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RESUMO

Objetivo: Avaliar a variacao na deteccao do Papiloma virus humano (HPV) de alto
risco oncogénico através da Captura de Hibridos Il (CHII) e seu valor como fator
preditivo de persisténcia ou recidiva de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) grau
2 ou 3 no seguimento de mulheres portadoras de lesdes de alto grau, tratadas
com conizagdo por alca diatérmica. Sujeitos e métodos: Estudo clinico de coorte
em que foram avaliadas 94 mulheres submetidas a conizac&o por al¢ca diatérmica
entre margo de 2001 e setembro de 2002 no ambulatério de Patologia Cervical do
CAISM-UNICAMP. Foram incluidas apenas mulheres com, no minimo, um retorno
em 6 ou 12 meses apOs a cirurgia, em cujos espécimes cirargicos tenha sido
encontrado NIC 2 ou NIC 3. Foram agendados retornos em 6 e 12 meses e em
todas as consultas eram coletadas CHIl e colpocitologia oncologica (CO). Nos
retornos, quando necessario, eram realizadas biopsias colpodirigidas e as pacientes
com recidiva da NIC submetidas a tratamento. Para fins estatisticos foram
avaliadas associacfes através do Odds ratio, testes de McNemar, Qui-quadrado,
exato de Fisher, analise multivariada através da regressao logistica e Generalized
Estimating Equations. Resultados: No momento da conizacdo diatérmica, a CHII

foi positiva em 92% das mulheres. O teste de McNemar mostrou associagao
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significativa entre a deteccdo do HPV inicial com as deteccdes em 6 e 12 meses,
sendo que nestes momentos apenas 25% das mulheres mantinham HPV detectavel.
As detecc¢bes do virus ao longo do seguimento nao estiveram associadas entre si.
A carga viral inicial ndo se relacionou significativamente com a deteccdo do virus
ao longo do seguimento. A analise multivariada mostrou associagédo do tabagismo
(OR 2,41; IC 95% 1,01 a 5,75) e da positividade das margens do cone (OR 2,81;
IC 1,24 a 6,36) com a deteccdo do HPV no seguimento. Quanto a ocorréncia de
persisténcia ou recidiva da NIC, ter idade maior que 40 anos esteve associado
com maior frequéncia de doenca histologica aos 6 meses (OR 12,36; IC 95% 1,03
a 147,40) e a positividade para o HPV se associou com maior frequéncia de
persisténcia ou recidiva em 6 (OR 80,60; IC95% 5,25 a 1235,83) e 12 meses (OR
29,12; IC95% 1,91 a 443,61). A concordancia entre CO e CHII foi moderada aos 6
meses (kappa=0,40; 1C95% 0,18 a 0,64) e pobre aos 12 meses (kappa=0,28; IC
95% 0,02 a 0,54). Os desempenhos da CO e da CHIl em detectar persisténcia ou
recidiva da NIC foram semelhantes, com discreta superioridade da CO em
algumas circunstancias. Conclusao: A deteccdo do HPV declinou substancialmente
apos a conizacao diatérmica, assim permanecendo durante o seguimento, para a
maioria das mulheres. A presenca de HPV detectavel ao longo do seguimento
esteve significativamente associada com persisténcia ou recidiva da NIC, agindo

como fator preditivo para doenca histologica apds o tratamento da NIC 2 ou 3.
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SUMMARY

Objective: To evaluate the variation in high oncogenic risk human Papillomavirus
(HPV) detection by Hybrid Capture 1l (HCIl) and its predictive value in the
persistence or recurrence of high-grade cervical intaepithelial neoplasia (CIN) 2 or
3 during the follow-up of women submitted to diathermic conization. Subjects and
methods: This was a clinical cohort study. A total of 94 women submitted to
diathermic conization, between March 2001 and September 2002 in the Cervical
Pathology Unit of Campinas State University (CAISM-UNICAMP) were included.
Only women with at least one follow-up visit at 6 or 12 months and with confirmed
CIN 2 or 3 in the cone specimens were considered. The follow-up visits were
scheduled for 6 and 12 months and in each visit, all women undertook CHII and
Pap smear specimens. Colposcopically guided biopsies were taken when necessary
and patients with CIN recurrences were treated properly. Statistical analysis
included the Odds ratios, McNemar’s, Qui-squares, Fisher exact tests and multivariate
analysis with logistic regression and Generalized Estimating Equations. Results: At
the moment when diathermic conization was performed, almost 92% of women
were HPV positive. McNemar’s tests showed significant association between initial
HPV detection and HPV positivity at 6 and 12 months, when only 25% of women

maintained detectable HPV infection. HPV detection at 6 and 12 months showed
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not to be related to each other. Initial viral load and HPV detection at 6 and 12
months were not significantly associated. Multivariate analysis showed that
smoking (OR 2,41; CI 95% 1,01 a 5,75) and cone margins positivity (OR 2,81; CI
1,24 a 6,36) were associated to HPV detection during follow-up. Regarding CIN
persistence or recurrence, age over 40 years was associated with histological
disease at 6 months (OR 12,36; CI95% 1,03 a 147,40), but HPV positivity
correlated to CIN persistence or recurrence at 6 (OR 80,60; CI95% 5,25 a
1235,83) and 12 months (OR 29,12; CI95% 1,91 a 443,61). The agreement
between Pap and CHII results was moderate at 6 months (kappa= 0,40; CI95%
0,18 a 0,64) and poor at 12 months (kappa=0,28; ClI 95% 0,02 a 0,54).
Performance of Pap and CHIl in detecting high-grade CIN persistence or
recurrence was quite similar at 6 and 12 months, but Pap performed slightly better
at some circumstances. Conclusions: HPV detection reduced substantially after
CIN diathermic conization and persisted low at 6 and 12 months measurements for
the majority of women. Detectable HPV during follow-up was significantly
associated with CIN persistence or recurrence and was a predictive factor for

histological disease after CIN 2 or 3 treatment.
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1. INTRODUCAO

O carcinoma do colo uterino, sobretudo em paises onde programas
dedicados a sua prevencdo ndo encontram efetividade, permanece como fonte de
preocupacao, sofrimento e dispéndios com tratamento. Se no Brasil vem havendo
substancial reducdo da incidéncia e prevaléncia do carcinoma do colo, dados os
esforcos para sua prevencao, esta doenca ainda permanece como a segunda
neoplasia mais frequiente na mulher. A estimativa oficial € que o carcinoma de colo

ocasione 3953 Gbitos em 2003 ou 3,4% das mortes por cancer (BRASIL, 2003).

Os programas de prevencdo do carcinoma do colo sdo embasados na
deteccdo das neoplasias intra-epiteliais cervicais (NIC), precursores histolégicos
da lesdo invasora. A evolucdo das NIC para cancer € relativamente lenta, o que
favorece sua deteccdo em tempo habil para o tratamento que, por sua vez, € mais
simples e menos agressivo que o da forma invasora. Técnicas excisionais, em
particular a conizacdo do colo uterino, a frio ou com al¢a diatérmica, sdo as mais
empregadas como tratamento das NIC. Estas técnicas permitem descartar
neoplasias invasoras, avaliar margens de resseccdo e preservar a fertilidade.

Entre as modalidades de conizacdo, aquela com alca diatérmica tem suas
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vantagens: o custo é baixo, a realizagdo € ambulatorial e com anestesia local.
Também permite obter espécimes cirdrgicos de dimensdes adequadas para
englobar a totalidade da lesdo na maior parte das vezes, erradicando a doenca

(EDUARDO et al., 1996; DUGGAN et al., 1999).

O objetivo do seguimento clinico das mulheres submetidas a conizacédo €
detectar persisténcia ou recidiva da NIC. Mesmo naquelas mulheres cujo
espécime cirdrgico tinha suas margens livres, nada assegura a eliminacdo da
doenca. As taxas de recidiva variam de 1,9% a 30%, independentemente do
método de conizacdo aplicado (FLANNELLY et al., 1997; GARDEIL et al., 1997;
MOHAMED-NOOR et al., 1997; ACLADIOUS et al.,, 2002). A colpocitologia
oncolégica (CO), técnica empregada nos programas de triagem do carcinoma do
colo, é também a principal ferramenta para o seguimento das mulheres tratadas
por NIC. A estratégia empregada pela maioria dos servigcos para detectar a tempo
eventuais persisténcias ou recidivas apds a conizacdo corresponde a consultas
periddicas para exame ginecoldgico, incluindo colposcopia e coleta de CO. O
principal inconveniente da CO no seguimento de mulheres tratadas da NIC é o
grande numero de falsos-negativos, uma caracteristica inerente a este método
(MONTZ, 2000). Os custos humanos e econdmicos associados a falha na
deteccdo de recidivas e ao tratamento de doencas que evoluiram, apesar do
acompanhamento médico, mais que justificam a busca por outras técnicas que

permitam melhor detectar mulheres com falha do tratamento da NIC.

As NIC estdo causalmente associadas ao Papiloma virus humano (HPV),

dado que a presenca do virus é necessaria para o desenvolvimento das lesdes
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pré-invasoras (FRANCO et al., 1996; SYRJANEN & SYRJANEN, 2000; KJAER et
AL., 2002). A prevaléncia do HPV entre mulheres jovens, em idade reprodutiva,
varia de 20% a 40%, a maior entre os virus sexualmente transmissiveis. Nem
todos os tipos de HPV, dentre os mais de 70 conhecidos, guardam caracteristicas
carcinogénicas. Aqueles com maior associagdo com 0 carcinoma cervical sao
classificados como de alto risco oncogénico, e compreendem os tipos 16, 18, 31,

33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 60 (LORINCZ et al., 2002).

Técnicas de deteccdo do HPV no colo uterino e vagina vém sendo estudadas
como ferramentas de rastreamento para lesdes precursoras do carcinoma cervical
ou, como sugerem alguns autores, instrumento adjuvante a CO. Em tese, a
aplicacdo destas técnicas também poderia ser estendida ao seguimento de

mulheres com NIC tratadas através da conizacdo (ALMOG et al., 2003).

O conjunto de técnicas para deteccdo do HPV, ou melhor, de seu material
genético (DNA), em amostras cervicais, € constituido pelas hibridizagbes
moleculares de acidos nucléicos tipo Southern Blot, a hibridizagdo in situ, a
Captura de Hibridos (CH) e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR)(SYRJANEN
& SYRJANEN, 2000). A hibridizac&o in situ pode detectar seqiiéncias nucleotidicas
do genoma viral no interior da célula hospedeira ou em tecidos, mas é limitada
pela exigéncia de alta carga viral a fim de que as reacfes sejam visibilizadas,
reduzindo sua sensibilidade (LIZARD et al., 1998). Ja a PCR tem por principal
desvantagem, em contraponto a sua excepcional sensibilidade, o baixo valor
preditivo positivo, levando muitas mulheres a exames complementares e tratamentos

desnecessarios. Ainda assim, a versatilididade da PCR em detectar DNA do HPV
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(DNA-HPV) em vérios tipos de materiais bioldgicos faz dela exame  muito

empregado, especialmente em protocolos de pesquisa.

A CH foi comercialmente introduzida ha aproximadamente dez anos.
Desenvolvida para detectar os virus através da hibridizacdo molecular do DNA
desnaturado com sondas ndo radioativas de acidos ribonucléicos ou
desoxirribonucléicos, demonstrou boas sensibilidade e especificidade, rapidez no

processamento dos exames e boa relagéo custo-beneficio (LORINCZ et al., 1992).

Duas geracbes da CH ja chegaram ao mercado. Atualmente, a modalidade
comercialmente disponivel € a CH tipo Il (CHII, Digene do Brasil Ltda). Na CHII, as
reacOes de hibridizacdo séo realizadas em microplacas semelhantes as utilizadas
para reacdes imunoenzimaticas tipo Enzime Linked Immunosorbent Assay (ELISA),
com leitura rapida e confiavel, permitindo o processamento de grandes amostras de
uma so vez. Os equipamentos empregados sdo semelhantes aos utilizados na rotina
dos laboratérios de patologia clinica (FERRIS et al., 1998). As sondas para
hibridizacdo contemplam os seguintes tipos de HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 e 60, considerados de alto risco para oncogénese e 6, 11, 42, 43 e 44,

considerados de baixo potencial oncogénico.

A CHII e a PCR permitem quantificar o DNA-HPV, estimando o numero de
copias virais na amostra (JOHNSTON, 2000; JOSEFSSON et al., 2000; YLITALO
et al., 2000; SUN et al., 2001; LORINCZ et al., 2002; SUN et al., 2002). Na CHIl,
uma unidade relativa de luz (URL) corresponde a um picograma (pg) de DNA/mI,

de maneira colinearmente progressiva. O limiar de deteccdo da CHIl € de 0,2 a
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1pg de DNA/mI (LORINCZ et al., 2002).

