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Resumo

RESUMO

O cancer cervical é o segundo mais comum entre mulheres no mundo e a cada ano
sao registrados novos casos. O papiloma virus humano (HPV) apresenta um papel
central na carginogénese do colo uterino e varios fatores a ele associados, como as
DSTs. Esses fatores podem interagir com as oncoproteinas e outros elementos do
HPV, potencializando sua acdo na célula hospedeira e facilitando o
desenvolvimento do processo de imortalizacdo celular e carginogénese. Os
microndcleos sdo estruturas formadas por fragmentos ou cromossomos inteiros
resultantes da acédo de fatores que podem danificar o material genético. Assim, o
teste de micronucleo (MN) € uma técnica facil e rapida que pode ser usada para
fazer o diagndstico precoce do cancer antes da instalacdo dos sintomas.
OBJETIVOS: O objetivo deste trabalho foi analisar e quantificar a frequéncia de
microndcleos no material proveniente das células da mucosa cervical de pacientes
submetidas ao exame citopaldgico. Foram analisadas 112 com idades variando
entre 15 a 69 anos mulheres submetidas ao exame citopatolégico em diferentes
Postos de Saude da cidade de Porto Velho-RO. Resultados: Os resultados obtidos
mostraram que a frequéncia de microndcleos nas células esfoliadas cervicais das
mulheres com lesBes na cérvix causadas por HPV foi de 19,58% e quando
comparada ao controle a diferenca foi estatisticamente significativa p= 0,0002,
Kruskal-Wallis. A andlise de micronucleo nos casos de neoplasia intaepitelial cervical
(NIC) quando comparada ao controle apresentou p=0,0035<p=0,05, o que
caracteriza que este fator esta atuando de forma positiva na indu¢cdo de MN. Os
outros fatores estudados néo tiveram acéo significativa na inducdo de MN quando
comparadas aos controles. CONCLUSAO: Concluimos que a infecgcdo por HPV e a
infecg@o por NIC | tiveram agédo na quebra da molécula do DNA evidenciado pelo
aumento na frequéncia de micronucleos em relacdo aos controles, o que pode
demonstrar uma acgdo crucial desses fatores na transformacdo das células
neoplasicas que caracterizam o cancer uterino. Os outros fatores analisados (uso de
anticoncepcional oral, etilismo e o aumento no nimero de gestacdes, tabagismo,
cocos, bacilos e multiplicidade de parceiros), quebraram o DNA, induzindo a
formacdo de micronicleos, mas n&o obtiveram resultados estatisticamente
significante.

Palavra- chave: Micronucleos, cancer cervical, HPV, carcinogénese



Abstrac

ABSTRACT

Cervical cancer is the second most common among women worldwide and each year
new cases are registered. The human papilloma virus (HPV) has a central role in
cervical carginogenesis and various factors associated with it, such as DSTs. These
factors may interact with the oncoproteins of HPV and other elements, enhancing its
action in the host cell and facilitating the development process and immortalize cell
carginogenesis. Micronuclei are structures formed by fragments or whole
chromosomes resulting from the action of factors that can damage the genetic
material. Thus, the micronucleus (MN) is an easy and fast technique that can be
used to make early diagnosis of cancer before the onset of symptoms.
OBJECTIVES: The aim of this study was to analyze and quantify the frequency of
micronuclei in the material from the cervical mucosa cells of patients under
examination cytopathology. We analyzed 112 aged 15 to 69 years women
undergoing cervical cancer screening in different health units in the city of Porto
Velho-RO. Results: The results showed that the frequency of micronuclei in
exfoliated cells of women with cervical lesions in the cervix caused by HPV was
19.58% compared to the control and the difference was statistically significant (p =
0.0002, Kruskal-Wallis). The analysis of micronuclei in cases of cervical neoplasia
intaepitelial (NIC) compared to control with p = 0.0035 <p = 0.05, which indicates that
this factor is acting positively in the induction of MN. The other factors studied had no
significant action on the induction of MN when compared to controls. CONCLUSION:
We conclude that infection with HPV infection and CIN | took action in breach of the
DNA molecule as evidenced by increased frequency of micronuclei compared to
controls, which could prove a crucial action of these factors in the transformation of
neoplastic cells that characterize the uterine cancer. Other factors such as oral
contraceptive use, alcohol consumption and an increasing number of pregnancies,
smoking, cocci, bacilli and multitude of partners, broken DNA, inducing the formation
of micronuclei, but the results were not statistically significant.

Keyword: Micronuclei, Cancer, HPV, Carcinogenesis
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1 - INTRODUCAO

Os microndcleos sdo estruturas presentes no citoplasma de células em
divisdo, que possuem caracteristicas cromatinicas semelhantes as do nucleo
principal quando avaliados ao microscépio éptico (GATTAS et al, 1992). Podem ser
formados tanto por fragmentos acéntricos como por cromossomos inteiros que se
atrasam durante a anafase do ciclo celular (Fenech et al. ,1999; GATTAS 2001). S&o
pequenos nucleos extras, observados no citoplasma das células que se originaram
de fragmentos cromossdmicos ou de cromossomos inteiros que nao sao incluidos
no nuacleo principal das células filhas durante a divisdo celular (ALBERTINI et al.,
2000). Esta estrutura é envolta por uma membrana nuclear, embora tenha
caracteristicas semelhantes as do nucleo principal, seu material genético ndo é
funcional (ndo tem atividade transcricional) (HOFFELDER et al.,2004).

Evans e colaboradores (1959) usaram a freqiéncia de microndcleos para
medir o dano citogenético induzido em plantas por irradiagcdes. Na década de 70, o
teste de micronucleos tornou-se viavel e confiavel pelo estudo de eritrocitos
policromaticos da medula 6ssea em camundongos, passando a ser um dos mais
Gteis indicadores de dano citogenético na medula éssea (HEDDLE, 1972; SCHMID,
1975). Mais tarde, esse teste passou a ser feito em eritrécitos e linfécitos do sangue
periférico e em células esfoliadas, como da mucosa bucal (STICH, 1984,
HOGSTEDT,1985; VINE MF,1990).

As células esfoliadas ndo se dividem mais, mas refletem anormalidades
citogenéticas que ocorreram na populacao de células na camada basal. Na colheita
de células de um tecido que foi exposto a um suposto agente genotoxico (exposicao
aguda), a colheita deve ocorrer entre 5 a 24 dias ap0s a exposi¢cdo, uma vez que as
células da camada basal tem um tempo de migracdo de aproximadamente 5 a 7 dias
e as celulas expostas descamam totalmente em cerca de trés semanas. A presenca
de microndcleos nas células esfoliadas serve como dosimetro interno, medindo a
extensdo em que determinado agente ambiental esta associado a dano ao DNA dos
tecidos e, de certa forma, indicando um potencial ao desenvolvimento de cancer
(STICH et al,1983; VINE, 1990). Mais tarde, esse teste passou a ser feito em
eritrocitos e linfocitos do sangue periférico e em células esfoliadas, como da mucosa
bucal, por exemplo (STICH, 1984; HOGSTEDT,1985; VINE,1990).



Introducdo 17

Os micronucleos séo classificados como corpusculos intra e extracelulares
originados de fragmentos acéntricos de cromossomos degenerados da etapa da
metéfase do ciclo celular (ANDERSON et al., 2006).

Por se apresentarem como corpos de inclusdo intracitoplasmatica formado a
partir de fragmentos de cromatina ou cromossomos inteiros, a sua presenga nas
células é um reflexo de aberracdes cromossdmicas durante a mitose celular. Os
micronucleos em células esfoliadas do colo do utero sdo sugeridos como um
marcador de potencial maligno. S&o constituidos por material genético cromatinico
contido por um envoltério nuclear, menores que o nucleo principal, e resultante
fragmentos cromossomicos que se comportam independentemente dos outros

cromossomos do cariotipo durante a divisdo celular (HEDDLE et al.,1990).

1.1 —=Técnica de Micronucleos

Ha 28 anos, Stich et al.,1982 desenvolveram um protocolo para o teste de
microndcleos com células esfoliadas epiteliais, que tem sido amplamente utilizado
em estudos. Micronucleos sao formados pela exclusdo do cromossomo inteiro ou
fragmentos de cromossomos durante a divisdo celular, e sua presenca nas células é
um reflexo da estrutural e / ou aberracbes numéricas (clastogénico e / ou efeitos
aneugénica) (ROSIN,1992).

O teste de micronucleo é uma técnica facil e relativamente rapida e pode ser
usada para fazer o diagndstico clinico do cancer de forma precoce antes da
instalacdo dos sintomas. Dessa forma o MN pode ser visto como uma ferramenta
confidvel e promissora para a préatica clinica e o biomonitoramento de grupos
maiores (ANGELINI et al, 2005).

Os fragmentos de DNA deixados para tras sao incorporados dentro de
ndcleos secundarios, que por serem muito menores que o nucleo principal da célula
sdo chamados de micronucleos. As células esfoliadas ndo se dividem mais, mas
refletem anormalidades citogenéticas que ocorreram na populacdo de células da
camada basal. A determinacdo de micronucleo pode ser feita por um método rapido
e nao invasivo, nos casos de mucosa bucal, escarro, urina, sémen, colo uterino. A
presenca de micronucleos nas células esfoliadas serve como dosimetro interno,
indicando um potencial ao desenvolvimento de cancer. A aplicacdo da pesquisa de

microndcleos em estudos populacionais com diferentes exposigcdes genotoxicas



Introducdo 18

pode aumentar o conhecimento do potencial carcinogénico de agentes ambientais
em humanos e pode permitir elucidar mecanismos carcinogénicos (DIETZ et
al.,1992) .

Segundo uma analise da "International Human Micronucleous (HUMN)
Project, "a média do niumero de células epiteliais com micronucleos em individuos
saudaveis € de 1-3 por 1000 células epiteliais, esse numero € independente do tipo
de células epiteliais (FENECH et al., 1999). Outro estudo mostrou também que
pacientes com cancer independente do local do tumor, o nimero de micronucleos &
significativamente aumentado em células epiteliais em comparacado com individuos
saudaveis (VARDAZARYAN, 2004).

