3.60

HPV neégative 12 (36.4) 52 (49.5)

Missing 2 (6.0) 1 (1.0)

HPV infection®

High / low risk 17 (89.5) 37 (71.2) 0.13° 3.45 0.71-16.78

Low risk 2 (10.5) 15 (28.8)

HPV type®

High and low risks 5 (26.3) 14 (26.9)

High risk 12 (63.2) 23 (44.2) 0.23c

Low risk 2 (10.5) 15 (28.8)

 Values are given as number (percentage) unless otherwise indicated.

® X2 Test with Yates correction.

° Fisher's exact test

9 3 cases without information

® 67 cases HPV negatives (types 6,11,16,18,31,33,35)

HPV — Human papillomavirus; PCR — Polymerase chain reaction; CIN- cervical
intraepithelial neoplasia; OR — odds ratio; Cl- confidence interval.