Apés a excisao da NIC, a taxa de deteccdo do DNA-HPV é menor e, nas
mulheres com HPV ainda detectavel, a carga viral tende a ser inferior aquela
encontrada antes da conizagdo (ELFGREN et al., 1996; DISTEFANO et al., 1998;
KJELLBERG et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2003). Este fenbmeno pode ser
explicado pela constatacdo de que as células de epitélio anormal, pré-neoplasicas
ou francamente invasoras, sdo ricas em material genético do HPV, integrado ao
nacleo e promovendo a proliferagdo anarquica. Todavia, mesmo a retirada
completa das lesdes induzidas pelo HPV ndo assegura a erradicacdo do virus. Ja
na década de 1980, examinando epitélio normal circunjacente as lesdes
anogenitais previamente tratadas e decorrentes da infeccdo pelo HPV, alguns
autores detectaram o virus em 45% das amostras (FERENCZY, 1985). Mais
recentemente, outros autores encontraram que, no colo uterino, lesdes satélites
com presenca de HPV-DNA e distantes da zona de transformag¢do podem ser as
responsaveis por alguns casos de recidiva ap0s conizacdo. Nesses casos, a
deteccdo do DNA-HPV poderia denunciar a presenca de tais lesdes

(PARASKEVAIDIS et al., 2001).

A persisténcia do DNA-HPV apds a conizacdo com alca diatérmica pode ser
um importante fator de risco para a recidiva da NIC. Nao é sabido, ao certo, se os
virus persistem pois ha leséo residual ou se a persisténcia viral faz emergirem
novas NIC, mas as taxas de persisténcia acompanham as de recidiva. Usando
PCR para detectar os tipos 16 e 18 do HPV, CRUICKSHANK et al. (2002)

seguiram mulheres tratadas com sucesso para NIC por até cinco anos. Nas
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mulheres em que o HPV havia sido detectado em amostras da CO houve risco
estimado (Odds ratio) de cerca de 8,0 para recidivas em comparacdo aquelas
HPV 16/18 negativas, sugerindo acompanhamento clinico mais rigoroso para este

grupo de mulheres.

A CHII também ja foi testada para avaliar a presenca de lesdes residuais
apos conizacdao cervical, em mulheres com NIC3 (JAIN et al., 2000). Neste estudo,
0s autores sugerem ser a CHIl um bom método para auxiliar na decisdo entre
indicar complementacdo cirargica ou optar pelo tratamento conservador em

mulheres com margens de conizacdo comprometidas.

No noroeste da Inglaterra, ACLADIOUS et al. (2002) coordenaram um
estudo multicéntrico prospectivo de coorte com 958 mulheres tratadas por NIC,
seguidas entdo por dois anos apods o tratamento, com coleta de exame para DNA-
HPV aos seis meses de pos-operatorio. Destas, 77 (8%) apresentaram recidiva e,
com elas, aproveitou-se a ocasido para realizar um estudo de caso-controle
aninhado. Dentre seus achados, destaca-se o fato de que a detecgcao do DNA-
HPV no pods-operatério esteve substancialmente associada com a falha de
tratamento (OR 23,3; 95%IC 3,15-172,1). De ndo menor realce, a combinacdo do
teste de DNA-HPV com a CO, neste estudo, conseguiu predizer 72% dos casos de
recidiva, sugerindo seguimento diferenciado para as mulheres que apresentassem

DNA-HPV detectavel em algum momento apos terem sido tratadas.

ALMOG et al. (2003) aplicaram o teste de CH tipo | em mulheres com

bidpsias de alto grau que, no decorrer do seguimento, tiveram dois exames
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citologicos, em sequéncia, sugestivos de recidiva (atipias de alto grau). Estes
autores, ressalvando o pequeno numero de casos que estudaram, concluiram que a
associacao da deteccdo do DNA-HPV ao seguimento de mulheres tratadas por NIC
pode aumentar a sensibilidade e os valores preditivos das consultas de reavaliacéo,

como um todo, em detectar persisténcia, recidiva ou evolugéo de doenca.

Entretanto, a infeccdo pelo HPV, ainda que diretamente ligada a NIC, pode
remitir espontaneamente sem deixar qualquer marca histolégica (CUZIK et al., 1999;
KJAER et al., 2002). Ha evidéncias, inclusive, que a grande maioria das mulheres
apresenta infeccdes transitorias pelo virus, que € naturalmente eliminado sem que
haja o desenvolvimento de lesdes. As NIC, sobretudo as de baixo grau, também
remitem espontaneamente na maioria das mulheres, em especial nas mais jovens
(PINTO e CRUM, 2000). Essas caracteristicas da infeccdo pelo HPV e da historia
natural das NIC sdo complicadores para o clinico que segue mulheres submetidas a
conizacao pois 0s exames eventualmente positivos para HPV apo6s o procedimento
podem ndo representar, em tese, evolucdo desfavoravel, mas sim re-infeccbes

transitorias sem repercussoes clinicas.

Uma diferenciagdo importante a se fazer € entre mulheres portadoras
cronicas do HPV sem lesbes daquelas HPV positivas com lesdes clinicas — ou
subclinicas - induzidas pelo virus. O primeiro grupo é formado por mulheres em
que a persisténcia viral € atestada por técnicas de biologia molecular, mas ndo ha
mostras de lesdes clinicas induzidas pelo HPV. O segundo é formado por aquelas
em que anormalidades da CO, colposcopia ou em bidpsias acompanham a

deteccdo do virus. A distincdo destes grupos, obviamente, s6 € possivel com a
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combinacdo entre a biologia molecular e as técnicas morfoldgicas, aliando a
avaliacdo de risco pela deteccdo do HPV com o efetivo diagndstico da NIC pela

triade CO, colposcopia e histologia (COSTA et al., 2003).

Varios autores encontraram forte associagdo da carga viral do HPV com a
gravidade das lesdes escamosas da cérvice embora os resultados, em boa parte
dos trabalhos, ainda sejam discrepantes (HOWARD et al., 2001; SUN et al., 2001).
Alguns estudos que empregaram CHII revelaram ascenséo da carga viral do HPV
acompanhando o tamanho da leséo cervical ao exame colposcopico e a gravidade
histol6gica dessas alteragcbes (HOWARD et al., 2002). Outros autores, utilizando
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (LIAW et al, 1999), demonstraram
correlagdo da carga viral do HPV com a gravidade das NIC. Todavia, outros
estudos ja ndo concluiram o mesmo: FARTHING et al. (1994) e SUN et al. (1995)
encontram quantidades maiores do DNA-HPV com CHIIl, em mulheres com NIC 1

guando comparadas com aquelas com NIC 2 e NIC 3.

HOWARD et al. (2002) encontraram o melhor balanco para o desempenho
da CHIl em valores de carga viral de 15,56URL. Ja SUN et al. (2001) encontraram
correlacdo positiva entre o tamanho da lesdo colposcépica, lesdes histologicas
mais graves e a carga viral, ainda que considerando valores de corte muito
diferentes quando comparados com os do presente estudo. SWAN et al. (2002)
também confirmaram que o grau da lesdo histologica esta correlacionado com a

carga viral, ascendendo esta em paralelo ao aumento da gravidade da neoplasia.

A carga viral pode ser influenciada por diversos fatores, entre os quais a
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qualidade da amostra, local de sua coleta (endocérvice, ectocérvice ou fundo de
saco), tamanho da lesédo histologica e, principalmente, o nimero de células

epiteliais obtidas (CLAVEL et al., 2000).

Mas a persisténcia viral apos excisao das NIC, sobretudo em altas cargas
virais, pode representar a existéncia de lesdo de alto grau residual ou mesmo
recidiva, inclusive nos casos em que anormalidades na CO ndo estejam presentes
(KJAER et al., 2002). A persisténcia de altas cargas virais de HPV de alto risco
oncogénico, em especial o tipo 16 e suas variantes, sdo forte indicativo de risco
para surgimento, recidiva e até progressdo da NIC para carcinoma invasor. Em
contraste, mulheres em que a carga viral decresce a niveis indetectaveis apos
conizacdo apresentam risco muito baixo de desenvolver cancer nos préximos
anos (JOSEFSSON et al., 2000; SELLORS et al., 2000, YLITALO et al., 2000,

ZUR HAUSEN, 2000).

Alguns autores tém mostrado evidéncias da utilidade pratica da deteccao do
HPV na monitorizagéo do tratamento da NIC (NAGAI et al., 2000; NOBBENHUIS et al.,
2001; JAIN et al., 2001; PARASKEVAIDIS et al.,, 2001; ACLADIOUS et al., 2002;
COSTA et al., 2003). Mas restam muitas dividas sobre o melhor momento, a custo-

efetividade e a escolha da técnica mais apropriada para a deteccao do virus.

Em face das novas modalidades propedéuticas disponiveis para detectar e
identificar o HPV, a CHII figura apenas como mais uma opc¢éo ofertada pela biologia
molecular para a avaliar o status viroldgico do sujeito, mas, pela simplicidade de

aplicacdo, seu papel é dos mais relevantes e merece ser estudado.
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Este trabalho faz parte de uma linha de pesquisa que avalia o papel do HPV
no diagndstico, tratamento e seguimento de mulheres com NIC. Particularmente,
visa a responder as indagacfes sobre a utilidade da deteccdo do DNA-HPV de
alto risco oncogénico através da CHIl apés o tratamento excisional da NIC,
descrevendo a variacdo da positividade para o virus, assim como a flutuagcédo da
carga viral e as implicacdes destes elementos nas repercussdes clinicas
relacionadas ao sucesso do tratamento. A aplicacdo da deteccdo do DNA-HPV
seguramente soma custos ao seguimento de mulheres tratadas para NIC, dai a
relevancia em avaliar a contribuicdo da busca pelo virus durante o seguimento e

determinar os melhores momentos para aplica-la.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a variacdo na deteccdo do DNA-HPV de alto risco oncogénico através
da CHIl e seu valor como fator preditivo de persisténcia ou recidiva de NIC 2 ou 3 no
seguimento de mulheres portadoras de lesbes de alto grau, tratadas com conizagdo

por alca diatérmica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIiFICOS

1. Determinar a frequéncia de deteccdo do DNA-HPV e a variagédo da carga viral
no seguimento de 6 e 12 meses apos a conizacao por alca diatérmica segundo

a deteccao viral inicial.

2. Avaliar a associacdo do comprometimento das margens cirdrgicas do cone,
idade e tabagismo com a deteccdo do DNA-HPV de alto risco oncogénico

durante o seguimento.

3. Avaliar a relacdo da deteccdo do DNA-HPV e da variagéo da carga viral com a

ocorréncia de persisténcia ou recidiva da leséo histolégica no seguimento.
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4. Avaliar a relacdo do comprometimento das margens cirdrgicas do cone,
idade e tabagismo com a ocorréncia de persisténcia ou recidivas de leséo

histolégica durante o seguimento.

5. Comparar o desempenho da CHII e da CO na deteccao de persisténcia ou

recidiva de lesao histologica durante o seguimento.
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3. SUJEITOSE METODOS

3.1. TIPO DE ESTUDO

Este € um estudo clinico de coorte.

3.2. CALcuLO DO TAMANHO AMOSTRAL

Mulheres com NIC 2 ou 3 apresentam taxa de detecgdo de DNA-HPV de
alto risco oncogénico em torno de 90% por CHIl (CLAVEL et al., 1998). Apés a
retirada da lesdo, espera-se que 30% ainda apresentam DNA-HPV positivo
(DISTEFANO et al., 1998). Entre as mulheres com recorréncia, 95% devem ter
DNA-HPV positivo sendo que nenhuma paciente sem recorréncia devera
apresentar persisténcia do DNA-HPV. Por outro lado, o HPV é positivo em 30%
das mulheres sem recidiva (BOLLEN et al., 1997; CHUA e HJERPE, 1997).
Baseado nestes valores, para construir um intervalo de confianca de 95% (erro
tipo alfa=5%) para a estimativa da proporcdo de deteccdo de DNA-HPV positivo,

com uma tolerancia d = 8%, é exigido um tamanho amostral de 88 casos.
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3.3. SELECAO DOS SUJEITOS

Para este estudo, foram selecionadas 94 mulheres submetidas a conizacéao
por alca diatérmica, entre marco de 2001 e setembro de 2002 e que
compareceram a pelo menos um retorno com, no minimo, 6 meses de seguimento
apos a cirurgia. Todas deveriam ter, no espécime cirurgico, NIC 2 ou 3. A figura 1
mostra a distribuicdo das mulheres conforme seu comparecimento as consultas de
seguimento. Os retornos eram agendados em 6 e 12 meses. Quando a mulher
faltava ao retorno era enviada uma carta convidando-a para novo horario. Assim,
na primeira visita, agendada para cerca de 6 meses apds a conizacdo por alca
diatérmica, cerca de trés quartos das mulheres se apresentaram. Aos 12 meses,

foram atendidas cerca de 79% das mulheres conizadas.