1.2 — Micronucleo como Biomarcador

Varios trabalhos vém sendo desenvolvidos para determinar o impacto de
fatores ambientais, genéticos e quanto ao estilo de vida sobre a estabilidade
gendmica na populagdo humana (FENECH et al.,1999). O micronucleo (MN) é um
indicador de instabilidade gendmica relacionado ao controle da multiplicacao celular,
sua presenca nas células é um reflexo de aberracdes cromossémicas ocorridas
durante a mitose celular sendo utilizado como biomarcador do dano genotéxico e do
potencial de malignidade (HEDDLE et al.,1991; MULLER-TEGETHOFF et al., 1997,
DELFINO, CASARTELLI, GARZOGLIO, 2002; HOFFELDER et al., 2004).

Segundo Maffei et al.,2002, o estudo dos micronucleos tem servido para
avaliacdo do potencial genotéxico de agentes quimicos e fisicos. Entretanto, existem
poucos estudos que utilizam a andlise de micronicleos em tecidos neoplasicos,
embora se saiba das diversas alteracdes nucleares comuns as células tumorais
(GONCALVES et al., 2007).

Para Pastor et al, 2001, a analise de micronucleos (MN) pode ser
considerada um Gtil biomarcador de efeitos genotdéxicos em populacdes
ocupacionalmente expostas a agentes genotoxicos e a fatores de risco para o
desenvolvimento de neoplasias. Portanto, a determinacao da taxa de
micronucleacdo, mediante a analise microscopica , tem proporcionado uma forma
simples e rapida na estimativa da presenca de alteracbes cromossémicas nas

células.
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O significado do MN pode ser visto em varios testes sofisticados e refinados e
por trabalhos de ambito internacional. A analise de Micronucleos € uma ferramenta
na avaliacdo da mutagenicidade. A utilizacdo do teste de microndcleo para detectar
e quantificar a acdo genotoxica de agentes carcinogénico foi bem estabelecido em
varios sistemas, tanto in vitro, como in vivo (GAZA-LEAL et al., 2002).

Assim sendo, a frequéncia de micronucleos em células da mucosa cervical
pode ser um critério adicional para estabelecer o risco do cancer cervical (MAJER et
al, 2001; GUZMAN et al, 2003).

As alteracdes genéticas requeridas na carcinogénese podem atuar em
protooncogenes, genes dominantes, conferindo-lhes ganho de funcdo e em genes
supressores de tumor, genes recessivos, conferindo perda de funcdo (BECKMAN &
LOEB, 2005).

A técnica mais aceita na determinacdo de lesdes da mucosa cervical € a
andlise de material de bidpsia, porém, apresenta limitacbes técnicas, é um
procedimento invasivo e pode acarretar implicacdes psicolégicas para a paciente.
Ha grande necessidade de se estabelecer técnicas novas com metodologias mais
faceis, nado-invasivas e confiaveis que possam ser associadas as demais e que
permitam um diagndstico satisfatério de individuos sob risco de desenvolver cancer.
Nos ultimos anos houve aumento no interesse pela citologia com esfregaco como
método de monitoramento, diagnéstico e prognéstico (ACHA et al.,, 2005)
destacando-se estudos moleculares e citogenéticos.

A vigilancia € um dos componentes fundamentais para 0 monitoramento
efetivo de controle de infec¢cdes causadas pelo HPV. Um sistema de vigilancia
estruturado fornece informacgfes sobre a magnitude e o impacto que esse virus traz
as portadoras desse parasito, como também os efeitos e as medidas de prevencéo,
deteccao precoce desse invasor.

A Regido Norte apresenta grandes problemas de saude perante as infeccbes
e agravamento das mesmas tendo muitas vezes como resultado frequiente o cancer
de colo uterino. Mesmo com a realizacdo do exame papanicolaou, pacientes tém
apresentado diversas alteracdes, e o cancer de colo uterino é a segunda forma de
cancer em numeros de casos em mulheres no Estado de Rondonia e o primeiro em
mulheres na capital “Porto Velho” (INCA 2009).

Diante deste cenario fica clara a necessidade de continuidade em

investimento no desenvolvimento de a¢des abrangentes para o controle do HPV nos
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diferentes niveis de atua¢do como: na promocao da saude, na detec¢do precoce, na
assisténcia aos pacientes, na vigilancia, na formacédo de recursos humanos, na
comunicacao e mobilizacdo social e na pesquisa.

Devido ao grande namero de casos de neoplasias do colo uterino no Norte e
Nordeste brasileiro, o presente trabalho visa investigar as alteracbes apresentadas
nas células infectadas pelo HPV, principalmente nas que afetam o material genético,
causando quebras cromossémicas e que podem ser detectadas pelo aumento de
micronucleos no citoplasma das células da mucosa genital. Aumento na frequéncia
de micronucleos tem sido encontrado em pacientes com neoplasias malignas.

Realizou-se uma andlise mais aprofundada e criteriosa nas células da
mucosa cervical obtidas durante a coleta para o exame de Papanicolau. Esse
material sera submetido a técnica de Micronucleos e sera feita analise da frequéncia
de micronucleos. A presenca dos micronucleos indicaré as possiveis anormalidades

causadas pelo HPV e outros fatores de risco.

2 — HPV

O Papiloma Virus Humano (HPV) é considerado o agente etiolégico do cancer
cervical, ele exerce um papel central na carcinogénese do colo uterino (CRONJE
HS.,2004). Associado a ele estdo outros fatores que influenciam direta ou
indiretamente a lesdo no epitélio escamoso cervical. Investigacdes a respeito dos
mecanismos de atuacdo e interacdo desses fatores com o0s elementos virais
encontram-se na literatura dos ultimos 20 anos.

Entre os fatores associados ao HPV pode-se citar: fatores imunoldgicos
(resposta imune local e humoral) como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Humana, fatores genéticos como o polimorfismo da proteina p53, o tabagismo e o
uso de contraceptivos orais (HOORY et al,2008). Todos estes fatores interagem em
menor ou maior intensidade com oncoproteinas e outros elementos do HPV,
potencializando a acdo do virus na célula hospedeira e faciltando o
desenvolvimento dos processos de imortalizagéo celular e carcinogénese (MUNOZ
et al.,2006).

O nome papilomavirus € composto do latim papila, diminutivo de papula,

projecdo ou saliéncia em forma de mamilo e da desinéncia-oma, usada pelos
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antigos meédicos gregos para designar as tumoracdes ou 0s intumescimentos. As
espécies de papilomavirus sdo nomeadas de acordo com o grupo de animais que
eles infectam, seguindo uma nomenclatura binominal, em inglés: Bovine
papillomavirus (BPV), Canine papillomavirus, Cottonnail rabbit papillomavirus, Deer
papillomavirus, European elk papillomavirus, Human papillomavirus e Ovine
papillomavirus (VAN REGENMORTEL et al,. 2000).

Segundo o Ministério da Saude (1999), O HPV é um DNA-virus que causa
doenca infecciosa de frequente transmissdo sexual, conhecida por condiloma
acuminado, verrugas genitais ou crista de galo.

A OMS reconheceu desde 1992 o HPV como o principal responséavel pelo
cancer do colo do utero, aprofundou esse conceito em 1996, em parceria com a
Agéncia Internacional de Rastreamento de Cancer — IARC. Assim, foram
identificados os tipos 16 e 18 como o0s principais agentes etioldgicos desse tipo de
cancer, firmando-se cientificamente, pela primeira vez, a inducao de um tumor sélido
por um virus. Estudos que utilizam métodos de hibridizacdo tém demonstrado que
mais de 99% dos casos pode ser atribuido a alguns tipos de HPV, sendo o HPV 16 o
responsavel pela maior propor¢édo de casos (50%), seguido do HPV 18 (12%), HPV
45 (8%) e o HPV 31 (5%) (BRINTON,1992).

2.1 — Ciclo da Infeccdo do HPV na Célula

O HPV é comumente transmitido durante a atividade sexual ou pequenas
fissuras no epitélio muitas vezes produzidas durante o proprio coito, o que facilita o
acesso do virus as células basais (SCHIFFMAN & KJAER, 2003).

Uma vez dentro da célula do hospedeiro, o DNA viral pode assumir duas
formas: a forma epissomal ou a forma integrada. Na primeira forma, o DNA do virus
se encontra dentro do nucleo da célula do hospedeiro, mas ndo se encontrando
ligado ao seu DNA. No momento que o DNA viral se liga ao genoma da célula
hospedeira caracteriza ai a forma integrada, que € a forma que ocorre lesdes de
maior gravidade como nos carcinomas in situ e invasivo (MYERS et al.,2000;
BOSCH et al.,2002)
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2.2 — Relacéo do HPV com o Cancer de Colo Uterino

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 1992, a infec¢do causada
por HPV é a principal causa do cancer do colo uterino.

A associacdo existente entre o Human Papiloma Virus (HPV) e o carcinoma
escamoso cervical esta sendo investigada ha muitos anos. Sabe-se hoje do papel
central deste virus na carcinogénese cervical e a afirmacdo de que ndo existe
cancer do colo sem que o HPV esteja presente (PINTO et al.,, 2002; NICOLAU,
2003).

O HPV é um virus que vive na pele e nas mucosas genitais como vulva,
vagina, colo de Gtero na mucosa bucal e pénis. E um virus transmitido pelo contato
sexual que afeta a area genital tanto de homens quanto de mulheres. Os HPVs sdo
virus da familia Papovaviridae com mais de 80 tipos. Enquanto, alguns deles
causam apenas verrugas comuns no corpo, outros infectam a regido genital,
podendo ocasionar lesGes que, ndo tratadas, transformam-se em céancer de colo do
Utero (FERRIGNO, 1992; LOPES, et al, 1995; INCA e MS, 2001).

Carneiro e colaboradores (2004) citam mais de 120 tipos de HPV
identificados, concomitantemente por Novaes e colaboradores (2002) e Fernandes e
colaboradores (2004), que os classificam de baixo e alto risco.

Cerca de 40 tipos de HPV acometem o trato genital pelo contato sexual e
atualmente tem sido a infeccdo sexualmente transmissivel mais freqiente
(TROTTIER, 2006).

Existem dois tipos anatomopatoldgicos principais de céancer cervical: o
carcinoma de células escamosas ou epidermoide, originado do epitélio tipo
escamoso estratificado, e o adenocarcinoma da cérvix originado do epitélio cilindrico
do canal cervical. O primeiro corresponde a 90% de todos 0s canceres cervicais.
(NOVAK et al., 1986).

