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RESUMO

A infeccdo genital por HPVs de alto risco (HR-HPV) oncogénicos é fator de risco importante
ao desenvolvimento do cancer de colo de Utero. A partir da deteccdo do virus por exames de
rastreio e investigacdo de biomarcadores imuno-histoquimicos de altera¢do do ciclo celular,
como proteina p16™K4 possibilita-se melhor reprodutibilidade diagndstica e condugéo
terapéutica. As mulheres privadas de liberdade apresentam significativa incidéncia de infeccédo
por HPV, sendo a utilizacdo dos biomarcadores possivel ferramenta de triagem para melhor
diagnostico, ao ser observada a quantificacdo de alteracdo a nivel celular e, a partir desses
valores, ser realizada associacdo a demais apresentacdes clinicas. Objetivo: Visa-se associar 0s
resultados da deteccdo de HPV de alto risco em mulheres privadas de liberdade com a
superexpressdo do marcador proteina p16'NK%  observada através dos exames
imunocitoquimicos. Métodos: Estudo observacional, transversal, descritivo, analitico e
epidemioldgico de prevaléncia do diagnostico de infeccdo por HPV, do qual participaram 268
Mulheres Privadas de Liberdade (MPL) no estado do Amazonas (AM), que foram submetidas
a autocoleta utilizando o dispositivo Coari® e Teste Cobas® 4800 HPV CTNG (Roche®). As
pacientes com resultado HPV positivo foram submetidas a colpocitologia em meio liquido,
colposcopia, avaliagdo da imunocitoquimica através da proteina p16'"N%% e bidpsia, quando
indicado. Resultados: Das 268 mulheres avaliadas, a idade variou de 19 a 64 anos (média +
desvio padrdo: 33,5 + 9,1 anos). O HPV foi detectado em 66 (24,6%) das mulheres. Duas
mulheres apresentaram leséo de alto grau e 13 de baixo grau, no histopatol6gico. Oito mulheres
apresentaram alteragdo na colpocitologia e 32 (64%) na superexpressdo da proteina p16'NK4,
Conclusdo: A prevaléncia de HPV na MPL foi elevada e que essa populagdo carceraria
apresenta caracteristicas peculiares com maior prevaléncia de outros tipos de HPV de alto. A
superexpressdo p16'™N%4 foi positiva — demonstrando dados inéditos na populagéo carceraria —,
porém, apresenta limitacdes dos resultados e, consequentemente, do seu uso isoladamente.

Palavras-chave: HPV, cancer de colo do Utero, imunocitoquimica.

ABSTRACT

The genital infection by oncogenic high-risk HPVs (HR-HPV) is an important risk factor for
the development of cervical cancer. The detection of the virus by screening tests and
investigation of immunohistochemical biomarkers of cell cycle alteration, such as p16INK4a
protein, allows better diagnostic reproducibility and therapeutic management. Women deprived
of liberty have a significant incidence of HPV infection, and the use of biomarkers can be a
screening tool for better diagnosis, by observing the quantification of changes in cellular level
and, from these values, be performed association with other clinical presentations. Objective:
The aim is to associate the results of high-risk HPV detection in women deprived of liberty with
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overexpression of the protein marker p16INK4a observed through immunocytochemical tests.
Methods: Observational, cross-sectional, descriptive, analytical and epidemiological study of
prevalence of HPV infection diagnosis, in which 268 Women Deprived of Liberty (MPL) in
the state of Amazonas (AM) participated, who underwent self-collection using the Coari®
device and Cobas® 4800 HPV CTNG Test (Roche®). Patients with positive HPV result
underwent liquid-based colpocytology, colposcopy, immunocytochemical evaluation using
pl6INK4a protein and biopsy when indicated. Results: Of the 268 women evaluated, age
ranged from 19 to 64 years (mean [J standard deviation: 33.5 [J 9.1 years). HPV was detected
in 66 (24.6%) of the women. Two women had high-grade and 13 low-grade lesions on
histopathology. Eight women presented alteration in colpocytology and 32 (64%) in p16INK4a
protein overexpression. Conclusion: The prevalence of HPV in MPL was high and that this
prison population has peculiar characteristics with higher prevalence of other high HPV types.
The pl6INK4a overexpression was positive - demonstrating unpublished data in the prison
population - however, it presents limitations of the results and, consequently, of its use alone.