: ;| presente
: | n=62
: presente |; presente
: n=81 |: h=75
: | ausente

conizagéo | : i n=19

n=94 | : i [ presente

: i L n=13
. | ausente ausente
: L n=13 | n=19
: i ausente
i n=0
! 6 meses ! 12 meses

Figura 1: distribuicdo das mulheres segundo o comparecimento as consultas
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3.3.1. Critériosdeinclusao

Mulheres pelo menos um retorno em 6 ou 12 meses apds a conizagao por

alca diatérmica.

3.3.2. Critérios de exclusao

Mulheres gravidas, com sinais clinicos de imunossupressao ou com teste

positivo para o virus da imudeficiéncia humana (HIV).

3.3.3. Critérios de exclusdo a posteriori

As mulheres submetidas a histerectomia no retorno de 6 meses apos a

conizacao por alca diatérmica ndo foram incluidas no retorno seguinte.

3.4. COLETA DE DADOS

As mulheres deste estudo foram acolhidas, entrevistadas, examinadas e
tratadas no Ambulatorio de Patologia Cervical do Centro de Atencéo Integral a
Saude da Universidade Estadual de Campinas (CAISM) pelos pesquisadores ou sob
sua supervisao. Foi reservado periodo exclusivo para as consultas de seguimento
e, em agenda comercial, nos dias acordados para consulta, se anotavam nome,
registro hospitalar, telefone para contato e numero de identificacdo da mulher na
pesquisa. Em funcéo da ordem de atendimento era atribuida numeracéo a ficha de

coleta de dados (Anexo 1).
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3.4.1. Procedimentosrealizados na consulta

Apo6s acolhimento pelo Ambulatério de Patologia Cervical e indicacdo de
conizacao diatérmica, as mulheres eram devidamente orientadas quanto ao seu
diagnéstico e tratamento proposto e, apds breve explanacdo sobre os propdsitos
do estudo, convidadas a dele participar. As que aceitavam, era apresentado
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2) para assinar. Todas as
mulheres foram submetidas a exame ginecologico e da regido peri-anal. Seguia-se
entdo o exame colposcopico com &cido acético diluido a 3% e, nos casos de

suspeita de leséo invasora, era realizada biopsia dirigida pela colposcopia.

Estando indicada a conizacdo, agendava-se o procedimento para a primeira
fase do ciclo menstrual. Na consulta para conizacdo, imediatamente antes de
realizar a cirurgia, coletava-se amostra para CHIIl. O retorno para diagnostico
histolégico era agendado em 45 dias e, ap0s, 0s seguimentos eram realizados em

cerca de 6 e 12 meses a contar do dia da conizacgéao.

3.5. METODOS

3.5.1. Colpocitologia oncoldgica (CO)

No Laboratorio de Citopatologia do CAISM, os esfregacos representativos
do fundo de saco vaginal, ectocérvice e endocérvice eram avaliados, sob

coloracdo de Papanicolaou. Para andlise desses esfregacos, foram aplicados os
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critérios de Bethesda (KURMAN & SOLOMON, 1994).
AlteragOes celulares benignas:

- infeccao

- alteracdes reacionais

ASCUS (atypical squamous cells of unknown significance): alteragdes celulares
mais acentuadas que aquelas atribuiveis a anormalidades reacionais mas
quantitativamente insuficientes para determinar diagnostico de lesao intra-epitelial

escamosa (SIL)

LSIL (low-grade squamous intaepithelial lesion): anormalidades nucleares, como
aumento de tamanho e da relacdo nucleo-citoplasmatico, variacdo moderada da

morfologia. Hipercromasia uniforme; nucléolos raramente presentes.

HSIL (high-grade squamous intraepithelial lesions): aumento nuclear semelhante a
LSIL, mas area citoplasmatica menor. Tamanho celular global menor que o LSIL.
Hipercromasia evidente, cromatina granular, nucléolos ausentes, bordos nucleares

irregulares.

3.5.2. Colposcopia

O exame colposcopico foi realizado apds aplicacdo de acido acético a 3%, com
colposcopio com luz branca e filtro verde, com aumento de seis a 40 vezes. Os
achados foram classificados com base na Nomenclatura Internacional dos Achados

Colposcépicos (STAFL e WILBANKS, 1991), como segue:
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1. Achados colposcépicos normais: epitélio escamoso normal (liso, réseo e
sem tracos caracteristicos, originalmente sobre a cérvice e a vagina), epitélio
colunar e zona de transformacédo (area estabelecida entre o epitélio escamoso

original e o epitélio colunar) sem areas suspeitas.

2. Achados colposcopicos anormais: alteracbes dentro da zona de
transformacao, descritas como epitélio acetobranco (plano ou micropapilar),
pontilhado, mosaico, leucoplasia ou vasos atipicos. Estas alteracfes também séo

descritas fora da zona de transformagao.
3. Suspeita colposcoépica de cancer invasor franco.

4. Insuficientes: quando a jungcédo escamo-colunar néo foi visibilizada.

3.5.3. CapturadeHibridostipo Il (CHII)

A deteccdo do DNA-HPV foi obtida através do exame de CHII (Digene
Diagnostic Inc.®). O material para analise consistia de raspado endocervical,
coletado com escova fornecida pelo laboratorio. Apos a coleta, a escova contendo
o material biolégico era acondicionada em tubo com meio liquido especialmente
desenvolvido para conservacdo das células com seu respectivo DNA. O
processamento deste material se dava no Laboratério de Procedimentos

Especializados do CAISM, conforme protocolos técnicos do fabricante.

A carga viral foi mensurada em URL, por quimiolumindmetro, com

intensidade de luz proporcional a carga de DNA-HPV. Com o propésito de
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classificar os exames em positivos ou negativos, estabelecia-se, a cada
processamento, um valor de corte para a intensidade de luz. Quando esta
intensidade superava o valor de corte, considerava-se 0 exame como positivo; do
contrario, era classificado como negativo. A propor¢cdo de URL/corte para
considerar o exame como positivo era de 1,0, o que corresponde a 1pg/ml de

DNA-HPV, ou 0,1 cépia de virus/célula.

Nas mulheres com exame positivo, dada a concentracdo de valores de
carga viral desviada para a direita, optamos por usar uma escala logaritmica de
distribuicdo e agrupé-las graficamente em 1 a <10, 10 a <100, 100 a <1000 e >
1000URL (LORINCZ et al., 2002), ap6s plota-las em box plot, que se mostrou
inadequada para esta distribuicdo. As sondas incluidas neste estudo eram
dirigidas apenas aos tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 60,

considerados de alto risco oncogénico (LORINCZ et al., 2002).

3.5.4. Conizacéo por alca diatérmica

Realizada no Ambulatério de Patologia Cervical do CAISM/UNICAMP, a
conizagdo por alca diatérmica foi feita com transformador elétrico de alta
frequiéncia (modelo SS-200, WEM®). Para remocao dos gases produzidos durante
0 corte e coagulacao era utilizado aspirador com filtro biolégico (Wavevac; Loctal e
posteriormente Smoke Evacuator, da WEM). O gerador de correntes de alta
freqUéncia era regulado em configuracdo monopolar, com poténcia de corte entre

50-60 watts e poténcia de coagulacdo em 50 watts, com mistura das ondas de
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corte e coagulacéo (Blend). Apos a retirada do espécime cirdrgico, a hemostasia
era realizada com o aparelho configurado a apenas gerar ondas continuas, com
poténcia de 50-60 watts. O isolamento elétrico era feito com espéculos tamanhos
2 ou 3, revestidos com tinta epoxi ndo condutora de eletricidade. Para aumentar a
seguranga, o espéculo era revestido com preservativo seccionado em sua extremidade,

0 gque conferia protecdo as paredes vaginais ndo recobertas pelo espéculo.

O procedimento era efetuado com bloqueio anestésico loco-regional com
cloridrato de lidocaina a 2% e norepinefrina 1:50000. Os farmacos eram inoculados nas
porcdes anterior, posterior, direita e esquerda do colo uterino, através de seringa
odontologica, acoplada a agulha gengival longa, 27G. Em cada um dos quadrantes

cervicais descritos, aplicava-se 0,4 a 0,5ml da combinacdo de medicamentos.

Durante a conizacdo, o colo era mantido sob estrita observacdo através do
colposcopio, e o corte era realizado com alcas de tungsténio (WEM) de 15x15mm,
20x15mm ou 20x20mm, curvas. Quando se considerava necessario realizar excisao
adicional de area endocervical, alcas quadradas de 5x5mm ou 10x10mm estavam
disponiveis. As pecas cirdrgicas eram marcadas as 12h para orientacao do patologista.
A cauterizacdo da ferida cirargica era conseguida com eletrodo esférico de 5mm e com

aplicacdo de solucdo hemostética de percloreto férrico a 80%.

Encerrado o procedimento, as pacientes recebiam orientacbes quanto aos
cuidados pos-operatorios, higiene e abstinéncia sexual por cerca de 40 dias.
Finalmente, eram informadas quanto ao dia do retorno para resultado do exame

histoldgico.
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3.5.5. Diagnostico histolégico

Toda a andlise histolégica foi realizada no Laboratério do Departamento de
Anatomia Patolégica do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Macroscopicamente,
foram estabelecidas as medidas de cada espécime em sua largura, comprimento e
profundidade. A margem ectocervical era discernida com tinta nanquim preta,
enquanto a margem endocervical com o azul de Alcian. ApGs o recorte e inclusdo na
parafina, foram corados pela técnica da hematoxilina-eosina. Os patologistas, além
do diagndstico histolégico, sempre que possivel estabeleceram a situacdo das
margens cirdrgicas em funcdo da doenca como: livres ou comprometidas. A
classicacao histoldgica seguiu os critérios da Organizacao Mundial da Saude (OMS),

conforme descritos por SCULLY et al. (1994) e declinados abaixo:

- Processo reacional, cervicite, metaplasia escamosa, NIC 1, 2 ou 3,
adenocarcinoma in situ, carcinoma escamoso microinvasor e invasor, adenocarcinoma

invasor e outras anormalidades.

3.5.6. Variaveis

e DNA-HPV inicial: DNA-HPV de alto risco para oncogénese em amostras
do raspado cervical coletadas no dia da conizacao por al¢ca diatérmica,
detectados pelo teste de CHII - classificado de forma continua em URL.
Considerado negativo quando <1URL. Os casos positivos foram

categorizados em 1 a <10, 10 a <100, 100 a <1000 e > 1000URL.
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Comprometimento neoplasico das margens do cone: presenca de
neoplasia nos limites do espécime cirdrgico - comprometidas quando da
ocorréncia de atipias celulares na margem endocervical. Livres quando

da auséncia de atipias nas margens;

DNA-HPV no seguimento: DNA-HPV de alto risco para oncogénese
em amostras do raspado cervical coletadas em 6 e 12 meses apos a
conizacdo por alca diatérmica, detectado pelo teste de CHIl -
classificados de forma continua em URL. Considerados negativos
guando <1URL. Os casos positivos foram categorizados em 1 a <10,

10 a <100, 100 a <1000 e > 1000URL.

CO em 6 e 12 meses apds a conizacdo com alca diatérmica — sem
atipia quando normal ou inflamatéria; com atipia quando foram

encontradas atipias decorrentes de ASCUS, LSIL ou HSIL.

Persisténcia ou recidiva da doenca: NIC 2, NIC 3 ou carcinoma
microinvasor histologicamente confirmado em material de bidpsia ou
de novo cone, no seguimento de 6 ou 12 meses — ausente, quando na
presenca de colposcopia normal ou bidpsia cervicite e metaplasia ou

NIC 1; presente, NIC 2, NIC 3 ou carcinoma microinvasor.