Sabe-se hoje que, para o desenvolvimento da les&o intraepitelial de alto grau
e do cancer invasivo do colo do utero, o HPV é a condi¢cdo necessaria; porém, por si
s6, ndo € uma causa suficiente, uma vez que, para o desenvolvimento, manutencao
e progressdo das lesdes intraepiteliais faz-se necessaria, além da persisténcia do
HPV, a sua associacdo com os outros fatores de risco. Aproximadamente todos os
casos de cancer do colo do utero sdo causados por um dos 13 tipos do HPV
atualmente reconhecidos como oncogénicos pela International Agency for Research
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on Cancer (IARC). Destes, os tipos mais comuns sdo o HPV16 e o HPV18. Outros
fatores que contribuem para a etiologia desse tumor sao o tabagismo, multiplicidade
de parceiros sexuais usa de contraceptivos orais, multiparidade, baixa ingestdo de
vitaminas, iniciacdo sexual precoce e coinfec¢cdo por agentes infecciosos como o
Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e Chlamydia trachomatis (INCA, 2009).

O estilo de vida e fatores biolégicos tém sido objetos de varios estudos de
monitoramento de individuos com maior risco de desenvolver cancer (BECKMAN,
LOEB, 2005). Para a progressao do risco de desenvolver o cancer, alguns co-fatores
sdo0 necessarios, como o uso prolongado de contraceptivos hormonais, paridade
elevada, a infecgdo concomitante ao HIV e ao tabagismo.

O colo uterino € revestido por varias camadas de células epiteliais
pavimentosas, arranjadas de forma bastante ordenada. Nas neoplasias intra-
epiteliais, esta estratificacao fica desordenada. Quando a desordenacéo ocorre nas
camadas mais basais do epitélio estratificado, estamos diante de uma displasia leve
ou neoplasia intra-epitelial cervical grau | (NIC I). Cerca de 60% das mulheres com
NIC | vao apresentar regressao espontanea, 30% podem apresentar persisténcia da
lesdo como tal, e das demais, menos de 10% irdo evoluir para NIC Ill, sendo a
progressao para o cancer invasor estimado em cerca de 1%. Se a desordenacgao
avanca até os trés quartos de espessura do epitélio, preservando as camadas mais
superficiais, estamos diante de uma displasia moderada ou NIC Il. Na NIC Ill, o
desarranjo € observado em todas as camadas (POTEN et al,1995).

Em seus estagios iniciais as doencas causadas pelo HPV podem ser tratadas
com sucesso em cerca de 90% dos casos, impedindo que a paciente tenha maiores
complicacBes no futuro. Portanto, a melhor arma contra o HPV é a prevencéo e se
fazer o diagnéstico precoce (JUNG, et al 2004).

Segundo Smeltzer & Bare (2009), o cancer cervical quando no inicio
dificilmente apresenta sintomas, uma vez que esses sintomas se presente, pode
passar despercebidos, tendo muitas vezes como sinal uma fina secre¢éo vaginal
aguosa, observada apés a relacdo sexual. Se sintomas mais acentuados como
sangramento irregular ou sangramento apoés a relacdo sexual a doenca pode estar

em estado muito avancgado.
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2.3 —Tipos de HPV

Dentre a familia papiloma virus da qual se origina o papiloma virus humano
existem diversos subgrupos e segundo Brasil (2006a) “mais de 100 tipos sao
reconhecidos atualmente, 20 dos quais podem infectar o trato genital’. Dentre os
varios subgrupos do HPV existem alguns que oferecem maiores riscos de
desenvolvimento de neoplasias em varias regides do corpo.

Outra divisdo possivel para o HPV é através do seu potencial oncogénico.
Pois, existem subtipos de HPV que séo classificados como sendo de baixo risco,
devido a sua associacao com condilomas na forma de lesdes intra-epiteliais (LIE) de
baixo grau e séo eles: 6, 11, 42, 43 e 44. Outros sao classificados como subtipos de
alto risco, os quais podem causar LIE de alto grau, vindo a desenvolver canceres do
colo uterino seus agentes principais sao:16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 46, 51, 52, 56,
58, 59 e 68 (BRASIL, 2006b).

Fernandes (2007), diz que os HPVs podem ser classificados também de
acordo com a capacidade que eles apresentam de transformacé@o neoplasica em
grupos de baixo risco nos tipos (6,11,42,43,44), relacionados apenas as verrugas
genitais e neoplasia de baixo grau e o0 grupo de alto risco tipos
(16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58 e 66), onde os tipos 16 e 18 estdo associados
diretamente com a neoplasia intra-epitelial de alto grau (NICIIl ou HSIL).

Estudos observados pela Federacdo Brasileira das Sociedades de
Ginecologia e Obstetricia (2002) mostraram que o risco de uma mulher desenvolver
neoplasia de colo uterino aumenta em 19 vezes quando ela é infectada com o virus
HPV, e que associados ao tipo 18, 31 ou 33 aumenta em 50 vezes. Quando €&
relacionado ao HPV 16 este risco sobe para mais de 100 vezes, quando comparado
a mulheres néo infectadas. Isto demonstra que o HPV 16 mantém uma forte relacéo
com a persisténcia das LIE com a sugestdo dele ser um agente infeccioso de agéo
prolongada (RAMA et al., 2005).

De acordo com um relato clinico de Castro & Duarte (2004), foi diagnosticado
evidéncias de HPV dos tipos: O, 1, 2, 4, 6, 11, 13, 16, 18, 30, 31, 32 e 57, em
cavidade oral. Estes tipos virais SG0 0s mesmos que atingem outras regides do
corpo como as mucosas oral, ocular e respiratoria, afetando especialmente a
mucosa genital e a pele. Nesta pesquisa € ressaltada a presenca do subtipo 16

como prevalente em lesGes neoplasicas, porém, afirmando que é o 18 o tipo mais
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agressivo nestas lesdes, e que o 6 e o 11 sdo encontrados nas lesdes
condilomatosas. Os HPVs tipos 16 e 18 foram categorizados em 1995 pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela Agéncia Internacional de Pesquisa do
Cancer (IARC) como carcinogénicos em humanos (WHO.IARC, 1995).

2.4 — Método de Prevencéo (Vacinas)

A prevencao primaria do cancer cervical depende desde medidas preventivas
contra a infeccdo pelo HPV, como medidas educativas preventivas que enfatizem
mudancas no comportamento de risco para as DSTs e até a imunizacdo contra
alguns tipos de HPV. A prevencdo secundaria interrompe a progressdo da doenca
apos ela ja ter iniciado, através da identificacdo e o tratamento de suas lesdes
precursoras (DENNY et al,2006).

Duas vacinas contra o papilomavirus humano foram aprovadas no Brasil, a
Gardasil® a primeira vacina aprovada recomendada para faixa etaria de 9 a 26 anos
de idade em trés doses e sua duracdo € em torno de cinco anos e meio. Protege
contra quatro tipos de HPV (6, 11, 16 e 18), causadores de verrugas e cancer
cervical (OLIVEIRA, 2008). A segunda vacina é a Cervarix® recomendada na idade
de 10 a 25 anos. Ela também é quadrivalente, aplicada em trés doses, porém nao

esta disponivel no sistema publico assim como a Gardasil (CAMPBELL, 2008).

2.5 — EPIDEMIOLOGIA

Uma das caracteristicas do virus HPV, é que ele pode ficar instalado no corpo
por muito tempo sem se manifestar, entrando em acdo, em determinadas situacdes
como na gravidez ou numa fase de estresse, quando a defesa do organismo fica
abalada. Na maior parte das vezes a infecgéo pelo HPV nao apresenta sintomas. A
mulher tanto pode sentir uma leve coceira, ter dor durante a relagdo sexual ou notar
um corrimento. O mais comum € ela ndo perceber qualquer alteracdo em seu corpo
(BURD, 2003). Geralmente, esta infeccdo ndo resulta em cancer, mas é comprovado
gue 99% das mulheres que tém cancer do colo uterino foram antes infectadas por
este virus. No Brasil, cerca de 7.000 mulheres morrem anualmente por esse tipo de
tumor (INCA, 2006).
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No Brasil, as estimativas, para o ano de 2010, serdo validas também para o
ano de 2011, e apontam uma ocorréncia de 22 mil novos casos de cancer, com o
risco de (22/100.000) para regido Norte, sendo a neoplasia mais incidente nessa
regido, ocupando a segunda posi¢cdo nas regides Sul (24/100.000), Centro-Oeste
(19/100.000) e Nordeste (18/100.000), enquanto na regido Sudeste é a quarta
neoplasia mais frequiente (18/100.000), (BRASIL,2008). Os tipos mais incidentes, a
excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prostata e
de pulméo no sexo masculino e os canceres de mama e do colo do Utero no sexo
feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada para a América
Latina (INCA 2009).

O cancer do colo do utero é o segundo tipo de cancer mais frequente entre as
mulheres, com aproximadamente 500 mil casos novos por ano no mundo, sendo
responsavel pelo obito de, aproximadamente, 230 mil mulheres por ano (BRASIL,
2007). Sua incidéncia é cerca de duas vezes maior em paises menos desenvolvidos
guando comparada aos paises mais desenvolvidos. A prevaléncia de cancer do colo
do utero evidencia-se na faixa etaria de 20 a 29 anos e o0 risco aumenta rapidamente
até atingir seu pico, geralmente na faixa etaria de 45 a 49 anos (INCA 2008). Ao
mesmo tempo, com excecao do cancer de pele, ele é o cancer que apresenta maior
potencial de prevencdo e cura quando diagnosticado precocemente. Em paises
desenvolvidos, a sobrevida média estimada em cinco anos varia de 51% a 66%. Nos
paises em desenvolvimento, 0s casos sdo encontrados em estadios relativamente
avancados e, consequentemente, a sobrevida média € menor, cerca de 41% apos
cinco anos. A média mundial estimada é de 49%( FERNANDES et al., 2005; SONG
et al., 2008).