Keywords: HPV, cervical cancer, immunocytochemistry.

1 INTRODUCAO

O cancer do colo de Utero é a quarta neoplasia mais frequente do mundo, sendo
estimados 570.000 casos novos anualmente, com risco de incidéncia de 15,1/100.000 mulheres.
No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer José de Alencar Gomes da Silva -
INCA, essa neoplasia ¢ a terceira mais frequente na populacéo feminina®, estimando-se 6.596
6bitos no ano de 20192. Desses 6bitos, estima-se que 906 sejam referentes a regido Norte, com
maior prevaléncia no Amazonas, estimando-se 18,77 Obitos e 32,13 casos a cada 100.000
mulheres no estado?, sendo de suma importancia a reprodutibilidade diagnostica precoce e
direcionada para reducéo de tais indices e melhora da qualidade de vida das pacientes.

Sabe-se que, entre os fatores de risco de desencadeamento do cancer cervical, a infeccao
pelo Papiloma Virus Humano (HPV) recebe destaque, estimando-se a existéncia de 40 tipos
virais que infectam o trato genital feminino. Os tipos sdo classificados em baixo (LR-HPV) ou
alto risco (HR-HPV) oncogénico, como o 16 e o 18, responsaveis por 70% dos tumores®. Vale
ressaltar que a contaminacgdo por HPV pode ocorrer de forma concomitante por mais de um
subtipo viral (em torno de 40% das infecc¢des), evidenciando-se assim a importancia da tipagem,
uma vez que os classificados como alto risco participam da fisiopatogenia para o
desenvolvimento da neoplasia®.

As mulheres privadas de liberdade (MPL) necessitam de diferentes abordagens de
rastreio pelo acesso restrito aos servicos de saude, visto que os déficits de infraestrutura no
sistema de satde e da eficacia do rastreio, somados a dificuldade de acesso ao tratamento®, estdo

intimamente relacionados a maior incidéncia e mortalidade da neoplasia cervical. Nesse
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cenario, aponta-se a incidéncia de infeccdo por HPV de alto risco oncogénico nas MPL, que
possuem outras particularidades como: multiparidade, presenca de doencas sexualmente
transmissiveis, multiplos parceiros, entre outros®.

No tocante aos exames de rastreio convencionais, citam-se: a colpocitologia e suas
limitacGes associadas (baixa reprodutibilidade e o alto indice de falso negativo) e a citologia de
meio liquido, a qual permite a realizacdo simultanea do diagnostico molecular do HPV, de
forma a facilitar a triagem, descartando a necessidade de uma nova convocagio®. O Teste de
DNA HPV, embora utilizado na pratica com menor frequéncia, apresenta destacada
importancia pela possibilidade de estimativa de risco para lesdo de alto grau, dado que o HPV
de alto risco esta presente em 100% dessas lesbes e diretamente relacionado ao risco de
cancer'®. A partir disso, a autocoleta tem se demonstrado como uma alternativa de alta acuracia
e sensibilidade como método de rastreio para infeccdo por HPV de alto risco em populacéo de
dificil acesso, como as MPL>7811-16,

A nivel molecular, a persisténcia pelo HPV induz modifica¢bes na célula infectada,
resultando na expressao da proteina supressora p16. Estudos apontam que a associa¢do do Teste
DNA HPV com pl16 positivo é fator de indicacdo a realizagdo da colposcopia. Embora a
sensibilidade desses testes seja similar, os marcadores moleculares apresentam maior
especificidade pela identificacido de desordem no ciclo celular!’. Por essa razéo, talvez a
utilizacdo dos marcadores como p16 seja uma alternativa para as mulheres que apresentam HPV
com colpocitologia anormal para reduzir o falso positivo®. Nesse contexto, a realizagio da
imunocitoquimica pode determinar quem realmente necessita de colposcopia, diminuindo
duvidas diagnosticas, evitando praticas invasivas e reduzindo a ansiedade de pacientes com
indicagdo!®20:2L,