Idade: nimero de anos completos da data de nascimento ao dia da
conizacdo por alca diatérmica — variavel continua, posteriormente

agrupada em menor que 40 anos e 40 anos ou mais.
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e |AS: idade ao inicio da atividade sexual referida pela mulher — menor

ou igual a 17 anos ou 18 ou mais.

e ACO: uso de anticoncepcional hormonal oral com estrogeno referido

pela mulher no dia da conizagdo— sim ou néo.

e Paridade: numero de partos referidos pela mulher no dia da

conizacao — menor ou igual a dois ou trés ou mais.

¢ Numero de parceiros: quantidade de parceiros com 0s quais a paciente
referiu ter tido relacbes sexuais desde o inicio da sua atividade sexual

até o dia da conizacdo — menor ou igual a dois ou trés ou mais.

e Tabagismo: habito de fumar referido pela mulher no dia da conizacéo

— positivo ou negativo.

3.5.7. Processamento dos dados

Os dados coletados foram ordenados em fichas classificadas numericamente.
Para manipulacédo e analise, foram transcritos para planilha de dados especialmente
desenhada para o estudo, em plataforma OpenOffice Calc v. 1.0.1. A andlise
estatistica foi realizada com o auxilio dos programas Epilnfo 2002 (Centers for

Disease Control, Atlanta, EUA) e SAS.
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3.5.8. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do setor de estatistica do
CAISM-UNICAMP. As relacbes entre a deteccdo do DNA-HPV em diferentes
momentos foi avaliada pelo teste de McNemar. A associacado entre as faixas de
carga viral inicial e a deteccdo do DNA-HPV ao longo do seguimento foram
calculadas através do Qui-quadrado. A implicacdo do estado das margens
excisionais, da idade e do tabagismo na deteccdo do DNA-HPV durante o
seguimento foi estimada, na analise univariada, pelo Odds Ratio (OR) (BLAND e
ALTMAN, 2000). A seguir, estas associacdes entre as margens do cone,
tabagismo e idade com a deteccdo do HPV ao longo do seguimento foram
testadas pelo modelo de andlise multivariada Generalized Estimating Equations
(GEE), descrita no anexo 3 (LIANG e ZEGER, 1986; ZEGER et al., 1988; LIANG
et al.,, 1992). Também foram avaliadas, por analise univariada com OR e com
analise multivariada por regressao logistica, as associacdes entre a deteccédo do
DNA-HPV durante o seguimento, o comprometimento das margens cirdrgicas do
cone, a idade e o tabagismo com a ocorréncia de recidiva ou persisténcia de lesédo
histoldgica durante o seguimento. O grau de concordancia entre a CO e a CHII foi
estimada pelo célculo do indice kappa e qui-quadrado. Foram calculados
sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo para CO e CHII
em diagnosticar recidiva de alto grau da NIC em 6 e 12 meses de seguimento.

Todos os célculos foram efetuados com intervalo de confianca de 95%
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3.5.9. Aspectos éticos

Sem fugir ao principio de beneficiéncia, este projeto de pesquisa, a0 mesmo
tempo que visou a estudar técnica ainda ndo consagrada de seguimento de les6es
precursoras do carcinoma cervical (a deteccdo e quantificacdo do DNA-HPV),
tentou manter todas as mulheres sujeitos em rigoroso programa de
acompanhamento. Deve-se lembrar que, ao lado da coleta de exame para
deteccdo do DNA-HPV, todas as mulheres também foram submetidas a CO
semestral e exame colposcopico. Nao houve incobmodo adicional as mulheres por

conta do exame de CHII, que era coletado durante as consultas de rotina.

Todas as pacientes aceitaram participar e foram informadas que recusar a
inclusdo no estudo ndo afetaria a qualidade de seu tratamento e
acompanhamento. A paciente era considerada como participante apenas apds a
leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2). As
recomendacOes do Guiding Medical Doctors in Biomedical Research Involving
Human Subjects, da declaracido de Helsinki (DECLARACAO DE HELSINKI I,
2000) e daresolucdo 196 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 1996) foram
totalmente respeitadas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, assim como as modificaces

realizadas no termo de consentimento no transcorrer do estudo.
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4. RESULTADOS

Entre as 94 mulheres avaliadas, 12 (13%) apresentaram NIC 2 no espécime
cirdrgico e 82 (87%) apresentaram NIC 3. A CH Il foi maior ou igual a 1JURL em 86

(92%) mulheres.

Na tabela 1 é mostrada a distribuicdo das mulheres conforme a deteccéo do
DNA-HPV inicial, coletado no momento da conizac¢ao e os resultados do exame em 6 e
12 meses apos a conizacdo. O teste de McNemar apontou significativa reducdo da
deteccdo do DNA 6 meses apds a conizacdo, fendbmeno que se sustentou em 12
meses. Entre as mulheres que tiveram CHII inicial negativa, nenhuma apresentou

positividade para este exame coletado aos 6 e 12 meses.

Tabela 1: Distribuicdo das mulheres segundo a deteccdo do DNA-HPV inicial e
durante o seguimento.

DNA-HPV pré conizacgéo

<1URL >1URL

DNA-HPV N (%) N (%) p (McNemar)
6 meses

<1URL 7 (100) 58 (78)

>1URL 0 (0) 16 (22) <0,001
TOTAL 7 (100) 74 (100)
12 meses

<1URL 6 (100) 53 (77)

>1URL 0 (0) 16 (23) <0,001

TOTAL 5 (100) 64 (100)
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Na tabela 2 sdo mostradas as distribuicdes das mulheres comparando a
positividade para DNA-HPV entre 6 e 12 meses apds a coniza¢do. Entre as 51
mulheres cujo DNA-HPV nao foi novamente detectado em 6 meses, 4 (8%)
apresentavam teste positivo em 12 meses. O teste de McNemar ndao apontou

reducdo da deteccdo viral ao longo do seguimento, apds o retorno de 6 meses.

Tabela 2: Distribuicdo das mulheres segundo a detec¢cao do DNA-HPV entre
intervalos de 6 e 12 meses.

DNA-HPV 6 meses

<1URL >1URL
DNA-HPV N (%) N (%) p (McNemar)
12 meses
<1URL 47 (92) 3 (27)
>1URL 4 (8) 8 (73) 0,7055

TOTAL 51 (100) 11 (100)
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A tabela 3 mostra que a carga viral inicial ndo se relacionou
significativamente com a deteccdo do DNA-HPV durante o seguimento. A carga
viral inicial desloca-se acentuadamente para a direita, com mais de 80%

apresentando mais de 10URL na primeira medigéo.

Tabela 3: Distribuicdo das mulheres conforme a carga viral inicial em funcéo da
deteccdo do DNA-HPV ao longo do seguimento

Carga viral inicial

DNA-HPV <1URL 1a<I10URL 10a<100URL 100 a< 1000URL > 1000URL
N(%) N(%) N(%) N(%) N(%)
6 meses
< 1URL 7 (100) 11 (85) 16 (84) 22 (73) 9 (75)
> 1URL 0 (0) 2 (15) 3 (16) 8 (27) 3(25)
TOTAL 7 (100) 13 (100) 19 (100) 30 (100) 12 (100)
12 meses
< 1URL 6 (100) 10 (91) 14 (78) 22 (76) 5 (56)
> 1URL 0 (0) 1(9) 4 (22) 7 (24) 4 (44)
TOTAL 6 (100) 11 (100) 18 (100) 29 (100) 9 (100)

p 6meses(A%)=0,30; p 12 meses(A?=0,54
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Entre as 94 mulheres avaliadas, 27 (29%) apresentaram margens

endocervicais do espécime cirtrgico comprometidas com NIC.

Vinte e sete (28,7%) mulheres apresentaram margens de conizagao
comprometidas com NIC. Quando foi avaliada a importancia do comprometimento
das margens cirdrgicas do cone, de forma univariada, observou-se que nao houve
associacao entre o a presenca de doenca nas margens cirargicas e a deteccao do

DNA-HPV ao longo do seguimento, conforme mostrado na tabela 4.

Tabela 4: Distribuicdo das mulheres segundo a deteccédo do DNA-HPV em 6 e 12
meses e as margens endocervicais do cone

Margens
Livres Comprometidas

DNA-HPV N (%) N (%) OR (IC95%)
6 meses

<1URL 49 (84) 16 (70)

>1URL 9 (16) 7 (30) 2,4 (0,6 a8,7)
TOTAL 58 (100) 23 (100)
12 meses

<1URL 44 (83) 15 (68)

>1URL 9 a7 7 (32) 2,3(0,6 a 8,3)
TOTAL 48 (100) 21 (100)

Na tabela 5 sdo declinados os resultados da deteccdo do DNA-HPV aos 6
e 12 meses em funcéo da idade, sem que houvesse associacdo entre estas duas

variaveis.
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Tabela 5: Distribuicdo das mulheres conforme o DNA-HPV em funcao da idade

Idade
< 40 anos > 40 anos

DNA-HPV N (%) N (%) OR (1C95%)
6 meses

<1URL 42 (76) 23 (88)

>1URL 13 (24) 3 (12) 0,4 (0,1a8,3)
TOTAL 55 (100) 26 (100)
12 meses

<1URL 39 (89) 20 (83)

>1URL 12 (11) 4 (17) 0,6 (0,1a2,7)
TOTAL 44 (100) 24 (100)

Na tabela 6 € mostrado como se distribuiram as mulheres conforme a
deteccdo do DNA-HPV em 6 e 12 meses em funcédo do tabagismo. Na analise
univariada houve associacdo, aos 12 meses, do tabagismo com a positividade

para o virus (OR 5,4; IC95% 1,4 a 21,5).

Tabela 6: Distribuicdo das mulheres conforme o DNA-HPV em fung¢do do
tabagismo

Tabagismo
Nao Sim

DNA-HPV N (%) N (%) OR (1C95%)
6 meses

<1URL 42 (82) 23 (77)

>1URL 9 (18) 7 (23) 1,4 (0,4a4,)9)
TOTAL 51 (100) 30 (100)
12 meses

<1URL 42 (89) 17 (60)

>1URL 5 (11) 11 (40) 54 (1,4a21)5)

TOTAL 47 (100) 28 (100)
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Na analise multivariada (GEE) foram avaliadas as associa¢cfes da idade,
habito do tabagismo e margens da conizacdo com a deteccdo do DNA-HPV no
transcorrer do seguimento. Os resultados sdo mostrados na tabela 7. Por esta
metodologia, tiveram relacdo com a positividade para o HPV o tabagismo
(OR=2,41; 1C95% 1,01 a 5,75) e a presenca de doenca residual nas margens de
conizacao (OR=2,81; IC95% 1,24 a 6,37) corroborando, em parte, os resultados

da andlise univariada.

Tabela 7: Resultados da analise multivariada (GEE) para associacdo de
caracteristicas epidemiologicas e da margem de conizacdo com as medidas para
DNA-HPV durante o seguimento

Caracteristicas OR 1C95%
ldade 1,16 0,43a3,11
Tabagismo 2,41 1,01 a5,75
Margens 2,81 1,24 a 6,37

Observa-se na tabela 8 que 11 mulheres apresentaram lesédo cervical
histolégica sugestiva de NIC 2 ou 3 durante o seguimento (uma mulher apresentou
persisténcia ou recidiva em 6 e 12 meses) sendo que 10(90%) apresentavam CH
Il > 1URL. Entre as mulheres que apresentaram doenca persistente ou recidivada,
em 6 meses, cinco fizeram novo cone e duas histerectomia (sendo estas ultimas
descontinuadas do seguimento). Em doze meses, das 3 mulheres com NIC 2 ou 3
persistente e uma com foco de microinvasao, duas fizeram nova conizacao e outra

histerectomia. A quarta paciente esta gravida e aguarda o término da gestacéo
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para tratamento. Houve associagao significativa entre a deteccdo do DNA-HPV e
presenca de recidivas aos 6 (OR 49,7; IC95% 5,0 a 1213,9) e 12 meses (OR 12,7;

IC 95% 1,1 a 345,5).

Tabela 8: DistribuicAo das mulheres segundo a deteccdo do DNA-HPV e a
ocorréncia de persisténcia ou recidiva da NIC

DNA-HPV 6 meses

< 1URL > 1URL

Persisténcia ou N (%) N (%) OR (1C95%)
recidivas
6 meses

Nao 65 (93) 9 (82)

Sim 0 (07) 7* (18) 49,7 (5,0 a 1213,9)
TOTAL 65 (100) 16 (100)

DNA-HPV 12 meses

12 meses

Nao 55 (96) 13 (90)

Sim 1 (04) 3* (10) 12,7 (1,1 a 345,5)
TOTAL 56 (100) 16 (100)

Uma mulher apresentou NIC 3 em 6 meses sendo submetida a nova conizacdo por alca
diatérmica, apresentando novamente a lesdo em 12 meses, optando-se nesta ocasido pela
histerectomia. As demais foram tratadas com conizacao por alca.