2.6 — Caracterizacao das Neoplasias Intra-Epiteliais Cervicais (NICs)

As neoplasias intra-epiteliais cervicais (NICs) sao caracterizadas por diversos
graus de anormalidades na diferenciacdo e maturacao celular do epitélio cervical.
Relativo a classificacdo Richart, as NICs podem ser divididas em NIC I, NIC Il e NIC
lll. Como NIC-I, entende-se que as alteragbes celulares se restringem ao tergo

inferior do epitélio cervical (chamada também de lesao cervical de baixo grau).
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Na NIC-Il, as alteragBes chegam até o terco médio do epitélio cervical. Na
NIC lll, verifica-se que as alteracdes celulares ocupam o ter¢co superior do epitélio
cervical. As lesdes compativeis com NIC Il e NIC Ill sdo também denominadas de
lesGes de alto grau (DE PALO, 1996).

As neoplasias intra-epiteliais tipo Il (NIC 1l), correspondem as displasias
moderadas atingindo cerca da metade do epitélio. J& as neoplasias intra-epiteliais do
tipo Il (NICIII), representam as displasias acentuadas e o carcinoma in situ, esse
atinge toda a espessura do epitélio, ndo ocorrendo invasdo neoplasica do estroma
adjacente da membrana basal. As NICs e o carcinoma microinvasor frequentemente
sdo assintomaticos. Porém, quando aparecem sintomas como corrimento,
corrimento com odor fétido, corrimento sanguinolento, sangramento apds a relacao
sexual, sangramento espontaneo, dispareunia, dor no baixo ventre, disUria e
polaciuria caracteriza-se o carcinoma é invasor (SOUEN, PINOTTI, 1992; ROBBINS
et al., 2000).

No Sistema Bethesda, uma amostra é considerada satisfatéria quando
contém tanto células escamosas e endocervicais ou células escamosas
metaplasicas. Estes elementos celulares formam a base microscopica para a
hip6tese de que a zona de transformacao esta representada. Dados da literatura séo
inclonclusivos com respeito aos componentes endocervicais como medida de
adequacdo da amostra. Estudos cruzados tém repetitivamente demonstrado que
esfregacos com células endocervicais tém uma frequéncia significativamente mais
alta e um alto grau de normalidade escamosa detectada do que com falta de tais
células (KURMAN & SOLOMON, 1997).

Nesse sistema, a classificacdo e notificacdo de citologia cervical anormal
foram desenvolvidas em 1988 e revisto mais recentemente, em 2001 (SOLOMON et
al.2002). Apesar de ter sido projetado inicialmente para identificar todas as lesGes
pré-cancerosas, o foco mudou agora para facilitar a deteccdo e tratamento de alto
grau de lesOes intra-epiteliais cervicais, com base no novo entendimento que a
maioria das lesdes de baixo grau, especialmente em mulheres jovens, esta
associada a auto-infecgéo pelo HPV (WRIGHT et al.2002).

Segundo Bezerra et al.,(2005), dentre os métodos de deteccdo, a
nomenclatura Bethesda é o mais eficiente a ser aplicado de forma coletiva em
programas que fazem o rastreamento do cancer cervical uterino, uma vez que é uma

técnica difundida a mais de 40 anos.
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Atualmente descrito pelo sistema Bethesda, o exame de citologia cervical,
permite o diagnostico precoce de lesGes precursoras de neoplasias da cérvice
uterina, além de alteracdes citopaticas causadas pelo HPV (UTAGAWA et al., 2000;
SOLOMON, 2004).

Tabela 01-Caracterizacdo das Anormalidades das Células Escamosas Epiteliais através do
Sistema Bethesda.

Tipos de Caracteristicas da Les&o

Lesao

ASIGEE Células Escamosas Atipicas de Significado Indeterminado
ASC-H Células Escamosas Atipicas, ndo se pode excluir HSIL
LSIL Leséo Intra-epitelial Escamosa de Baixo Grau

Engloba:

Alteracbes Relacionadas com HPV

Displasia Leve (Mild CIN)
HSIL Leséo Intra-epitelial Escamosa de Alto Grau

Engloba:
Displasia Moderada e Grave
CIN Moderada Grave

Carcinoma in situ

2.7 — Caracterizacdo das Anormalidade das Células Escamosas
Uterinas

A figura 01 demonstra a parte externa do colo do Utero normal coberto por
uma camada de células achatadas (células escamosas). Essas células ocorrem

antes das camadas das células com nucleos centrais. Frequentemente a parte
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inferior das camadas de células sdo arredondadas (células mais jovens). Quando

maduras essas células migram para parte mais externa tornando-se planas.

Células escamosas

Células normais

Membrana basal

FIGURA 1. Cervix normal
FONTE: http://www.mjbovo.com/Women/Dysplasia.htm

Na figura 02, esta demonstrando que quando € a displasia cervical leve (CIN
Mild), apenas algumas células sdo anormais. Essa displasia as vezes desaparece

sem tratamento..
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w Membrana basal

FIGURA 2. Displasia leve
FONTE: http://www.mjbovo.com/Women/Dysplasia.htm

Na figura 03, quando a displasia e do tipo moderada, envolve quase a
metade da espessura do revestimento da superficie do colo do Utero pelas células
anormais.

Células anormais

_‘ Membrana basal

[N
FIGURA 3. Displasia moderada
FONTE: http://www.mjbovo.com/Women/Dysplasia.htm
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A figura 04 evidencia a displasia severa ou grave, que também pode ser
chamada de carcinoma in situ. Observa-se que toda espessura do colo do utero &
formado por células anormais. Pelo fato dessas células ainda n&do terem se
espalhado por todo érgdo, dizemos que caracteriza carcinoma in situ uma vez que o

cancer esté no lugar.
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FIGURA 4. Displasia severa

FONTE: http://www.mjbovo.com/Women/Dysplasia.htm

Ja a figura 05 demonstra o cancer do tipo invasivo, onde as células nao
apenas anormais, também invadem a membrana basal, 0 que caracteriza o grau de

gravidade do céancer.
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FIGURA 5. Cancer invasivo
FONTE: http://www.mjbovo.com/Women/Dysplasia.htm

2.8— Suscetibilidade Génica

As mulheres que apresentavam variagdes génicas relacionadas com o
polimorfismo natural-HLA (Human Lynphocytes Antigen) foram investigadas
relacionando a suscetibilidade para a infecgcdo persistente por HPV e para a
progressao ao cancer cervical. Atualmente usando as técnicas moleculares foram

detectadas mulheres com alelo HLA-DRB*1301 que apresentam condicbes de
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protecdo a infeccdo pelo HPV, o que as tornam menos suscetiveis a infeccdo pelo
virus do que na maioria das mulheres. A decorréncia do polimorfismo do gene HLA,
que participam da resposta imunitaria, diminui o risco para o desenvolvimento do
cancer cervical. Um outro achado interessante obtido do estudo do polimorfismo
HLA, foi o fato de mulheres que n&o apresentavam cancer cervical, apesar de
exposicoes repetitivas da infecgdo por HPV, como as prostitutas, ou descendentes
de familias com suscetibilidade para o cancer do colo do utero, como as freiras,
verificando o efeito protetor dos alelos HLA-DRB1*13/DQB1*0603 de classe Il contra
a infeccao e persisténcia viral (WANG & HILDESHEIM, 2003; GOMEZ & CASTILLO,
2004).

A integridade da molécula de DNA esta constantemente sob ataque de
radicais livres endogenos, instabilidades termodinamicas e acdo de agentes
exogenos, de forma que o reparo do dano ao DNA é essencial para a sobrevivéncia
da célula e saude do organismo como um todo (BOER, 2002). Quando hé& falha no
reparo do dano ao DNA, a instabilidade genética gerada sob essas condi¢cfes pode
favorecer a génese do cancer pelo acumulo de mutacdes. As mutacdes
carcinogénicas podem alterar genes ou estruturas cromossdmicas por meio de
mutacdes pontuais, delecdes, insercdes e rearranjos, além disso, as alteracdes
espontaneas e herdadas também facilitam a génese do cancer (OBE et al., 2002;
ACHA et al., 2005).

3 — Fatores Associados a Oncogénese Cervical

O rastreamento das neoplasias intraepiteliais cervicais e do cancer do colo
uterino, a citologia oncética e as alteracdes citohistoldgicas induzidas pelo HPV
continua sendo utilizado para identificar os fatores e risco e o prognéstico do cancer
em pacientes que apresentam alteracdes morfoldégicas em seus exames (PAULA et
al., 2007).

Vérios fatores estdo associados a oncogénese cervical, por exemplo:
- Multiplicidade de Parceiros Sexuais (Promiscuidade)
- Vida Sexual Precoce
- Uso de Anticoncepcional Oral (uso hormonal)

- Tabaco
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- Etilismo (uso de bebidas alcodlicas)
- Vaginose Bacteriana

3.1 - Multiplicidade de Parceiros Sexuais (Promiscuidade)

Segundo Franco (2003), o numero de parceiros sexuais é considerado fator
de risco para a aquisicdo de DST, em geral, e também para o cancer do colo uterino,
relacionando-se diretamente a mortalidade por carcinoma cervical com a condi¢cao

social e praticas sexuais dos parceiros.

3.2 —Vida Sexual Precoce

De acordo com Alvarenga et al.,(2000), a atividade sexual, quando exercida
precocemente, aliada a um namero alto de parceiros sexuais, juntamente com o uso
do fumo, contraceptivo oral e outras doencas sexualmente transmissiveis, sao
fatores que podem contribuir para aumentar as chances de infeccdo pelo HPV.
Quando mais precocemente for a primeira relacdo sexual, maior ser4 a chance do
HPV se tornar um fator de risco para desenvolvimento das neoplasias intraepiteliais
cervicais (NIC), isso se deve aos achados de transformac¢des nessas mulheres com

processos de metaplasia jovem (BORGES et al., 2004).

3.3 - Uso de Anticoncepcional Oral (uso hormonal)

Entre os fatores hormonais, destaca-se o uso de contraceptivos hormonais,
pela sua repercussao social e econdmica, acrescidos ao risco de desenvolvimento
de neoplasia intra-epitelial cervical e cancer invasor do colo uterino. Atualmente,
milhdes de mulheres no mundo usam os contraceptivos hormonais, incluindo os
anticoncepcionais orais e progestagenos de longa acdo, como acetato de
medroxiprogesterona injetdvel e implantes subdérmicos de levonorgesterol,
(HARPER et al,1994).