Diante disso, visa-se analisar o rastreio de lesdes precursoras e de cancer de colo uterino
através da pesquisa de HPV a partir de amostras autocoletadas em MPL, descrever as alteracdes
no exame colpocitolégico em meio liquido entre as mulheres com infeccdo para HPV e a
frequéncia da superexpressdo da proteina p16'"™%% no exame imunocitoquimico, além de

descrever as caracteristicas dos exames de colposcopia e histopatologia das pacientes avaliadas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional, analitico, epidemiolégico e descritivo
da frequéncia da superexpressio da proteina p16™K4 a partir do diagnostico de HPV de

amostras autocoletadas em mulheres privadas de liberdade no Amazonas. Este projeto faz parte
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do trabalho de doutorado intitulado “AUTOCOLETA E TESTE DE DNA HPV COMO
METODO DE RASTREAMENTO DE CANCER DE COLO UTERINO EM MULHERES
PRIVADAS DE LIBERDADE NO AMAZONAS” da pesquisadora Hilka Flavia Barra do
Espirito Santo Alves Pereira, realizado pelo Programa de P6s Graduagcdo em Ginecologia,
Obstetricia e Mastologia da Universidade Estadual Paulista “Julio De Mesquita Filho” —
Faculdade De Medicina de Botucatu — Unesp, orientado pelo Prof. Dr. Agnaldo Lopes da Silva
Filho e coorientado pela Dra. Katia Luz Torres Silva.

2.2 PROCEDIMENTOS DE COLETA DE DADOS

As mulheres pertenciam ao sistema prisional feminino do Amazonas (AM), composto
por regime fechado, provisorio e semiaberto/aberto. Ao todo, 281 mulheres participaram da
pesquisa, tendo sido recrutadas de junho de 2019 a setembro de 2020. Foram incluidas as
mulheres sexualmente ativas e que aceitaram participar da pesquisa ap0s a anuéncia obtida com
0 Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). Foram excluidas as mulheres gravidas,
menstruadas no momento do exame, histerectomizadas e com contraindicacao para autocoleta,
seja por conta de uso de creme vaginal ou por conta de estenose vaginal.

As mulheres foram orientadas a realizar a autocoleta com o dispositivo Coari® Kolplast
seguindo todas as especificacdes do fabricante. A coleta dos dados e recolhimento das amostras
autocoletadas foram realizados pelos pesquisadores no proprio sistema prisional em ambiente
privado (banheiro). As amostras autocoletadas foram conservadas a seco em temperatura de 2°
a 8° graus, por 15 dias, até 0 momento do envio para o laboratério do Instituto de Pesquisa em
Oncologia Ginecoldgica (IPOG), em Séo Paulo (SP), para analise de deteccdo e genotipagem.

As mulheres com HPV detectavel foram submetidas a coleta por trés profissionais
médicos, para a realizacdo de colpocitologia em meio liquido e imunocitoquimica com
avaliacio da proteina p16™K4. Os exames foram seguidos pela anélise colposcopica e bidpsia,
de acordo com os achados da colposcopia realizada no préprio sistema prisional. As mulheres
com HPV cujo resultado foi inconclusivo e negativo pelo Teste Cobas® 4800 HPV CTNG
(Roche®) néo realizaram as propedéuticas de triagem, tais como colpocitologia em meio
liquido, colposcopia, imunocitoquimica e bidpsia.

Posteriormente, o laudo da colpocitologia em meio liquido foi baseado na nomenclatura
brasileira para laudos citopatoldgicos cervicais (2012)%2, e as amostras foram processadas de
acordo com as orientagdes do fabricante (sistema ThinPrep).