Na figura 2 sédo mostradas as trajetorias, individualmente, da carga viral apés a
conizagdo e até 12 meses de seguimento. S&o mostrados em vermelho os casos em que

ocorreu persisténcia ou recidiva da NIC aos 6 ou 12 meses.
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Na tabela 9 sdo elencadas as distribuicbes das mulheres conforme o

comprometimento das margens excisionais e o aparecimento de recidivas de alto

grau histologico em 6 e 12 meses apds a conizacdo com alca diatérmica. Nao

houve associacdo entre o estado das margens e a frequéncia das recidivas, em

nenhum dos dois momentos.

Tabela 9: Distribuicdo das mulheres segundo as margens do cone e a presenca

de persisténcia ou recidiva da NIC

Margens
Livres Comprometidas

Persisténcia ou N (%) N (%) OR (1C95%)
recidivas
6 meses

N&o 55 (93) 19 (82)

Sim 3 (07) 4 (18) 3,8(0,6 a 24,4)
TOTAL 58 (100) 23 (100)
12 meses

N&o 50 (96) 19 (90)

Sim 2 (04) 2 (20) 2,6 (0,2 a 28,8)
TOTAL 52 (100) 21 (100)

48



Na tabela 10 sé&o dispostas as propor¢cdes de persisténcia ou recidivas aos
6 e 12 meses em funcdo da idade. Houve associacdo entre a presenca de
recidivas aos 6 meses (OR 11,7; IC 95% 1,7 a 99,9) e ter mais de 40 anos, o que

nao se repetiu em 12 meses.

Tabela 10: Distribuicdo das mulheres segundo idade e a presenca de persisténcia
ou recidiva da NIC

Idade
< 40 anos > 40 anos

Recidivas N (%) N (%) OR (1C95%)
6 meses

Nao 61 (97) 13 (81)

Sim 2 (03) 5 (29) 11,7 (1,7 a99,9)
TOTAL 63 (100) 18 (100)
12 meses

Nao 55 (94) 14 (93)

Sim 3 (06) 1 (07) 1,3 (N/A)

TOTAL 58 (100) 15 (100)
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Na tabela 11 é mostrado o comportamento da persisténcia ou recidiva em

relacdo ao tabagismo. Nao houve associacdo entre estas variaveis durante o

seguimento.

Tabela 11: Distribuicdo das mulheres segundo o tabagismo e a presenca de

persisténcia ou recidiva da NIC

Tabagismo

Persisténcia ou N (%) N (%) OR (1C95%)
recidivas
6 meses

Nao 49 (96) 25 (83)

Sim 2 (04) 5 (17) 4,9 (0,7 a 39,5)
TOTAL 51 (100) 30 (100)
12 meses

Nao 43 (89) 26 (60)

Sim 3 (11) 1 (40) 0,5(0,1a6,1)
TOTAL 46 (100) 27 (100)
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Na tabela 12 sao apresentados os resultados da analise, pela regressao
logistica, das associacbes entre a idade, tabagismo, estado das margens de
conizacdo e deteccdo do DNA-HPV com a ocorréncia de recidivas. Embora a
analise multivariada tenha apontado associacao discreta entre ter mais de 40 anos
(OR=12,37; 1C95% 1,03 a 147,40) e apresentar doenga persistente ou recidivada,
a positividade para o DNA-HPV (OR=80,60; IC95% 5,25 a 1235,83) aos 6 meses
foi o fator preponderante na atribuicdo de risco. J4 aos 12 meses apenas a

deteccdo do DNA-HPV se manteve associada com a ocorréncia de recidivas.

Tabela 12: Resultados da analise multivariada para associacdo de idade,
tabagismo, margem do cone com as persisténcia ou recidivas durante o
seguimento

Caracteristicas — 6 meses OR IC95%
ldade 12,37 1,03 a 147,40
Tabagismo 3,88 0,38 a 39,14
Margens 1,80 0,17 a 18,36
DNA-HPV 80,60 5,25 a 1235,83

Caracteristicas — 12 meses
ldade 0,53 0,02 a 10,57
Tabagismo 0,13 0,01a1,97
Margens 1,58 0,12 a 19,56

DNA-HPV 29,12 1,91 a 443,61
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O grau de concordancia entre a CO e CH Il durante o seguimento, estimado

pelo indice kappa, foi moderado aos 6 meses mas pobre aos 12 meses (tabela

13). Como os exames avaliam, respectivamente, alteracdes morfoldgias e a

presenca do virus, foi aplicado o teste do qui-quadrado, que apontou relacdo entre

a positividade da CO e CHII nos dois momentos.

Tabela 13: Correlagcéo da deteccdo do DNA-HPV com os achados da

colpocitologia em 6 e 12 meses

DNA-HPV 6 meses

CO <1URL >1URL kappa I1C 95% p(A?%)
6 meses N (%) N (%)
Normal 54 (83) 6 (37)
Anormal 11 a7) 10 (63) 0,40 0,18a0,64 <0,01
TOTAL 65 (100) 16 (100)
DNA-HPV 12 meses
<1URL >1URL
12 meses N (%) N (%)
Normal 57 (96) 12 (75)
Anormal 2 (04) 4 (25) 0,28 0,02a0,54 <0,01

TOTAL 59  (100) 16 (100)
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Com relagdo ao desempenho da CO e da CHIlI em detectar recidivas de alto

grau (NIC 2 ou 3) durante o seguimento, a tabela 14 mostra que ambos 0s exames,

aos 6 meses, detectaram as recidivas, enquanto a CHIl teve discreta superioridade

em relacdo a CO em excluir as mulheres ndo doentes. Neste momento, os valores

preditivos negativos dos exames se equivaleram, mas o valor preditivo positivo da

CHII foi superior ao da CO. Aos 12 meses, a sensibilidade da CO e da CHIl também

se comensuraram. Neste momento, entretanto, a CO teve maior especificidade e

valor preditivo positivo que CHII.

Tabela 14: Desempenho da CH Il e da CO na deteccdo de NIC 2 ou 3 no

seguimento

Seguimento Sensibilidade (IC 95%)

Especificidade

(IC 95%)

VPP VPN

81%

90%

(80 a 82%)

(89 a 91%)

33% 100%

56% 100%

6 meses

(N=65)
CO com 100% (100 a
atipia 100%)
CHIl > 100% (100 a
1URL 100%)

12 meses

(N=69)
CO com 75% (74 a 76%)
atipia
CHIl > 75% (74 a 76%)

1URL

95%

80%

(94 a 96%)

(80 a 82%)

50% 98%

19% 98%
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5. DISCUSSAO

Neste estudo clinico de coorte, a remoc¢do da NIC foi acompanhada do
declinio, para mais de 75% das mulheres, da deteccdo e da carga viral do DNA-
HPV. Durante o seguimento, as mulheres que tiveram margens de conizacao
comprometidas pela neoplasia e aquelas que eram tabagistas apresentaram maior
deteccdo do virus. Nas mulheres em que se detectou persisténcia do virus, a
freqUéncia de recidivas foi significativamente maior do que no grupo de sujeitos
em que nao se evidenciou o HPV aos 6 e 12 meses apds conizacdo diatérmica e a

idade superior a 40 anos se associou com persisténcia ou recidiva da NIC.

Entre as mulheres deste estudo, mais de 90% apresentavam DNA-HPV
detectavel antes do conizacdo. Um fato que chama a atencéo em nossa casuistica
€ que nenhuma das mulheres inicialmente negativas para DNA-HPV tenha se
tornado positiva no decorrer do acompanhamento. A reducdo acentuada da
proporcao de positividade para DNA-HPV, de 90% para cerca de 20% apés a
conizacdo, pode ser imputada a remocao das areas com NIC, repletas de células
ricas em DNA-HPV. Todavia, o grupo das mulheres que apresentavam DNA-HPV

persistente durante o seguimento nao foi composto, essencialmente, por pacientes
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cujos espécimes de conizagdo apresentassem doencga nas margens, ainda que a
positividade das margens tenha se mostrado associada a maior proporcao de

exames positivos para DNA-HPV durante o seguimento.

Reinfecg¢bes, a persisténcia do virus em células normais ou existéncia
de doenca residual ndo detectada sé&o, intuitivamente, explicacbes para a
persisténcia de virus em mulheres teoricamente tratadas da NIC. A identificacédo
do tipo viral com técnicas, a exemplo da PCR, que ndo foram empregadas no
presente estudo, poderia apontar mulheres que foram infectadas pelo HPV apés a
remocao da NIC, caso os tipos virais diferissem antes e apds a conizacdo. Ja a
persisténcia de virus em células que resguardaram a normalidade morfoldgica ja
foi descrita h4 mais de 15 anos, enquanto que focos de doenca residual ndo
detectados pelas técnicas empregadas pelos pesquisadores complementam o
conjunto de justificativas para a permanéncia do virus durante o seguimento

(FERENCZY et al., 1985, TATE et al., 1996).

A elevada proporcao da deteccao inicial de DNA-HPV est4 em consonancia
com estudos anteriores, por outros autores, sobretudo considerando que estas
mulheres apresentavam, concomitantemente, anormalidades colpocitologicas e
histolégicas (HERBST et al, 2001; PARASKEVAIDIS et al., 2001; GAMZU et al.,
2002; SYRJANEN et al., 2002). Neste estudo, variaveis sécio demogréaficas e
reprodutivas, como idade, uso de anticoncepcional oral, paridade, numero total de
parceiros ao longo da vida e a idade ao inicio da atividade sexual, ndo se
mostraram associadas a deteccdo inicial do DNA-HPV (anexo 4). Estas

associacfes sao objeto de estudo ha cerca de quinze anos, com resultados
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controversos. Seguramente, entretanto, o comportamento sexual e inicio da
atividade sexual, em estudos populacionais, estdo associados ao aumento do

risco para neoplasia cervical (MUNOZ et al., 2003).

Considerando a trajetéria da carga viral ao longo do seguimento, nota-se
consonancia desta com a detec¢do do virus. Apos a retirada da NIC, a carga viral
na cérvice uterina cai. A tendéncia se mostra ndo apenas naquelas mulheres cuja
carga veio a niveis baixos (<1URL), mas também entre as mulheres que
permaneceram com 0 virus detectavel, mas com numero de coépias, na maioria
das vezes, em uma ordem de grandeza inferior. Mais uma vez, associa-se a
reducdo do volume de células alteradas com a quantidade de virus detectavel,
mas 0s mesmos questionamentos referentes a simples positividade para o HPV
vém a tona quando se tenta justificar a variagdo da carga viral, por vezes
ascendente, em mulheres que ndo apresentaram doenca residual localizavel (LIN

et al., 2001).

bY

A carga viral inicial ndo se associou a deteccdo do DNA-HPV no
seguimento. Mesmo mulheres com cargas virais acima de 100URL demonstraram
proporcdo de exames negativos no seguimento semelhante a daquelas com
cargas inicialmente menos elevadas, assim como a trajetéria descendente, para a

maioria dos casos, nao diferiu com relacdo a carga inicial.

A analise multivariada demonstrou maior positividade para a infeccéo viral,
em 6 e 12 meses apls a conizacdo diatérmica, em mulheres cujos cones tinham

margens comprometidas por NIC. Previamente, outros autores ja haviam
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encontrado semelhante associacdo (GARDEIL et al.,1997; PARASKEVAIDIS et
al., 2001). Apesar da frequéncia de exames para DNA-HPV ter sido superior,
durante o seguimento, em mulheres com margens comprometidas, a ocorréncia
de recidivas de alto grau néo foi maior entre essas mulheres. Possivelmente, a
relacdo temporal entre a infec¢do e o aparecimento da leséo histoldgica responda

pela auséncia de recidivas em concomitancia a presenca do virus.

As recidivas da NIC ocorreram, na maior parte dos casos e de forma
indiferente quanto ao momento do seguimento, em mulheres com cargas virais
bem acima do ponto de corte da CHIIl. Houve apenas um caso em que a recidiva
ocorreu e o0 virus néo era detectavel, no momento do diagndstico. Nao obstante,
mesmo nesse caso a CHII inicial era positiva, podendo-se supor caracteristica
especifica da amostra coletada no momento do diagndéstico da recidiva,
possivelmente em decorréncia de carga muito baixa, mau processamento ou
coleta inadequada. O que é relevante, entdo, é que a persisténcia do virus conduz
a maior risco de NIC recidivante, a principio (NAGAI et al., 2000). A presenca de
neoplasia residual e ndo detectada pelo exame clinico poderia ser outra
explicagdo para a associacdo da persisténcia viral e do insucesso do tratamento

da NIC (KANAMORI et al., 1998).