O uso de anticoncepcionais hormonais por mais de cinco anos eleva o risco
de desenvolver lesdo intra-epitelial de alto grau em pacientes com HPV (NEGRINE
et al.,1990). Os anticoncepcionais orais, tanto combinados trifasicos quanto os de
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baixa dose, estdo associados ao aumento da transcricdo do HPV (VANDENVELDE,
1992).

Para Daling et al., (1996), o anticoncepcional hormonal pode ser importante
fator na etiopatogenia do cancer do colo uterino se 0 uso ocorrer antes do completo
desenvolvimento do trato genital feminino, isto €, antes dos 17 anos. O risco para
desenvolvimento de adenocarcinoma in situ do colo uterino esta aumentado também
para as mulheres com longo tempo de uso de anticoncepcionais orais (mais que 12
anos) (MADELEINE et al., 2001).

3.4 - Tabaco

O tabagismo € um fator de risco associado tanto para infeccao genital de HPV
como de cancer de colo uterino (NUNEZ et al., 2002; WINER et al., 2003). A alta
taxa da infeccdo por Papilomavirus humano (HPV) e a evolucdo de alguns casos
onde as células se tornam malignas sugerem a existéncia de multiplos fatores
associados na imunodepressédo tais como fumo, anticoncepcionais orais e infec¢ao
por Herpes simples tipo 2 (DALLING et al., 1996).

Vaccarela et al., (2008), em estudos recentes, demonstraram a maior
prevaléncia da infeccado por HPV de alto risco (HR-HPV), entre mulheres fumantes,
essa associacdo esta atrelada a dose-dependente, ou seja, depende do numero de
cigarros fumados por dia.

O hébito de fumar contribui para dois mecanismos da ontogénese cervical, a
exposicao direta do DNA de células epiteliais cervicais a nicotina e a cotidina e aos
produtos do resultado de reacdes com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e as
aminas aromaticas entre outros componentes da fumaca do cigarro (HELBERG et
al, 1998; PINTO et al, 2002).

WU et al.,(2003), concluiu em mulheres Tailandesas que o tempo de
exposicao a fumaca do cigarro, que as tornavam tabagistas passivas era um fator
de risco para o desenvolvimento do cancer cervical.

Em Cingapura, Tay;Tay (2004), demonstrou que fumantes passivas
apresentam um maior risco para desenvolver a neoplasia cervical. As mulheres por
ele estudadas possuiam baixa incidéncia para o habito de fumar, além de poucos

parceiros sexuais, 0 que sugeria menos risco de desenvolver HPV se comparado
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com outros fatores. Porém, ele verificou que essas mulheres apesar de nédo
fumantes tinham seus conjuges fumantes, o que as tornavam fumantes passivas.

O tabaco e seus derivados podem induzir diversas alteracdes no sistema
imunolégico principalmente nas células natural killer e nas células de Langerhans.
(SASSON, 1985; BARTON et al.,1988). As células de Langerhans sdo componentes
importantes no sistema de vigilancia imunolégica celular, uma vez que sé&o
apresentadoras de antigeno e ativam especificamente os linfocitos T-CD4 (VARGAS
LINARES, 1989).

Segundo Barton et al., (1988), as células de Langerhans na cérvix de
mulheres fumantes tem diminuido, porém nas mulheres ex-fumantes tendem ter a
mesma contagem das mulheres ndo fumantes. O que confirma a acdo do tabaco na
diminuicdo da quantidade e da funcdo das células de Langerhans, que sé&o
responsaveis pela ativacdo da imunidade celular local contra o HPV. Os metabdlitos
da nicotina podem ser encontrados no muco cervical (GOMPEL & KOSS, 1997,
SKEGG, 2002; BURD, 2003; PEREYRA & PARELLADA, 2003).

3.5-Uso de bebidas alcodlicas

Ainda sao inconclusivos os estudos que associam o consumo de bebida
alcodlica ao risco para desenvolver o cancer de colo de Gtero. Associa-se esse risco
por razbes relacionadas ao tipo de vida, uma vez que mulheres etilistas sao
vulneraveis a multiplicidade de parceiros sexuais ou promiscuidade.

Mulheres que consomem bebida alcoélica comumente fumam, associando o
tabaco ao alcool, o que promove um risco significante para desenvolvimento de
cancer cervical (WEIDERPASS et al., 2001).

3.6 —Vaginose Bacteriana

Representa uma sindrome clinica resultado do desequilibrio da concentracao
de espécies de Lactobacillus, onde essa concentragdo € substituida por uma alta
concentragdo polimicrobiana de bactérias anaerdbicas. Essa sindrome pode ser
assintomatica ou até mesmo causadora de descarga branca, muito espessa que
adere na parede vaginal e vestibulo. Representa um risco para infecgdo do trato
genital pela ascensdo dos agentes microbianos, que provocam lesdes e fissuras

favorecendo a contaminagdo por agentes causadores de DSTs (ROCHA &
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CUNHA,1998; PINOTTI et al., 2001; PEREIRA & PARELLADA, 2001; NAUD et al.,
2003).

As vaginoses ocorrem, quando ha presenca de Gardnerella vaginalis,
Mobiluncus sp, Bacterioides sp, Mycoplasma hominis, Peptostreptococcus e outras
bactérias anaerobias (NAUD et al, 2003). O aumento indevido desses
microrganismos também pode contribuir para o desenvolvimento de doencas
malignas (SOPER, 1996; SUZUKI & GONCALVES, 1996; STINGHEN et al., 2004).

O grupo social de maior risco de contrair vaginose bacteriana, por
transmissbes sexuais (DST), € o formado por mulheres adolescentes e rapazes
muito jovens; com baixo nivel de maturidade sexual; com necessidade de afirmacgéo
da virilidade ou feminilidade na préatica sexual com diferentes parceiros, e de
comportamento promiscuos. Além do claro descaso destas mulheres pelo uso de
preservativos. Sendo estas algumas das atitudes que fazem deste grupo de
mulheres as mais susceptiveis a estas infeccbes (DULANTO, 1994; BRESSLER et
al., 1999; ADAD et al., 2001).

e Candidiase Vulvovaginal

Caracteriza-se pelo crescimento anormal de fungos do tipo levedura no trato
genital. A candidiase vulvovaginal (CVV), € uma infeccdo que acomete cerca de 20
a 25% de mulheres que normalmente saudaveis e frequentemente assintomaticas
apresentam culturas de secrecdo vaginal positivas para a Candida albicans;
(SOBEL,1993).

Por apresentar uma incidéncia aproximada de 25% a CVV corresponde a um
dos diagndsticos mais frequentes na citologia ginecoldgica, o que demonstra que o
namero de mulheres acometidas por essa infec¢cado estd aumentando j4 ocupando o
segundo lugar entre as infeccbes ceérvico-vaginais, precedida apenas pela vaginose
bacteriana (ALEIXO et al.,1999; GARCIA et al.,2002).

e Gardnerella vaginalis

A Gardnerella vaginalis € um coco-bacilo, Gram negativo, que desencadeia

corrimento vaginal excessivo, com odor fétido, acinzentado ou amarelado, fluido,
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sem sintomas irritativos locais. O corrimento vaginal e o odor sdo as principais
queixas entre mulheres, com ou sem vida sexual ativa, em consultérios
ginecolégicos. Sdo as vaginoses bacterianas responsaveis por aproximadamente
um terco destas queixas, as quais sdo caracterizadas por um desequilibrio
polibacteriano da flora vaginal normal, devido ao crescimento exagerado de
bactérias, em especial as anaerdbias (Gardnerella vaginalis, Bacterdides sp,
Mobiluncus sp, micoplasmas) (CATAPLAN, 1996; RIBEIRO & THESING, 1998;
SILVA FILHO & LONGATO, 2000; MURTA et. al.,, 2000; ADAD et. al., 2001,
MARRAZZO, 2003).

A Gardnerella vaginalis, isoladamente ou associada ao Mobiluncus sp., € um
dos principais agentes causadores de vaginose bacteriana principalmente em
mulheres em idade sexual, seja associada a falta de habitos de higiene, grau de
esclarecimento, numero de parceiros sexuais ou a desequilibrios da microflora
vaginal, em decorréncia do aumento do pH e diminui¢cao dos lactobacilos.

A G. vaginalis é uma bactéria, transmitida principalmente pelo ato sexual
(DST), com caracteristicas morfologicas de cocos-bacilos, curtos, gram-negativos ou
gram-variaveis, pleomoérficos, ndo capsulados, iméveis e anaerdbicos facultativos.
Cresce melhor em atmosfera de CO, e a temperatura entre 35 a 37 °C; tém a
capacidade de causar quadros de vaginose, caracterizadas por infeccéo
polimicrobiana de bactérias sinérgicas a G. vaginalis. Esta associado também a
reducdo de bacilos de Doéderlein e alteracdo do pH vaginal (acima de 4,5), com
diagnéstico clinico diferencial caracterizado por corrimento abundante de cor branco
acinzentada de odor fétido (peixe podre) oriundos da producdo de aminopeptidases,
que formam aminas (principalmente, putrecina, cadaverina e trimetilamina), que
rapidamente se volatizam em pH elevado e produzem o mau cheiro; além de serem
citotoxicas, ocasionando a esfoliagdo das células epiteliais e o corrimento vaginal
(SOBRINHO CASTRO, 1993; GOMPEL & KOSS, 1997; LIRA NETO, 2000; MURTA
et. al., 2000; LONGATO & SILVA FILHO, 2000; ADAD et. al.,, 2001). Sendo
importante, entretanto, enfatizar que a presenca de G. vaginalis nao significa que a
mulher tenha vaginose bacteriana, uma vez que essa bactéria pode ser encontrada
em 25 até 30% de mulheres saudaveis e assintomaticas (GARCIA, 2003;
MARRAZZO, 2003).