As imunocoloracdes com os anticorpos p16'™K42 (JC2) Mouse Monoclonal Antibody, em

diluicdo 1:100 (Cell Marque) ready to use, foram feitas de forma semiautomatizada, com
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utilizacdo do Kit EnVision Flex Mini Kit (DAKO, Dinamarca), de 100 ml de DAB (Substrate
workink solution mix) e contra coloragdo com hematoxilina de Harris, sendo considerado
positivo para p16'NK4 os esfregacos que apresentaram 20 ou mais células coradas em padrio
nuclear e citoplasmatico?>24,

Ja a terminologia colposcopica de colo Gtero utilizada para os laudos foi dada pela
Internacional Federation for Cervical Pathology and Colposcopy (IFCPC) (2011)%, sendo
realizada por trés especialistas diferentes. Os fragmentos teciduais obtidos por bidpsia orientada
por colposcopia foram fixados em formol tamponado a 10%, e submetidos a processamento
tecidual padrdo com obtencéo final de laminas coradas pela Hematoxilina-Eosina (HE).

As variaveis clinicas avaliadas pelo questionario aplicado pela equipe foram: idade, os
achados da colpocitologia em meio liquido, achados colposcépicos, resultado histopatoldgico
e imunocitoquimica pela superexpressao p16'N<4,

Analise estatistica

Os dados foram apresentados por meio de tabelas e figuras. O tamanho amostral
utilizado foi baseado em uma amostra de conveniéncia. As varidveis quantitativas foram
descritas pela média e desvio padrdo, as quais foram avaliadas pela frequéncia absoluta e
relativa. Para a verificacdo da associagdo entre variaveis gqualitativas, foi usado o teste exato de

Fisher26-28,

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 281 mulheres elegiveis para o estudo, 12 foram excluidas por serem
histerectomizadas e uma por estar gravida. Foram incluidas 268 MPL para a realizacao do teste
de DNA HPV associado a autocoleta, com idade variando de 19 a 64 anos (33,5 + 9,1 anos).
Devido a pandemia perderam seguimento 16 mulheres, sendo recrutadas 50 mulheres com HPV
detectavel que tinham idade média de 29,8 anos + 6,7 anos. Estas foram submetidas as
propedéuticas de rastreio e triagem, sendo que 22 mulheres foram submetidas a bidpsia —
realizando exame histopatologico —, de acordo com os critérios de idade e das imagens
sugestivas de alto e baixo grau.

Foi verificada associacdo entre a faixa etaria e a presenca do HPV. A chance de detec¢édo
de HPV entre as mulheres com idade de 18 a 25 anos foi de 8,4 vezes maior do que aquelas
com idade entre 42 a 49 anos (IC 95%:1,880,7 p=0,03). Além disso, as mulheres com a idade
entre 26 e 33 anos apresentaram uma chance de deteccdo 5,8 vezes maior
(1C95%:1,353,5p=0,01) do que aquelas na faixa etaria de 42 a 49 anos. Nao houve associagéo

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 6, n. 2, p.6584-6598, mar./apr., 2023



Brazilian Journal of Health Review
ISSN: 2595-6825

6590

entre 0 uso de preservativo, nimero de parceiros, idade da primeira relacdo sexual com maior
risco para deteccdo de HPV — dados estes que divergem da literatura.

O HPV foi detectado em 66 (24,6%) das mulheres, sendo verificado o HPV16 em 12
(4,5%) delas, HPV18 em 3 (1,1%), outros tipos de HPV de alto risco em 51 (77,3%), resultados
inconclusivos totalizaram 21 (7,8) e negativos em 181 (67,5%) das mulheres (Tabela 1). Essa
prevaléncia pode ser considerada elevada quando comparada a estudos realizados no sistema
prisional de outros estados brasileiros®?**°, A elevada incidéncia de IST — como o HPV —, no
sistema penitenciario, pode ser atribuido a faixa etaria de mulheres jovens fazendo parte do
sistema prisional, a maior vulnerabilidade, devido aos riscos do carcere — como a relacao sexual
desprotegida nesse ambiente —, aumento da taxa de aprisionamento feminino, superlotacéo e,

ainda, as possibilidades de violéncia a qual sdo expostas3>-33,

Tabela 1 — Distribui¢do segundo a frequéncia dos tipos de HPV em amostras autocoletadas em MPL no
Amazonas (Brasil), no periodo de junho de 2019 a setembro de 2020

Tipo do HPV n =66 (%)
HPV 16 12 (18,2)
HPV 18 3 (4,5)
Outros tipos de alto risco de HPV 51 (77,3)

Legenda:
HPV: Papilomavirus Humano;
N: nimero de mulheres.
Fonte: Do autor (2021).