Manter sem novo tratamento mulheres com margens excisionais do cone
comprometidas por NIC pode parecer uma temeridade, mas esse tema ja foi
objeto de estudo e a conduta é segura, até evidéncia em contrario (MURDOCH et
al., 1992; FLANNELLY et al, 1997; MOHAMED-NOOR et al., 1997;

PARASKEVAIDIS et al., 2000 ). Até o momento, como ja mencionado, também

57



em nossa amostra 0 comprometimento das margens ndo mostrou associagao com
a frequéncia das recidivas, ainda que mais tempo de seguimento seja
recomendavel para assegurar que o seguimento clinico apés comprovacao de

margens excisionais comprometidas nao tenha sido prejudicial.

A deteccao do DNA-HPV, nas consultas de 6 e 12 meses se mostrou
associada ao tabagismo. Em paralelo, a idade nao estive associada a deteccéo do
DNA apos a exerése da NIC. Como previamente comentado, outros autores ja
encontraram relacdo entre o habito de fumar e a falha do tratamento excisional da
NIC. O mecanismo proposto para essa associacdo sdo as alteracdes epiteliais

impostas por componentes inalados pelos fumantes (COKER et al., 2002)

O presente estudo tem a propriedade de ter acompanhado expressivo
namero de mulheres (anexo 5), submetidas a conizacdo com alca diatérmica e
com comprovacao histologica da NIC, por até 12 meses. A maioria dessas
mulheres teve amostragens cervicais para deteccdo do DNA-HPV e CO, bem
como exame clinico da cérvice com colposcopia por duas ocasifes. O achado
referente a deteccdao inicial do virus antecipando as deteccfes subsequentes, bem
como a falta de associacdo entre a positividade do DNA-HPV no seguimento, sao
relevantes. Da mesma forma, a observacdo das trajetorias da carga viral pode
auxiliar no entendimento da infeccdo pelo HPV e sua relacdo com a NIC. A
persisténcia do virus em cérvices sas fica sob questionamento, posto que a
contagem viral decai acentuadamente com a remocéao total ou parcial da NIC e,
ainda mais relevante, permanece em patamares menos elevados ou

simplesmente indectavel.
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Quando os resultados da CO e CHII sé&o postos lado a lado, se depreende
gue a concordancia entre as duas metodologias foi moderada, aos 6 meses, e
pobre aos 12 meses. Ainda assim, ao observarmos o desempenho de ambos os
exames em detectar as recidivas de alto grau histoldgico, nota-se que tanto a
biologia molecular como a andlise morfolégica das células cervicais convergiram.
O desempenho da CO superou o da CHIl em algumas circunstancias, como a
especificidade e o valor preditivo positivo aos 12 meses, mas as diferengcas nao

foram acentuadas.

Quando se recorre ao que outros autores ja estudaram, FAIT et al. (2000), a
partir da aplicacdo da CHIl em 503 mulheres com dois exames colpocitologicos
anormais (226 com ASCUS e 277 sugestivos de lesdo de baixo grau) e posteriormente
submetidas a bidpsia tissular ou excisdo da zona de transformacdo com alca
diatérmica, detectaram que um teste positivo para DNA-HPV teve sensibilidade de 88%
e especificidade de 93% em predizer NIC 2 e 3. Mesmo assim, se levada em conta a
associacao colpocitologia com CHII, ainda 13% das pacientes com NIC 2 e 3 teriam
passado sem tratamento. PARASKEVAIDIS et al. (2001), avaliaram 1000 mulheres
submetidas a colpocitologia e testes para deteccdo de DNA-HPV através de PCR
semiguantitativa. Submeteram essas mulheres a colposcopia em caso de
colpocitologia ou PCR anormal e ndo puderam apontar melhora significativa nos

valores preditivos positivo e negativo da citologia quando associada a deteccdo de

DNA-HPV.

O passo seguinte a este estudo é a aplicacdo de outras técnicas de biologia

molecular, em especial a amplificacdo do DNA por PCR, com o fito de interpretar a
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relevancia das variantes do HPV em relacdo as medicbes da carga viral e as
repercussoes clinicas da associacao destas variaveis. O material coletado e estocado
pode ser aproveitado, apds processamento especifico, para a determinacdo dos tipos
virais e de suas quantidades. Também a comparacéo de técnicas € sempre salutar e
os custos e facilidades para aplicacdo variam em funcdo do desenvolvimento

tecnoldgico.

A concentragao de eventos relevantes na consulta de seis meses, como a crucial
e permanente reducdo da carga viral e 0 adensamento do numero de recidivas, leva a
crer ser este um momento adequado para aplicar o teste de deteccdo do DNA-HPV.
Afinal, o comportamento da carga viral em 12 meses pouco variou com relacao ao sexto
més do seguimento e a grande maioria dos casos de persisténcia ou recidiva, inclusive
aqueles detectados apenas tardiamente, tiveram teste de DNA-HPV positivo seis meses
apos a conizacdo. A CO e a CHII praticamente se equivaleram gquanto ao desempenho
para detectar recidivas; a colposcopia, no entando, foi indispensavel para a localizacéo e
avaliacdo de areas suspeitas. Mais notorio, a persisténcia viral foi marcadamente
associada a falha do tratamento excisional da NIC, caracterizando-se como sinal de

alerta que prenunciava o reaparecimento da neoplasia.
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6. CONCLUSOES

1. A deteccdo do DNA-HPV e a carga viral declinaram substancialmente, para a
maioria dos casos, entre a conizacdo com alca diatérmica e o retorno de seis meses. A

reducdo da deteccdo e da carga se manteve em niveis semelhantes aos 12 meses.

2. O comprometimento das margens cirdrgicas do cone e o tabagismo estiveram
associados com a detecgéo do DNA-HPV no transcorrer do seguimento, enquanto

a idade ndo mostrou associacdo com a positividade para o virus.

3. A deteccdo do DNA-HPV se relacionou positivamente com a ocorréncia de doenca
persistente ou recidivada aos 6 e 12 meses e a maior parte das mulheres que

apresentaram persisténcia ou recidiva tinham carga viral superior a 1URL.

4. Houve associagéo entre ter mais de 40 anos e maior frequiéncia de persisténcia ou
recidiva da NIC aos 6 meses. Ja o tabagismo e o comprometimento das margens do
cone pela neoplasia n&o se relacionaram com persisténcia ou recidiva da NIC aos 6 e
12 meses.

5. A correlacéo entre a CO e CHII foi moderada aos 6 meses e pobre aos 12 meses;
néo obstante, o0 desempenho de ambos os exames em detectar persisténcia ou
recidiva da NIC foram semelhantes, com discreta superioridade da CO em algumas

circunstancias.
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9. ANEXOS

9.1. ANEXO 1: FIcHA PARA COLETA DE DADOS

Projeto CAF — Primeira consulta

I. IDENTIFICACAO - Iniciais Ficha:
1.1. Data nascimento A 1.2. Idade
1.3. Estado conjugal 11l solteira 12l casada I3l amasiada 14l viGva 15 separada

Il. ANTECEDENTES PESSOAIS E OBSTETRICOS

21.G P A c

2.2. Inicio atividade sexual ___ anos 2.3. N° de parceiros

2.4. MAC 111 sem 121 DIV I3 ACO 14l Laque 151 Condom 161 Outros
25.Menarca __ anos DUM __ |/ /

2.6. Fumou no ultimo ano 10l ndo 111 sim
Quantos cigarros/dia Tempo total de tabagismo em anos

2.7. Assinou o termo de consentimento 10l ndo 111 sim

[I.CONDUTA DIAGNOSTICA

3.1. Encaminhamento

311.C.O. Data _ [/ | N° Resultado

3.2.Revisao C.O.Data __/ /|  N° Resultado

3.1.2. Bidpsia I0lndo Illsim Data___/ [/ N°
Resultado

3.3. CAF Data I DUM I
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3.3.1.C.O. SimIl__| Naol__I N° Resultado
3.3.2. Captura hibrida I RLU

3.3.3. Colposcopia

| - Achados Colposcopicos

I0l Ndo fez 111 AIS 121 Epitélio branco a) ténue b) denso 13l Mosaico a) ténue b) denso
141 Vasos atipicos 151 Pontilhado 161 Leucoplasia 171 Insatisfatéria 18] Outros

Il — Critérios de avaliagdo das margens colposcopicas em relagédo ao canal, segundo Prendiville:
11l Grau | \

121 Grau Il

131 Grau Ill

IV. CAF (verso da primeira consulta)

4.1. N° de fragmentos 111 121 1>21

4.2. Artefatos térmicos das margens 10l ndo 111 sim

4.3. Poténcia de coagulagdo? __ watts

4.4. Poténcia de corte? watts

4.5. Complicac¢des imediatas 10l ndo 111 sim

4.5.1. Hemorragia 10l sem |1l Leve 121 Moderada I3l Grave 4.9.2. Outras
4.6. Complicagbes tardias 10l ndo 111 sim

111 Hemorragia 12 Infeccao

131 Estenose cervical 141 Infertilidade I51 Outras

V. PRIMEIRO RETORNO POS CAF

Diagndstico histoldgico:N° Resultado

5.1. Margens

5.1.1. Margem ectocervical 10l Livre 111 Comprometida Resultado
5.1.2. Margem endocervical 101 Livre 111 Comprometida Resultado
5.2. Comprometimento glandular? 10l Nao 11l Sim

5.3. Caracteristicas do espécime X X cm

5.4. Segundo procedimento
10l n&o (passe para seguimento) 111 sim Data__ [/ [
5.4.1. 11l Cone a frio 121 CAF I3IHTA 141 WM I51 RTx

5.4.2. Resultado

5.4.3. Margens Ecto 111 ML 121 MC resultado

Endo 111 ML 21 MC resultado
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SEGUIMENTO - CADA RETORNO

Iniciais Ficha

meses Data /1

Exame clinico

Captura hibrida Il 10l Nao 111 Sim
Citologia oncoldgica I0I N&o 11l Sim
Colposcopia

| — Achados Colposcopicos

10 Ndo fez 111 AIS 12l Epitélio branco a) ténue b) denso 13l Mosaico a)ténue b) denso
141 Vasos atipicos 151 Pontilhado 161 Leucoplasia 171 Insatisfatoria 181 Outros

Il — Critérios de avaliagédo das margens colposcopicas em relagédo ao canal, segundo Prendiville:
11l Grau |

121 Grau Il \

131 Grau Il

Extenséo mm

Biopsia 10l ndo 111 sim
Vira pararesultadoem: __ /[

Observacdes referentes a estas consulta

RESULTADOS DE CADA RETORNO (no verso do retorno)

Data /| [ DUM: __ [ |

CHIl'I RLU

CO Numero Resultado:

Bidpsia Niumero Resultado:

Conduta: 10l Seguimento 111 novo tratamento Data /|
111 Cone a frio 121 CAF 131 HTA 141 WM

I51 outro

Doenca residual 10l ndo 111 Sim Resultado
Observacao:

Proximo retorno data: __ /  /

Conduta proposta no préximo retorno:
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9.2. ANEXO 2: CONSENTIMENTO LI1VRE E ESCLARECIDO

Persisténcia do DNA-HPV apds a Conizacdo com Cirurgia de Alta

Frequéncia (CAF) em mulheres com NIC 2 ou 3

Eu, Sra , portadora do

RG , atendida no Centro de Atencado Integral a Saude da

Mulher (CAISM) no ambulatério de Patologia Cervical, fui convidada a participar
desta pesquisa porque o resultado do meu exame de prevencdo mostrou
alteracdes nas células do colo do utero e necessito de tratamento.

Sei que este estudo tem como objetivo avaliar a presenca do HPV de alto
risco oncolégico no meu colo uterino antes e apds a conizagao por cirurgia de alta

freqéncia com alca.

Sei que serei submetida a uma entrevista sobre informacdes pessoais que
ficardo de posse dos Drs. Luis Otavio Zanatta Sarian e Sophie F M Derchain, que
manterdo o sigilo destas.

Sei também, que serdo realizados alguns exames: colposcopia, que € a
visualizacédo do colo do utero com uma lente de aumento, um teste para saber se
eu tenho ou ndo o virus que causa o cancer do colo uterino. Fui informada de que

estes exames apresentam risco minimo de complicagdes.

O tratamento da lesdo do colo do Utero sera a conizacdo, que € a retirada
de um pedaco maior do colo do utero (cone) com anestesia local no préprio
ambulatério. Sei que a realizacdo da conizacdo por esta técnica € indolor e que a
sua principal complicacdo é a hemorragia que, porém, nao é frequente.