Morfologicamente a G. vaginalis, em mulheres em plena atividade sexual e

com vaginose bacteriana induzir leucorréia, em decorréncia de um desequilibrio da
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flora vaginal. No exame de Papanicolaou se caracteriza por alteragbes celulares
inflamatdrias como metacromasia (anfofilia) e/ou pseudo-eosinofilia, apagamento de
bordas citoplasmaticas, e um elemento de grande valor diagndstico que é a
chamada “célula-guia”, efeito citoldgico caracterizado pela presengca de células
escamosas recobertas por densas colonias do microorganismo, que se coram em
escuro pela coloracdo de Papanicolau. Outros importantes achados citoldgicos
associados a esta infeccdo que sdo a diminuicdo da quantidade de bacilos de
Doderlein e de leucécitos no esfregaco (GOMPEL & KOSS, 1997).

e Mobiluncus sp

As bactérias do género Mobiluncus, sdo considerados agentes etioldgicos
importantes associados a vaginose bacteriana com uma frequéncia de 50 a 70% dos
casos. Anaerdbicas restritas, de aspecto curvo ao exame citolégico em objetiva de
imersao, com presenca de células-guia; cultivo lento (cerca de 10 dias de cultivo)
com preferéncia por pH alcalino e de comportamento Gram variavel, usualmente
Gram negativa; que ndo produzem aminas putrecina e cadaverina, mas sim,
trimetilamina. Compreendem espécies bem definidas e morfologicamente diferentes
como Mobiluncus mulieris e o Mobiluncus curtisii, comuns em infeccbes do trato
genital feminino que se caracterizam morfologicamente por bacilos espiralizados e
méveis ao exame a fresco ou como bacilos curvo (CATAPLAN, 1996; HERNANDEZ,
1997; RIBEIRO & THESING, 1998; LIRA NETO, 2000; LONGATO & SILVA FILHO,
2000; MARRAZZO, 2003). Entretanto, ainda que Mobiluncus nédo seja o Unico
agente etiolégico da vaginose bacteriana, varios estudos tém demonstrado uma
importante associacao deste agente com a G. vaginalis, em 65 a 85% dos casos de
vaginose bacteriana, conforme a metodologia utilizada para o seu diagndstico
(CATAPLAN, 1996; LONGATO & SILVA FILHO, 2000; ELEUTERIO JUNIOR, 2003).

e Clamidia tracomatis

A Chlamydia trachomatis € uma bactéria intracelular obrigatéria que infecta
as ceélulas epiteliais humanas do trato genital e do tecido ocular. A infec¢do por essa
bactéria € uma das DSTs mais comuns no mundo com uma estimativa de 89

milhdes de novos casos por ano (GOLIJOW et al, 2005). Células infectadas pela
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Chlamydia trachomatis passam a secretar grande quantidade de citocinas, que
resulta num processo inflamatério bem acentuado, induzindo a leséo tecidual por
meio de producédo indireta de espécies reativas de oxigénio, desencadeando uma
cascata inflamatéria, que diminui a imunidade celular (KULKARNI el al.,2001).
Estudos tem associado as DSTs com a carcinogénese cervical, focando
principalmene a C. trachomatis. Um estudo multicéntrico envolvendo varios paises
foi feito por SMITH, et al., (2004), esse estudo demonstrou que o risco do carcinoma

cervical escamoso foi elevado nas mulheres portadoras dessa bactéria.
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4 — OBJETIVOS
4.1 — Geral

Verificar se existe relagdo entre a freqiéncia de micronucleos da mucosa
cervical de pacientes portadores do HPV, vaginose bacteriana,etilistas, tabagistas,
as mulheres com multiplicidades de parceiros sexuais, as mulheres que tiveram
varios partos (multiparidade), com o grupo controle (pacientes sem nenhuma

infecgao).
4.2 — Especificos

Analisar nas células epiteliais da mucosa cervical a presenca de
micronucleos, em pacientes portadoras de HPV atendidas no Ambulatorio do Posto
de Saude Areal da Floresta, Posto de Saude Mauricio Bustanni, Ambulatorio de
atendimento da Faculdade de Medicina Aparicio Carvalho FIMCA, na Master-
plastica, e na POC (Policlinica Oswaldo Cruz) - Porto Velho/ RO.

Verificar possiveis variacdes nos padrdées citolégicos no que se refere aos
tamanhos e ndmeros desses micronicleos e se essas variagbes implicam numa
maior gravidade dos sintomas.

Analisar de forma estratificada os diferentes fatores indutores de cancer, e a

frequéncia de Micronucleos.
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5 - METODOLOGIA

Antes da selecdo dos individuos este projeto foi submetido a Comissdo de
Etica em Pesquisa Universidade Federal de Ronddnia/UNIR, recebendo o parecer
favoravel para a realizacdo do mesmo; parecer CAAE: 0010.0.047.000-08 FR:
225616 (anexo 1). Fizeram parte do grupo de exclusdo mulheres indigenas e
portadoras do virus HIV.

Trata-se de uma pesquisa quantitativa e qualitativa. Os dados clinico-
epidemiologicos foram obtidos pela analise dos questionérios livre e esclarecido,
respondidos pelas pacientes e através dos resultados dos exames citologicos e pela

técnica de micronucleos aplicada nesse trabalho.

5.1 - Selecédo da amostra

Foram incluidas no estudo 112 mulheres entre 16 e 69 anos de idade, com
Utero presentes e atendidas nos ambulatérios de ginecologia dos Postos de Saude
da cidade de Porto Velho (Areal da Floresta, Mauricio Bustanni, Policlinica Osvaldo
Cruz, na Clinica Master-Plastica e nos ambulatérios do curso de medicina das
Faculdades Integradas Aparicio de Carvalho- FIMCA). Das 112 mulheres 18 fizeram
parte do grupo controle mulheres com idades variando entre 16 anos a 46 anos. Foi
aplicado um questionario padronizado de acordo com o protocolo publicado pela
Comisséo Internacional de Protecdo Contra Carcinogénicos e Mutagénicos
Ambientais (ICPEMC) (CARRANO & NATARAJAN,1988) (anexo2), para obtencao
de informacgbes sociodemogréficas. Excluiram-se do estudo mulheres com histéria
(suspeita ou confirmada) de imunossupressdo com diagndéstico atual, as portadoras
de deficiéncias mentais ou fisicas que as impediam de compreender o estudo ou
responder ao questionario; e as gestantes. As participantes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido. Em seguida, as participantes foram submetidas
ao exame ginecoldgico pelos profissionais de saude que fizeram a coleta de células

cervicais para a citologia oncoldgica e para os testes de Micronucleo.
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5.2 - Coleta das células

As coletas foram realizadas no periodo de Novembro de 2008 a janeiro de
2010 nos Postos de Saude e outras clinicas ja citadas.

As células foram coletadas de forma nao invasiva com o auxilio de escovas
endocervicais do tipo cytobrush, por profissionais da salde como médicos e

enfermeiros.

5.3 — Material

As escovas endocervicais do tipo cytobrush contendo o material coletado foram
colocadas em tubos Falcon contendo 5 mL de solucao de cloreto de sodio 0,9% ou
soro fisiolégico e encaminhados para o laboratério de citogenética da (FIMCA), e
para Centro Interdepartamental de Biologia Experimental (CIBEB), UNIR onde foi

feita a técnica de micronucleo.

5.4 - Técnica de micronucleo (STICH et al.,1982)

Para o preparo das células para a analise de micronucleos foi seguida a técnica de

Stich et al., (1982), com modificacbes. Foram feitos os passos a seguir:

Transferéncia do material para tubos de ensaio;
Centrifugacao por 9 minutos a 800 rpm;

Descarte do sobrenadante;

w0 NP

Acréscimo de 3 mL de fixador metanol:acido acético (3:1) e ressuspensao com

pipeta Pasteur e centrifugacgéo e descarte do sobrenadante.

o

Repetir mais uma vez esse processo

6. Preparacdo das laminas: em lamina gelada e molhada pingar 10 gotas do
material e deixar secatr,

7. Coloracdo com Giemsa 4%, diluido em tampéo fosfato (Na,HPO, e KH,PO,
0,06M/pH 6,8), por 10 minutos;

8. As laminas foram lavadas em agua destilada, secas a temperatura ambiente (x

28°C) e em seguida acondicionadas em geladeira até a andlise da freqiéncia

de micronucleos.
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5.5 — Analise dos Micronucleos (MNs)

Andlise dos MNs foi feita em microscopia Optica, utilizando a objetiva 40x
(quando necessério foi utilizada a objetiva de 100x). Foram considerado MNs
estruturas semelhante ao nucleo, presentes no citoplasma da célula com contorno
regular, ter a coloracdo de intensidade menor ou igual a do nucleo principal e seu
tamanho ser menor que o nucleo principal (PICKER et al,1986). Foram analisadas
quanto a presenca de MN 3000 células de cada mulher participante do estudo.

Esses micronucleos séo indicadores de quebras do DNA por conseqlente o
cromossomo. O numero basal € de 4 a 5 MN/1000 células, o aumento dos
micronucleos esta associado a fatores que estdo quebrando o DNA aumentando a

freqUiéncia dos micronucleo.

5.6 — Andlise Estatistica:

As analises foram feitas utilizando o pacote BioStat (2.0). A diferenca entre os
dados foi calculada pela anélise de variancia e para a comparacao entre as variaveis
foi utilizado o teste Kruskal-Wallis (por se tratar de amostras ndo paramétricas). O

valor de significancia estatistica foi estabelecido em 5%, ou p<0,05.
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6 — RESULTADOS

Das 112 pacientes estudadas, apenas 18 mulheres ndo possuiam
nenhum fator de risco envolvido no estudo, (fumo, alcoolismo, doencas
sexualmente transmissiveis, infeccado, multiparidade e anticoncepcional oral), e
serviram de controle.

Os dados epidemiolégicos das mulheres participantes da pesquisa e as
gue iniciam a vida sexual com idade precoce, demonstrado na (Tabela 02 ) e

Figura 06 para idade de inicio da vida sexual).

Tabela 02- Inicio da vida sexual das mulheres participantes do estudo, frequéncia e
percentual

Idade Inicio da Vida N Percentual (%) Percentual
Sexual Cumulativo

Estudos demonstram que inicio de idade precoce da vida sexual as
colocam em contato precocemente com algumas DSTs, o que favorecem ao
aumento da frequéncia de MN uma vez que essas mulheres entram em contato
prévio com as DSTs, tornando-as susceptiveis a desenvolver infeccdes
cervicais pela diversidade de parceiros sexuais 0 que € considerado um dos
fatores de risco para o desenvolvimento do cancer uterino (PIOT & ISLAM,
1994).



Resultados 44

40 —

Freaiiéncia

10—

I I I 1 |
10 15 20 23 30 33

Idade das Mulheres

Figura 6. Histograma idade de inicio da vida sexual das mulheres participantes do
estudo

As mulheres ndo fumantes nesse estudo foram 64 o que apresentaram
um percentual de 57,1%, as mulheres fumantes foram 18 representadas por
um percentual de 16,1%, as mulheres que ndo fumavam, mas tinham seus
cOnjuges fumantes foram 30 representadas por um percentual de 26,8% (
Tabela 03 e Figura 7).