Em relacédo aos tipos de HPV nas 66 mulheres com HPV detectavel, 51 (77,3%) delas
apresentaram outros tipos de HPV de alto risco - 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 -
(Tabela 1). Embora com populacdo diversificada da avaliada no presente estudo, dados
encontrados em uma pesquisa realizada entre indias Yanomami verificou que o HPV 16
apresentou a prevaléncia de 9,5%. Nesta pesquisa, verificou-se também a prevaléncia do HPV
31, que foi de 8,8%, enquanto o do HPV 68 foi de 3,8% — sendo ambos de outros tipos de HPV
de alto risco®.

O estudo de Torres et al. (2018)8, realizado na cidade de Coari, interior do Amazonas,
também se utilizou da autocoleta, no qual o HPV mais frequente foi o tipo 51 (1,94%),
demonstrando, com isso, que a populacdo da regido norte tem caracteristicas peculiares e
merece um olhar diferenciado para o rastreio. Outros estudos ndo exploram este tipo de
populacéo, onde os tipos virais mais frequentes sdo 0s outros tipos de HPV de alto risco, como
16 e 187'10’34’35'.
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Em relacdo a colpocitologia, apresentou oito alteracdes citoldgicas e 15 alteracdes
histopatoldgicas sendo duas lesbes de alto grau e trés lesdes de baixo grau (Tabela 2). Na
casuistica, foram identificadas, na colpocitologia em meio liquido, 42 mulheres (84%) que
apresentaram o resultado sem alteracfes (Tabela 2), apesar de o teste de DNA HPV ter sido
positivo, podendo se tratar de infeccdo latente, onde o teste de biologia molecular é positivo e
0S outros testes sdo negativos como a colpocitologia e a colposcopia. Estes dados sé&o
discordantes de Darlin et al. (2013)%%, que demonstraram que a sensibilidade da autocoleta e da
colpocitologia foram similares.

A baixa sensibilidade da colpocitologia identificada foi demonstrada por outros
estudos®®143"- podendo ser reflexo do clearence de mulheres imunocompetentes, que ocorre
em 90% dos casos, determinando, com isso, uma dificuldade para o rastreio adequado. Ainda
na casuistica, 35 mulheres apresentaram infeccdo latente, sendo que somente 15 mulheres
apresentaram alteracdes histopatoldgicas, podendo se tratar de infeccdo latente e, dessa forma,

n&o sendo possivel determinar que essa metodologia n&o apresentou acuracia®-3%,

Tabela 2 — Associacdo entre o teste de DNA HPV detectavel com a colpocitologia, colposcopia,
anatomopatologia e imunocitoquimica em MPL no Amazonas (Brasil)

Teste HPV
Variével Total P-valor
n =50 (%) HPV 16 HPV 18 HPV/outros n
n=7 (%) n =2 (%) =41 (%)
Concluséo da colpocitologia 0,129
ASCUS 5 (10) 1(14,3) 0(0,0) 4(9,8)
LISL 2 (4,0) 1(14,3) 0 (0,0 1(2,4)
HSIL 1(2,0) 1(14,3) 0 (0,0 0 (0,0
Negativo para células malignas 42 (84) 4 (57,1) 2 (100) 36 (87,8)
Conclusao da colposcopia 0,067
Inadequada 1(2,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(2,4)
Sem leséo 22 (44,0) 1(14,3) 0(0,0) 21 (51,2)
Sugestiva lesdo de alto grau 13 (26,0) 2 (28,6) 0(0,0) 11 (26,8)
Sugestiva lesdo de baixo grau 14 (28,0) 4 (57,1) 2 (100,0) 8 (19,5)
Concluséo da histopatoldgico 0,024*
Cervicite cronica com metaplasia 3 (6) 0(0,0) 1(50,0) 2 (4.9)
escamosa
Leséo de alto grau 2(4) 1(14,3) 0(0,0) 1(2,4)
Lesdo de baixo grau 13 (26) 3(42,9) 0(0,0) 10 (24,4)
Sem alteracBes 4 (8) 2 (28,6) 0(0,0) 2 (4,9
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Nao realizou bidpsia 28 (56) 1(14,3) 1 (50) 26 (63,4)
P16'NK42 (Imunocitoquimica) 0,473
Negativa 18 (36,0) 1(14,3) 1 (50,0) 16 (39,0)
Positiva 32 (64,0 6 (85,7) 1 (50,0) 25 (61,0)
Legenda:

*Teste Exato de Fisher significante ao nivel de P<0,05;
ASCUS: Atipias de Células Escamosas de Significado Indeterminado;
HPV: Papilomavirus Humano;

HSIL: Les&o intraepitelial de alto grau;

LISL: Lesdo intraepitelial de baixo grau;

N: numero de mulheres.

Fonte: Do autor (2021).

A proteina p16'"N%4 é um inibidor quinase que regula a divisdo celular e funciona como
supressor de tumor?®4%. No estudo, a superexpressio da proteina p16'NK4 detectada por
imunocitoquimica foi positiva em 64% das mulheres, contudo, somente duas delas foram
diagnosticadas com lesdo de alto grau, demonstrando que nédo teve valor. Tais resultados
deixam guestionamentos, que se traduzem em lacunas a serem respondidas em novas pesquisas,
uma vez que a populacdo estudada apresenta caracteristicas ndo descritas em estudos
anteriores?®214%

A dupla marcagdo é a técnica mais utilizada®*424% que avalia a super expressdo da
proteina p16'™K4¢ e do marcador de proliferacio celular Ki67 simultaneamente, como
demonstrado por Prigenzi et al. (2018)*° em seu estudo, onde as mulheres com cancer cervical
apresentaram associacdo com o HPV de alto risco, sendo indicado para decisdo em casos
duvidosos como ASCUS, metaplasia. A casuistica demonstrou a possibilidade de realizacdo da
marcacdo separadamente — como realizado neste estudo —, porém, apresenta indicacao
limitada*+°-,

O padrdo-ouro para o diagndstico para lesdes precursoras € realizado através do exame
histopatoldgico, apos a realizacdo de colposcopia de mulheres que apresentaram alteracdes na
colpocitologia ou teste molecular®4’-. A colposcopia, na casuistica, identificou 27 mulheres
com imagens sugestivas de lesdo de baixo e alto grau, sendo realizada a biopsia em 22 delas e
em cinco ndo, devido a faixa etaria abaixo de 25 anos.

O resultado histopatoldgico demonstrou que essa populagéo apresentou prevaléncia de
6,79% de lesdes de baixo e alto grau, sendo que 2 (3,1%) mulheres apresentaram leséo de alto
grau e 13 (24,6%) de baixo grau. Dados similares com outros estudos foram encontrados*®,
pois em torno de 10% das les6es relacionadas com HPV evoluem para lesdes precursoras e

cancer de colo uterino*®-.
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4 CONCLUSAO

A autocoleta é uma alternativa para a populagdo com dificuldade de acesso ao sistema
de salde, seja por problemas de infraestrutura no setor, por constrangimento, medo ou
preconceitos culturais. A realizacdo da autocoleta pode eliminar essas barreiras, facilitando o
diagnostico precoce do HPV e, consequentemente, das lesbes precursoras, evitando, dessa
maneira, a evolucdo para o cancer de colo uterino.

O estudo concluiu que a prevaléncia de HPV na MPL foi elevada e que essa populagdo
carceraria apresenta caracteristicas peculiares com maior prevaléncia de outros tipos de HPV
de alto. A superexpressdo p16'™NK% foi positiva — demonstrando dados inéditos na populagéo
carceraria —, porém, apresenta limitacBes dos resultados e, consequentemente, do seu uso
isoladamente.

Portanto, os dados encontrados abrem uma perspectiva de utilizacdo da autocoleta,
favorecendo o rastreio mais amplo para a populacdo de dificil acesso, como no caso das MPL,
melhorando e facilitando o diagnéstico precoce de lesdes precursoras do cancer de colo uterino,
oferecendo tratamento adequado e personalizado e, consequentemente, diminuicdo da

incidéncia de cancer de colo uterino.
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