Sei também que, apds a conizacdo, deverei comparecer apds quatro meses
neste ambulatério, para nova avaliacdo e novos exames. Nestes retornos, seréo

realizados: o exame de prevencdo, o material para a deteccdo do HPV, a
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colposcopia e, uma biépsia do colo do utero somente quando necessario.

Fui esclarecida quanto ao meu direito de n&o participar da pesquisa e a nao
aceitacdo na participacdo no estudo ndo implicard na perda dos direitos iniciais
rotineiramente oferecidos pelo ambulatério. Sei também que a qualquer momento
posso desistir de participar da pesquisa, sem nenhum dano para a minha saude e
tratamento.

Também fui informada de que nédo terei custos para participar da pesquisa,
pois, o intervalo entre as consultas serd& 0 mesmo realizado de rotina no
ambulatorio.

Em caso de davidas ou esclarecimento, tenho o direito de entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da FCM ou os Drs. Luis Otavio Zanatta
Sarian e Sophie F M Derchain, no telefone 3788-9305.

Assinatura da paciente:

Assinatura do pesquisador:

Campinas, de de 200__.
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9.3. ANEXO 3: GENERALIZED ESTIMATING EQUATIONS (GEE)

Medidas repetidas para uma determinada variavel, realizadas em um
mesmo sujeito, tendem a estar correlacionadas. Estas correlacdes, ao mesmo
tempo que representam uma oportunidade de andlise e interpretacdo estatistica,
impbéem um desafio mateméatico. Tipicamente, o interesse cientifico nestas
analises consiste em determinar o padrédo de comportamento da variavel ao longo
do tempo e as possiveis implicacdes que fatores relacionados ao sujeito possam
ter sobre este padrdo de comportamento. Particularmente para a segunda
situacdo, a dependéncia do tempo entre medicdes repetidas € um alvo de
interesse para 0s pesquisadores. Por exemplo, a gravidade de doenca
respiratéria, juntamente com o estado nutricional, idade, sexo e renda familiar de
criancas sdo observados a cada 3 meses ao longo de um total de 18 meses. A
dependéncia da variavel resposta - gravidade da doenca - das co-variaveis € o

objeto de interesse (ZEGER et al., 1988).

Com uma Uunica observacdo para cada sujeito, um modelo linear
generalisado pode ser aplicado para obter a descricdo das relacbes entre a
variavel-resposta e as co-variaveis. Com medicdes repetidas da variavel-resposta,
entretanto, a correlagéo entre as medi¢cOes deve ser levada em consideracao. Os
modelos de analise multivariada tradicionais (i.e. "regressao logistica”) ndo séo
suficientes para descrever, ou avaliar, a inter-dependéncia das medicdes-resposta

repetidas. LIANG e ZEGER (1986) propuseram um modelo de generalizagéo
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avaliatoria que leva em consideracdo o tempo e as relagdes entre as medidas
repetidas. Sumariamente, estes autores preconizaram que 0s resultados das
medicdes de uma mesma caracteristica para um mesmo sujeito, ao longo do
tempo, tendem a depender entre si, e implementaram um modelo matemético para

quantificar estas associacdes: Generalized Estimating Equations (GEE).

Usando matrizes e calculo vetorial, consideraram o conjunto das medidads
eptidas como vetores, cuja direcdo e sentido é determinada justamente pelo
padrédo de resultados e inter-dependéncia das medicdes repetidas. Os efeitos das
co-variaveis (as chamadas "variaveis independentes”) sdo estimados pelas
deformacdes que a inclusédo de seus resultados impingem a direcéo e sentido dos
vetores. Assim, através das GEE, tornou-se possivel incorporar a analise
multivariada tradicional capacidade de considerar relacbes entre mensuracdes
repetidas para um mesmo sujeito, 0 que permitiu a analise temporal de
comportamentos de variaveis-resposta. No caso de analises clinicas, a
contribuicdo das GEE possibilitou a descricdo de padrdes de comportamento
biolégicos para eventos que ocorrem em intervalos de tempo que demandem mais
de uma medicdo. Esta abordagem, portanto, € perfeita para as medidas repetidas
do DNA-HPV numa mesma mulher, permitindo descrever o padréo de positividade

para o virus considerando varias medidas em conjunto, alinhadas no tempo.
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9.4. ANEXO 4. DISTRIBUICAO DASMULHERES. VARIAVEIS SOCIO-

DEMOGRAFICASE REPRODUTIVASE DETECCAO INICIAL DO HPV

Na tabela A4 se encontram os resultados da deteccgéo inicial do DNA-HPV

em funcdo de variaveis sécio demograficas e reprodutivas. A idade das mulheres

variou de 20 a 60 anos (média de 34 anos; dados ndo mostrados na tabela). A

distribuicdo da deteccdo do DNA-HPV ndo mostrou associacdo com nenhuma das

caracteristicas sdcio-demograficas e reprodutivas estudadas, como evidenciam 0s

intervalos de confianca dos odds ratios calculados para cada uma delas.

Tabela A4: distribuicdo das mulheres segundo a detec¢do do DNA-HPV e as variaveis
sécio demogréficas e reprodutivas.

DNA-HPV inicial

Variavel N (%) N (%) OR 1C95%
Idade

<40 6 (75) 68 (79)

> 40 2 (25) 18 (22) 1,2 0,2a6,7
IAS

<17 8 (100) 51 (60)

18 ou 0 0 34 (40) n/a

mais
ACO

Nao 5 (62) 59 (79)

Sim 3 (38) 27 (22) 0,7 0,2a4,1
Paridade

<2 6 (75) 44 (51)

3ou 2 (25) 42 (49) 2,8 0,6 a14,9

mais
N® parceiros

<2 3 (37) 43 (50)

3ou 5 (63) 43 (50) 0,6 0,1a2,7

mais
Tabagismo

Nao 3 (50) 55 (36)

Sim 5 (50) 31 (64) 0,3 0,1a15
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9.5. ANEXO 5: LISTAGEM DASMULHERESINCLUIDASNA PESQUISA

Idade | CH Il pre | Datada |Histolégico Margens Cco1° CHII 1° | Colposcopia Data 2° CO2° CHI12° | Colposcopia

Caso |Fumo| (anos) | conizacdo | conizagdo | docone | endocervicais | 1°retorno retorno | retorno | 1°retorno Conduta Histolégico | retorno | retorno | retorno 2° retorno Conduta  |Histolégico
3 |[sim| 40 998.35 |14-Mar-01 3nic Comprometidas| 23-Aug-01 Ascus 0.11 normal Seguimento ausente 10-Jan-02 | Ascus 0.31 normal Seguimento | Ausente
9 |sim| 56 388.37 | 29-Mar-01 3nic Livres 16-Aug-01 Normal 0.1 ins Seguimento ausente 21-Mar-02 | Normal 0.29 normal Seguimento | ausente
11 |sim| 42 47343 | 14-Mar-01 3nic Livres 16-Aug-01 Normal 0.1 normal Seguimento ausente 21-Mar-02 | Normal 0.26 normal Seguimento | ausente
15 |sim| 35 0.22 4/19/01 3nic Livres 9/13/01 Ascus 0.23 normal Seguimento ausente
16 |nao | 26 2098 3/28/01 3nic Livres 8/16/01 Normal 0.67 normal Seguimento ausente
17 | nao | 26 5.65 19-Apr-01 3nic Livres 23-Aug-01 Normal 0.16 normal Seguimento ausente 21-Mar-02 | Normal 0.37 normal Seguimento | ausente
20 | nao | 47 319.12 | 28-Mar-01 3nic Comprometidas| 16-Aug-01 Normal 0.11 normal Seguimento ausente 21-Mar-02 | Normal 0.39 ins Seguimento | ausente
21 | sim| 40 1340.73 | 26-Apr-01 3nic Livres 30-Aug-01 2nic 265.84 normal Cone com alca 3nic 11-Apr-02 | Normal 23.45 normal Seguimento | ausente
22 |nao| 31 494.17 | 19-Apr-01 3nic Comprometidas| 30-Aug-01 Normal 0.25 pontilhado Seguimento ausente 13-Dec-01 | Normal 0.37 normal seguimento | ausente
28 | nao | 29 1026.12 | 4-Apr-01 3nic Livres 16-Aug-01 Normal 0.06 normal Seguimento ausente 5-Sep-02 | Normal 0.39 normal Seguimento | ausente
29 |[sim| 34 312.89 4-Apr-01 3nic Livres 25-Oct-01 | Normal 0.14 normal Seguimento | ausente
31 |sim| 48 87.6 10-May-01 3nic Comprometidas| 30-Aug-01 Normal 0.55 normal Seguimento ausente 27-Mar-02 | Normal 15.56 normal Seguimento | ausente
34 |nao| 32 136.52 | 19-Apr-01 3nic Livres 30-Aug-01 Normal 0.1 normal Seguimento ausente 25-Apr-02 | Normal 0.38 normal Seguimento | ausente
35 |nao | 34 10.48 25-Apr-01 3nic Livres 11-Oct-01 2nic 0.12 normal Seguimento ausente 21-Feb-02 | Normal 0.32 normal Seguimento | ausente
36 | nao| 30 149.69 | 11-Apr-01 3nic Livres 27-Sep-01 Normal 0.16 normal Seguimento ausente 21-Mar-02 | Normal 0.27 normal Seguimento | ausente
39 [sim| 32 23257 | 11-Apr-01 3nic Livres 23-Aug-01 3nic 0.1 normal Cone com alca normal 14-Mar-02 | Normal 0.55 normal Seguimento | ausente
41 | nao | 43 707.12 | 26-Apr-01 3nic Comprometidas| 13-Sep-01 3nic 38.73 normal HTA 3NIC
43 | nao | 33 2292.67 | 26-Apr-01 3nic Comprometidas| 16-Aug-01 2nic 9.93 normal Seguimento ausente 9-Apr-02 | Normal 8.8 normal Seguimento | ausente
45 | sim| 38 12.07 9-May-01 3nic Livres 20-Sep-01 3nic 36.87 eab biopsia normal 25-Apr-02 | Normal 0.83 ins Seguimento | ausente
46 | nao | 38 315.86 |17-May-01 3nic Comprometidas| 20-Sep-01 _Nor_mal _ 0.13 normal Seguimento ausente 25-Apr-02 | Normal 0.36 normal Seguimento | ausente
48 | nao | 48 59.67 17-May-01 3nic Comprometidas| 13-Sep-01 Mlcr\%nvasn 5.99 eab Cone com alca 3NIC 21-Feb-02 | Invasivo 15.13 eab HTA 3nic
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Idade | CH Il pre | Datada [Histolégico| Margens CO1° | CHII1° | Colposcopia Data 2° CO2° | CHII2° [ Colposcopia
Caso |Fumo| (anos) | conizagdo | conizagdo | docone | endocervicais | 1°retorno retorno retorno | 1°retorno Conduta Histoldgico | retorno retorno retorno 2° retorno Conduta |Histol6gico

49 | nao | 38 1778.95 |10-May-01 2nic Livres 20-Sep-01 Normal 0.3 normal Seguimento ausente 21-Mar-02 | Normal 0.39 normal Seguimento | ausente
50 |nao | 34 1.17 7-May-01 3nic Livres 5-Sep-01 Normal 0.12 normal Seguimento ausente 11-Apr-02 | Normal 0.53 normal Seguimento | ausente
51 | nao | 32 1606 5/7/01 3nic Livres 9/24/01 Ascus 0.12 eab biopsia normal

52 | nao | 29 25 5/2/01 3nic Comprometidas|  10/4/01 Ascus 0.49 normal Seguimento ausente

54 |sim| 31 855 5/7/01 3nic Livres 9/17/01 Normal 0.22 normal Seguimento ausente

56 | sim| 43 0.21 23-May-01 2nic Livres 20-Sep-01 Normal 0.25 ins Seguimento ausente 10-Jan-02 | Normal 0.36 ins Seguimento | ausente
58 |[sim | 40 1275 6/13/01 3nic Comprometidas| 10/30/01 Normal 0.32 normal Seguimento ausente