Tabela 03. Frequéncia de mulheres fumantes, mulheres com conjuges fumantes e
mulheres ndo fumantes participantes do estudo.

Fator N Percentual (%) Percentual Cumulativo
(%)

Fumante 18 16,1 16,1

Conjuge 30 26,8 42,9

Fumante

Nao Fumante 64 57,1 100,0

Total 112 100,0
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O Fumante B Conjuge Fumante O N&do Fumante

FIGURA 7. Frequéncia (%) de mulheres fumantes, mulheres n&do fumantes e
mulheres com cénjuges fumantes participantes do estudo.

O grafico mostra que todas as mulheres estudadas e entrevistadas
baseadas no questionério livre e esclarecido, teve um percentual maior de
mulheres ndo fumantes do que mulheres fumantes e que mulheres que tem
maridos fumantes.

Ao analisar as médias, o desvio padrédo e o valor de p, verificamos que
as mulheres ndo fumantes apresentaram um resultado estatisticamente
significante em relacdo as mulheres ndo fumantes e com as fumantes. Isto se
deve ao fato das mulheres ndo fumantes apresentarem outros fatores como
NIC I, cocos, gardinerela e HPV que quebra o DNA, aumentando a frequéncia

de micronucleos.

Tabela 04. Frequéncia de Micronucleos em mulheres fumantes, mulheres com
cbnjuges fumantes e mulheres ndo fumantes em 1000 células participantes do
estudo.

Fator N Frequéncia Percentual Média (+ DP) Valor
De (%) de P
Micronucleos
Fumante 18 86 11 4.42 (+3.610)
Coénjuge 30 189 24 6.40(+5.887) 0.1645

Fumante
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Nao 64 497 65 7.76(x6.236)  0.0215*
Fumante
Total 112 100,0 100,0

O aumento da frequéncia de micronucleos foi observado nos resultados
de todos os fatores, com excecao do fator mobiluncos que apresentou uma
média inferior a média da freqiéncia controle do estudo. De acordo com as
médias analisadas verificamos que as portadoras de HPV e NICI
demonstraram uma quebra maior no DNA causando frequéncia elevada de
micronucleos.Os fatores de risco tiveram resultados com valor de significancia
estatistica estabelecida em 5%, ou p<0,05, porém algumas variaveis quando
comparadas com O grupo controle apresentaram uma significancia
estabelecida em 1% ou p<0,01. Foram analisadas quanto a presenca de
micronucleos 3000 células de cada mulher participante do estudo, mas de
acordo com o protocolo estabelecemos apenas 1000 células micronucleadas
como objeto deste estudo. As mulheres sem nenhum fator apresentaram uma
média de MN 5,55 (+ 3,382). Mulheres como o HPV apresentaram uma média
de MN 19,63 (+ 6,801) e p=0,0004 o que demonstra que essa diferenca &
significativa em relacdo ao p<0,05. Outro fator que teve diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao controle foi NIC | que teve
p=0,0027. Os outros fatores como etilismo, uso de anticoncepcional oral (AO),
Gardinerella, Bacilos, Cocos, Mobiluncos, C. albicans, quando comparados as
mulheres sem fatores de riscos ndo mostraram diferenca estatisticamente

significativa (Tabela 05, Figura 8).
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Tabela 05. Numero de pacientes, Média total de Micronucleos, Desvio Padrao

[{gl)

e valor de “p” dos Controles e Fatores de Risco para o Desenvolvimento do

Cancer Cervical em 1000 células.

N Média (x DP) Valor de P

Controle 18 5.55 (£3.382)

HPV 11 19.63 (£6.801) 0,0004*
Etilistas 24 7,75 (£6.713) 0,3241
AO 25 6.40 (+5.909) 0,9401
Gardinerela 30 8.70 (£7.598) 0,4448
Bacilos 55 6.56 (£5.993) 0,9352
Cocos 23 6,57 (+6.900) 0,9188
C,albicans 08 6.37 (£3.777) 0,6832
Mobiluncos 21 5.76 (£5.761) 0,7716
Multiparidade 36 6.88 (+6.065) 0,9669
Fumante 18 4.42 (+3.610) 0,4163
NIC 06 17.50 (+6.833) 0,0027*

* Estatisticamente significativo para p=0,05 (teste de Kruskal-Wallis)
DP: Desvio Padrdo; NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical; AO: Anticoncepcional Oral; HPV:

Papiloma Virus Humano.

O Controle
B Gardinerela
W Mobiluncos
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Figura 8. Comparacao entre as medias dos fatores que predispde o Cancer de Colo
de Utero participantes do estudo.

Quando o parametro analisado foi o numero de células com
micronudcleos ou células micronucleadas (CMN), o grupo considerado controle
constituido por 18 mulheres apresentou uma média de 4,83 (+ 2,526) e quando
comparadas as mulheres com HPV tem uma média de 15,27 (+5,349) a
diferenca foi de p=0,0005, inferior ao p=0,05 mostrando que o HPV esta
induzindo o aumento de micronucleos. Em relacdo a Neoplasia Intraepitelial
Cervical do tipo | (NIC I), foram encontradas 6 mulheres com média 14,00
(£5,291), quando comparadas as controles a diferenca foi estatisticamente
significativa, com p=0,0033 menor que p=0,05. Os outros fatores como etilismo,
anticoncepcional oral, Gardinerela, Bacilos, Cocos, mobiluncos, C. albicans, as
mulheres que teve varias gestacdes nao apresentaram diferenca significante

estatisticamente (Tabela 06).

Tabela 6. NUimero de pacientes, Média total de células com micronucleos, Desvio
Padrdo e valor de “p” dos Controles e Fatores de Risco para o Desenvolvimento do
Cancer Cervical

N Média (x DP) Valor de P

Controle 18 4.83 (£2.526)

HPV 11 15.27 (+5.349) 0,0005*
Etilistas 24 6.45 (£5.064) 0,5199
AO 25 5.56 (+4.700) 0,9133
Gardinerela 30 7.13 (£5.835) 0,5820
Bacilos 55 5.45 (+4.413) 0,8832
Cocos 23 6,56 (+5.358) 0,7363
C,albicans 08 5.87 (+3.440) 0,6985
Mobiluncos 21 4.76 (£3.923) 0,4597
Multiparidade 36 6.19 (x4.615) 0,6348
Fumante 18 4.16 (+3.222) 0,2804
NIC 06 14.00 (£5.291) 0,0033*

Estatisticamente significante para p=0,05 (Teste de Kruskal-Wallis)
DP: Desvio Padrdo; NIC: Neoplasia Intraepitelial Cervical; AO: Anticoncepcional Oral;
HPV: Papiloma Virus Humano.
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A frequiéncia micronacleos (MN) e de células com microndcleos (CMN)
foi calculada em 1000 células analisadas e foram determinadas por grupos de
risco e o grupo controle (sem fatores de risco). A maioria das células
micronucleadas apresentou um MN, entretanto algumas apresentaram de dois

a trés ou mais micronucleos (Figura 9).

Figura 9. Célula esfoliada cervical em divisdo contendo 1Microndcleos e 3

Micronucleos.

Quando analisamos os microndcleos e comparamos com 0 numero de
células micronucleadas ou células com micronucleos, observamos que o HPV
e o NIC | representam os fatores que mais quebraram o DNA, aumentando o

namero de células micronucleadas e a frequéncia de micronucleos (Figura 10).
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Figura 10. Namero Total de Células Micronucleadas em Relacdo as Mulheres Sem
Fatores de Risco com as Mulheres que Apresentam Fatores de Risco para o Cancer
Cervical.

O aumento da frequéncia de micronucleos foi observado nos resultados
de alguns fatores, porém a infec¢cdo causada por HPV quando comparada ao
grupo controle e com os demais fatores se mostrou bem elevada
demonstrando que o HPV continua sendo um fator que danifica a célula
provocando a quebra do DNA e consequentemente a formagdo dos

micronucleos (Figura 11).
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FIGURA 11. Frequéncia de micronucleos dos grupos de mulheres sob fatores de risco
para o cancer cervical em relagéo ao grupo controle.

Quando comparamos a freqiéncia de micronucleos do NIC |, do HPV
com o controle, o HPV se mostra com uma maior freqiéncia em relacdo ao
controle e em relacdo ao NICI. O NIC | apesar de ser o tipo mais leve de
neoplasia intraepitelial cervical, apresentou variagdo da frequéncia de
microndcleos em relacdo ao controle o que demonstra que independente do
tipo da neoplasia (NIC), o DNA foi quebrado, ocorrendo a formacéo de

micronucleos (Figura 12).
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FIGURA 12. Frequéncia de micronucleos dos grupos de mulheres sob fatores de risco
para o cancer cervical em relacdo ao grupo controle em 1000 células.
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7 — DISCUSSAO

De todos os canceres existentes, o cancer cervical € o que possui um
dos maiores potenciais de prevencdo e cura, quando diagnosticado
precocemente. O Brasil foi um dos primeiros paises a introduzir o exame
preventivo Papanicolau na deteccéo precoce do cancer uterino, mas a doenca
continua a ser um grave problema de saulde publica, visto que as mulheres que
se submetem ao exame ndo passam de 30%, isto quando elas se submetem
pelo menos trés vezes na, resultando em um diagnostico ja em avancada fase,
em 70% dos casos (LEAL et al., 2003).

No presente trabalho, observamos que 84% das mulheres apresentaram
algum fator de risco ao cancer cervical como HPV, Multiparas, inicio da vida
sexual precoce, uso de anticoncepcional oral (AO), infeccdo, etilismo,
tabagismo, NIC |, varios parceiros sexuais, apresentando estas 62% quando
analisada a frequiéncia de micronucleos. Elas estédo entre a faixa etaria inferior
a esperada para esta doencga, principalmente as jovens <35 anos de idade que
demonstram maior predisposicdo aos riscos ao cancer uterino. De acordo com
Mangan et al., (1997), as mulheres adultas jovens sdo mais vulneraveis aos
fatores de risco, por apresentarem a zona de transformacao do colo na regiao
da ectocérvica, estando expostas aos agentes potencialmente associados a
neoplasia, esses fatores sdo multiplos parceiros, o ndo uso de preservativo na
prevencao de doencas sexualmente transmissiveis.