59 |[nao | 29 1729.67 |30-May-01 2nic Livres 27-Sep-01 Normal 0.31 normal Seguimento ausente 24-Apr-02 | Normal 0.34 normal Seguimento | ausente
62 | nao | 37 15.39 21-Jun-01 3nic Livres 25-Oct-01 Normal 0.15 pontilhado biopsia INIC 25-Apr-02 | Normal 0.35 normal Seguimento | ausente
65 | nao | 51 7.88 24-May-01 3nic Livres 20-Sep-01 Normal 0.09 normal Seguimento ausente 6-Jun-02 | Normal 0.38 normal Seguimento | ausente
67 | nao| 33 165.84 | 20-Jun-01 3nic Livres 25-Apr-02 | Normal 0.28 ins Seguimento | ausente
68 [sim| 31 8 31-may-01 3nic Livres 9/27/01 Normal 0.34 normal Seguimento ausente

70 | nao | 28 314 28-Jun-01 3nic Livres 25-Oct-01 Normal 0.12 pontilhado Seguimento ausente

77 |sim| 37 957.56 19-Jul-01 3nic Comprometidas| 11-Oct-01 Ascus 0.3 normal Seguimento ausente 16-May-02| Normal 0.43 normal seguimento | ausente
79 | nao | 27 13.94 | 16-Aug-01 2nic Livres 13-Dec-01 Normal 32.54 normal Seguimento ausente 17-Oct-02 | Normal 0.34 normal Seguimento | ausente
82 | nao | 49 7.93 19-Jul-01 3nic Comprometidas| 24-Jan-02 Normal 0.48 ins Seguimento ausente 25-Apr-02 | Normal 0.88 normal Seguimento | ausente
83 [sim| 49 633.58 6-Jun-01 3nic Livres 26-Sep-01 3nic 6.77 normal HTA 3nic

84 |nao | 32 3.87 13-Jun-01 2nic Livres 13-Dec-01 Ascus 0.35 normal Seguimento ausente 21-Mar-02 | Normal 0.29 normal Seguimento | ausente
85 |sim| 36 334.24 6-Jun-01 3nic Comprometidas| 4-Oct-01 3nic 1265.75 normal Cone com alca 3NIC 25-Apr-02 | Normal | 1079.52 normal Seguimento | ausente
87 |sim| 33 154.85 5-Jul-01 3nic Livres 25-Oct-01 Normal 0.1 normal Seguimento ausente 21-Feb-02 | Normal 0.33 normal Seguimento | ausente
88 | nao | 36 2 4-julol 3nic Livres 11/20/01 Normal 0.22 normal Seguimento ausente

90 |[nao | 37 6 28-jul-01 3nic Comprometidas| 10/25/01 Normal 2 normal Seguimento ausente

93 |nao | 27 11.28 27-Jun-01 3nic Livres 25-Oct-01 Normal 0.15 normal Seguimento ausente 21-Mar-02 | Normal 0.38 normal Seguimento | ausente
94 |nao | 29 0.41 5-Jul-01 3nic Livres 29-Nov-01 Normal 0.11 normal Seguimento ausente 11-Apr-02 | Normal 0.36 normal Seguimento | ausente
96 | nao | 28 363.02 | 19-Jul-01 3nic Comprometidas 16-May-02 | Normal 0.44 normal Seguimento | ausente
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Idade | CH Il pre | Datada [Histolégico| Margens CO1° | CHII1° | Colposcopia Data 2° CO2° | CHII2° [ Colposcopia
Caso |Fumo| (anos) | conizagdo | conizagdo | docone | endocervicais | 1°retorno retorno retorno | 1°retorno Conduta Histoldgico | retorno retorno retorno 2° retorno Conduta |Histol6gico
101 | sim | 27 167.22 | 19-Jul-01 3nic Livres 24-Jan-02 2nic 0.42 normal Seguimento ausente 25-Apr-02 | Normal 0.38 normal Seguimento | ausente
105 [ nao | 25 109.84 | 2-Aug-01 2nic Livres 13-Dec-01 Normal 0.21 normal Seguimento ausente
109 | nao | 34 17.32 16-Aug-01 3nic Livres 13-Dec-01 Normal 0.39 normal Seguimento ausente 11-Apr-02 | Normal 0.47 normal Seguimento | ausente
110 [ sim | 34 0.54 25-Jun-01 2nic Comprometidas 21-Feb-02 | Normal 0.3 normal Seguimento | ausente
115 | nao | 45 506.69 | 20-Sep-01 3nic Comprometidas 16-May-02 | normal 31.68 normal Seguimento | ausente
116 [ nao | 31 707 10-jan02 3nic Livres 5/16/02 Normal 21 normal Seguimento ausente
120 | sim | 38 128.68 6-Sep-01 3nic Comprometidas| 10-Jan-02 Normal 0.44 normal seguimento ausente 6-Jun-02 | Ascus 0.45 normal Seguimento | ausente
121 | sim | 32 1156 20-sept-01 2nic Livres 1/10/02 Normal 0.45 normal Seguimento ausente
127 | nao | 30 8.3 25-Jun-01 3nic Livres 16-May-02| Normal 0.42 normal Seguimento | ausente
129 | nao | 50 9.5 13-Aug-01 3nic Comprometidas| 10-Jan-02 Normal 0.38 normal Seguimento ausente 17-Oct-02 | Normal 0.48 normal Seguimento | ausente
130 | nao | 37 2.82 2-Sep-01 3nic Livres 25-Apr-02 | Normal 0.39 normal Seguimento | ausente
131 | sim | 26 1769.12 | 4-Oct-01 3nic Livres 8-Aug-02 | Normal 8.59 normal Seguimento | ausente
133 | nao | 28 1472.25 | 18-Oct-01 3nic Livres 21-Feb-02 Normal 0.36 normal Seguimento ausente 8-Aug-02 | Normal 0.32 normal Seguimento | ausente
136 | nao | 42 0.12 11-Oct-01 2nic Livres 25-Apr-02 Normal 0.35 normal Seguimento ausente 17-Oct-02 | Normal 0,32 normal Seguimento | ausente
137 [ sim | 30 184.82 | 11-Oct-01 3nic Livres 25-Apr-02 3nic 1041.71 normal Seguimento ausente 5-Sep-02 3nic 549.57 normal prenatal ausente
139 [ nao | 22 0.13 18-Jun-01 3nic Livres 18-Oct-01 Normal 0.25 normal Seguimento ausente 8-Aug-02 | Normal 0.22 normal Seguimento | ausente
140 | sim | 39 36.01 12-Nov-01 2nic Livres 8-Aug-02 | Normal 97.21 normal Seguimento | ausente
142 | nao | 47 539.73 | 10-Jan-02 3nic Livres 25-Apr-02 Normal 0.33 normal Seguimento ausente 23-Jan-03 | normal 0.34 normal Seguimento | ausente
143 | sim | 46 7.37 19-Nov-01 3nic Livres 14-Mar-02 3nic 6.12 normal Cone com alca 3nic 31-Oct-02 | Normal 7.87 normal Seguimento | ausente
148 | nao | 27 1930 4/11/02 2nic Livres 8/8/02 Normal 0.89 eab Seguimento ausente
155 | sim | 45 1 5/16/02 3nic Livres 11/21/02 Normal 0.22 normal Seguimento ausente
158 | nao | 34 172.75 [16-May-02 3nic Comprometidas| 5-Sep-02 Ascus 0.37 normal Seguimento ausente 5-Jun-03 | Normal 0.38 normal Seguimento | ausente
Novo cone
comalga- [microinvasi
159 [ sim | 40 444.66 6-Jun-02 3nic Comprometidas 12-Jun-03 | 3nic 80.74 normal  |indicado HTA| Vo
160 | sim | 46 599.94 6-Jun-02 3nic Comprometidas| 5-Sep-02 3nic 37.69 normal Cone com alca 3NIC
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Idade | CH Il pre | Datada [Histolégico| Margens CO1° | CHII1° | Colposcopia Data 2° CO2° | CHII2° [ Colposcopia
Caso |Fumo| (anos) | conizagdo | conizagdo | docone | endocervicais | 1°retorno retorno retorno | 1°retorno Conduta Histoldgico | retorno retorno retorno 2° retorno Conduta |Histol6gico
164 | sim | 46 105.59 [16-May-02 3nic Livres 5-Sep-02 Normal 0.32 normal Seguimento ausente | 15-May-03| Normal 1.04 ins Seguimento | ausente
165 | sim | 26 415.45 6-Jun-02 3nic Comprometidas| 5-Sep-02 Ascus 0.33 normal Seguimento ausente 9-Jan-03 | normal 3.28 normal Seguimento ausente
166 | nao | 26 78.78 | 16-May-02 2nic Livres 5-Sep-02 Normal 0.35 normal Seguimento ausente | 15-May-03| Normal 0.72 eab kg?;vsilc?a 2nic
167 | nao | 27 664.72 |16-May-02 3nic Livres 12-Sep-02 Normal 431 normal Seguimento ausente | 15-May-03| Normal 3.44 normal Seguimento | ausente
169 | sim | 36 48.96 11-Jul-02 3nic Livres 16-Jan-03 normal 0.46 normal Seguimento ausente 10-Jul-03 | Normal 1.19 ins seguimento | ausente
173 | sim | 42 570.92 | 15-Apr-02 3nic Livres 3-Jul-03 | normal 0.35 seguimento ausente
174 | nao | 36 32.9 6-Jun-02 3nic Comprometidas| 5-Sep-02 Normal 0.3 normal Seguimento ausente 5-Jun-03 | Normal 0.33 ins Seguimento | ausente
176 | sim | 36 84.44 6-Jun-02 3nic Livres 5-Sep-02 Normal 0.33 normal Seguimento ausente 5-Jun-03 | Normal 0.35 normal Seguimento | ausente
181 | nao | 39 50.12 11-Jul-02 3nic Livres 16-Jan-03 Normal 0.26 normal Seguimento ausente 10-Jul-03 | Normal 0.33 normal Seguimento | ausente
181 | nao | 39 50 7/11/02 3nic Livres 1/16/03 Normal 0.45 normal Seguimento ausente 10-jul-03 | Normal 0.12 normal Seguimento | ausente
182 | nao | 27 59.18 12-Aug-02 3nic Livres 6-Feb-03 Normal 0.41 normal Seguimento ausente 14-Aug-03 | Normal 0.26 normal Seguimento | ausente
182 | nao | 27 59 8/12/02 3nic Livres 2/6/03 Normal 0.33 normal Seguimento ausente 14-aug-03 | Normal 0.55 normal Seguimento | ausente
184 | sim | 27 0.56 28-Jun-02 3nic Livres 9-Jan-03 Normal 0.46 normal Seguimento ausente 26-Jun-03 | Normal 0.27 normal seguimento | ausente
184 | sim | 27 0.56 7/28/02 3nic Livres 1- sept -03 Normal 0.21 normal Seguimento ausente 26-jun-03 | Normal 0.89 normal Seguimento | ausente
186 | sim | 28 234.12 | 20-Jun-02 3nic Livres 5-Dec-02 Normal 0.31 normal Seguimento ausente 12-Jun-03 | Normal 0.27 normal Seguimento | ausente
189 | nao | 38 1581.91 | 11-Jul-02 3nic Livres 16-Jan-03 normal 640.6 ins Seguimento ausente 3-Jul-03 3nic 358.9 ins l\lc%\é?acltz:ge 2nic
193 | nao | 37 1576.54 |12-Aug-02 3nic Livres 28-Aug-03 | Normal 0.4 eab biopsia 1nic
194 | nao | 38 196.69 |[19-Aug-02 3nic Comprometidas| 20-Feb-03 normal 0.45 normal seguimento ausente 14-Aug-03 | Normal 0.74 normal Seguimento | ausente
195 | nao | 29 431 5-Sep-02 3nic Livres 6-Mar-03 normal 0.78 normal seguimento ausente 11-Sep-03 | Normal 0.56 normal Seguimento | ausente
196 [ nao | 35 144.23 | 20-Jun-02 3nic Comprometidas| 5-Dec-02 Normal 11.6 normal Seguimento ausente 12-Jun-03 | Normal 0.24 normal seguimento | ausente
197 [ nao | 20 1.46 26-Aug-02 3nic Livres 27-Feb-03 normal 0.33 normal Seguimento ausente | 28-Aug-03 | Normal 0.44 normal Seguimento | ausente
214 | nao | 32 23.56 23-Sep-02 3nic Livres 27-Mar-03 Normal 0.78 normal Seguimento ausente 18-Sep-03 | Normal 0.36 normal Seguimento | ausente
217 | nao | 38 139.04 | 16-Sep-02 3nic Livres 8-May-03 | Normal 0.48 normal seguimento | ausente
218 | nao | 60 206.15 | 16-Sep-02 3nic Comprometidas| 13-Mar-03 Normal 0.26 ins seguimento ausente 18-Sep-03 | Normal 0.51 ins Seguimento | ausente
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