Outro aspecto observado foi o fator gestacao, mulheres multiparas (com
mais de duas gestacdes), apresentaram uma frequéncia elevada de MN
guando comparadas com as mulheres nuliparas (sem nenhuma gestacéao).
Halbe (2000), menciona que a multiparidade antes dos 20 anos sé&o fatores de
risco importantes para o céncer cervical. Entretanto, ndo foi observada
diferenca quando comparada com o grupo controle. A literatura sugere relagcéo
entre a idade das mulheres nuliparas com o tempo de uso de anticoncepcional
oral, acima de cinco (5) anos, como potencializador da oncogenicidade do HPV
(GUYTON, 2002; SHAPIRO et al, 2003; PARK et al, 2003).

A idade da primeira relacdo sexual (sexarca) e multiplos parceiros esta

relacionada ao risco de neoplasia cervical. O coito precoce pode aumentar a
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sensibilidade aos efeitos de um agente sexualmente transmissivel. Esta
afirmacdo € sustentada por outras evidéncias, as quais mostram que o
intervalo entre a menarca e 0 primeiro coito parece ser mais relevante que a
idade da sexarca, ligando assim, o risco de neoplasia a idade sexual mais do
que a idade cronoldgica (LEAL et al., 2003). Quando comparamos a freqiéncia
de MNs com a sexarca nao observamos diferenca significante em relacdo ao
controle, porém o0 numero de parceiros sexuais apesar de nao ser
estaticamente significante, houve um aumento na freqiéncia de MNs em
relacdo ao grupo controle.

Plinio et al., (2002) e Shapiro et al., (2003), demonstraram que 0 uso de
contracepitivos orais parece aumentar a atividade transformadora dos
oncogenes do HPV e interferem na resolucdo eficiente de lesdes causadas
pelo virus na ceérvix de mulheres jovens. Mesmo muitos estudos recentes
mostrarem que 0 uso prolongado dos anticoncepcionais serem fatores
marcantes no desenvolvimento do céncer cervical, para Dziubinska-Parol et al
(2003) e Shields et al (2004), esses horménios esterdides ndo mostraram
nenhuma diferenca na expressdo do HPV. Porém Moodley et al (2003),
mostram evidéncias que 6 anos ou mais do uso de hormonios esteroides induz
a progressdo maior do céncer in situ , pelo aumento da expressdo das
proteinas oncogénica E6 e E7 do HPV-16, que se ligam e degradam o produto
do gene p53, induzindo a falha apoptética e a carcinogenese. Neste estudo foi
observado o aumento da freqiiéncia de micronucleos das mulheres que fazem
uso do anticoncepcional oral em relacdo as mulheres do grupo controle, porém
essa diferenca nao foi estatisticamente significante.

Cerqueira et al (1998) determinaram através do teste de micronucleos
em células esfoliada do colo uterino, que o numero de microndcleos era
significantemente maior em mulheres fumantes e quando comparada as nao
fumantes. Entretanto, neste trabalho foi encontrada diferencas estatisticamente
significante entre as mulheres nao fumantes com as mulheres fumantes
(p=0.0215), uma vez que as mulheres que ndo eram fumantes apresentaram
outros fatores com HPV, Gardinerela e NIC | que colaboraram para a quebra
do DNA aumentando assim o nimero de micronucleos. Quando comparamos
as mulheres fumantes com as que tém conjuges fumantes ndo encontramos

resultados estatisticamente significantes (p=0.1645).
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Matsumoto et al (2003), em estudos epidemiolégicos em mulheres
japonesas, mostraram que fumantes com infec¢cdo por Clamidia sdo cofatores
para progressao do NIC.

Com relacdo ao uso de bebidas alcoodlicas ndo foram encontrados a
associacdo direta com os componentes da bebida em relagdo com o cancer
cervical. Porém, Weiderpass et al (2001), verificou que mulheres que fazem
uso de bebidas alcodlicas possuem alto risco de desenvolverem cancer
cervical in situ, invasivo e vaginal. Conseglentemente, esse estudo
epidemioldgico verificou que o alcoolismo esta diretamente ligado ao estilo de
vida da mulher, como promiscuidade, tabagismo, uso de contraceptivos
hormonais e dieta deficiente. Neste estudo ndo foi observado aumento
significativo (<0,05) na frequéncia de MN em mulheres que fazem uso de
bebidas alcoodlicas em relagdo ao grupo controle.

O conjunto dos fendbmenos de reacdo a qualquer agressao tissular e
chamado de inflamacdo (GOMPEL; KOSS, 1997). A citologia permite a
avaliacdo da intensidade da reacdo inflamatéria do trato genital alem de
acompanhar a sua evolucdo e em certos casos determina a natureza do agente
causador da reacdo. A destruicdo celular é preenchida por uma proliferacédo
fibroblastica, neo-capilares, presenca de leucécitos polinucleares, linfécitos,
macrofagos, formando entdo um granuloma de reparacao (BIBBO et al, 1971).
A intensidade dos processos inflamatérios € caracterizada pela metaplasia
atipica, onde ocorrem anomalias severas a moderadas, com nucleos
granulosos, hipercromaticos, nucléolos volumosos, intensidade das atipias
nucleo-citoplasma, envolvendo lesédo maligna (GOMPEL; KOSS, 1997).

Neste trabalho os microorganismos estudados apesar de causarem
aumento na frequéncia de MN, estes ndo foram significativos, mas isso nao
exclui a influéncia dos mesmos na inducdo de MN mostrando entdo coeréncia
com a literatura.

O cancer de colo uterino, em geral, tem evolucéo lenta e € precedido
por neoplasias intraepiteliais cervicais (NIC), que causam desorganizagdo do
epitélio malpighiano, por figuras de mitose anormais e por atipias nucleares
(GOMPEL & KOSS, 1997). Dentre os NICs, nesse trabalho foi encontrado
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apenas o tipo de NIC | considerado o tipo mais baixo de lesdo, verificamos um
aumento estatisticamente significante na frequéncia de MN em relacdo ao
controle (p= 0.0035), Este fato evidencia que se o NIC | aumenta a frequéncia
de MN, o que nos leva a crer que o NIC Il e NIC Ill certamente apresentaria
uma frequéncia ainda maior de MN e a progressédo para o quadro clinico de
cancer uterino. Corroborando com a importancia do teste de micronucleos
como um biomarcador. A associacdo entre a severidade da lesdo e a
frequéncia de MN em células epiteliais foi demonstrada por Guzman et al
(2003), que contribui para validacéo do teste como possivel biomarcador para o
risco de cancer.

O mecanismo da oncogénese induzida pelo HPV, ja esta bem
compreendido na literatura. Apés a infeccdo do HPV, as oncoproteinas do virus
se integram com proteinas supressoras do tumor, P35 e PRb, que alteram a
funcdo dessas proteinas, tendo como resultado a atividade transcricional
descontrolada e a replicacdo do DNA e da divisao celular alterada o que resulta
na formagéo de tumor (OLIVEIRA et al, 2002; PINTO et al, 2002; DELUCA et
al, 2004).0s resultados obtidos neste trabalho mostraram aumento significativo
na frequéncia de MN nas mulheres com HPV em relagdo ao grupo controle
(p=0,0002<0,05). A infeccdo pelo HPV foi comparada com os diversos fatores
de risco para o cancer cervical e os resultados sdo concordantes com a
literatura (LEAL-GARZA et al, 2002).

Este estudo utilizou o teste de MN, demonstrando que este teste pode
ser considerado um excelente biomarcador de malignidade, uma vez que o0s
resultados foram significativos em diversos fatores de risco para o cancer
cervical (p<0,05), em concordancia com Campos et al (2008) que encontrou
em seus resultados a prevaléncia de micronucleos em células esfoliada de colo
uterino maior nas pacientes com um ou mais fatores de risco para cancer
cervical do que em pacientes sem fatores de risco LEAL-GARZA et al, (2002)
demonstraram que o MN é um biomarcador util para avaliar os processos
malignos cervicais uterinos.

As células micronucleadas mostram a intensidade do dano do seu
material genético. Células que contem varios microndcleos possuem um maior
dano genético, que as células que apresentam apenas um micronucleo.

Guzman et al (2003) observaram que ndo houve diferenca significativa no
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aumento de células micronucleadas entre lesGes cervicais de baixo grau,
porém ocorreu um aumento significativo de células micronucleadas em relacéo
a pacientes normais, o que sugere a validacdo do MN como possivel

biomarcador para o risco de cancer.
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8 — CONCLUSAO

Apoés a andlise dos resultados pode-se concluir que as infec¢des, uso de
anticoncepcional oral, etilismo e 0 aumento no nimero de gestacdes tiveram
acdo na quebra da molécula do DNA evidenciado pelo aumento na frequéncia
de micronucleos em relagdo aos controles. Entretanto esse resultado néo foi
estatisticamente significativo. Porém o HPV e o NIC apresentaram resultados
estatisticamente significativos quando comparados ao grupo controle,
demonstrando uma acao crucial desses fatores na transformacao das células
neoplasicas que caracterizam o cancer uterino.

Os fatores etilismo, tabagismo Anticoncepcional oral, aumentaram a
frequéncia de microndcleos, porem esse aumento também nao foi
estatisticamente significativo quando comparados aos controles.

A infeccdo por HPV sozinha causa um dano na célula quebrando o DNA
originando micronucleos em relacdo as mulheres que ndo possuem a infeccéo
pelo virus.

O NIC |, apesar de ser o NIC mais baixo de lesédo apresentou um
resultado estatisticamente significativo quando comparados com 0 grupo
controle.

A infeccdo por HPV associados a outras infecces como Gardinerella,
Cocos, Bacilos e Mobiluncos, potencializa a formagéo de microndcleos.

O teste de micronucleos, por apresentar um facil protocolo e de baixo
custo, deveria ser introduzido no sistema Unico de saude (SUS), junto com o
exame preventivo Papanicolau, para contribuir na deteccdo dos danos
citogenéticos precoce sofrido pelas células. Isto contribuiria para a reducao da
mortalidade de mulheres acometidas por uma doenca freqiente que pode ser

evitada.
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