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Resumo
O cancer de colo uterino apresenta-se como a principal neoplasia do trato genital
feminino no Brasil, sendo o HPV fator essencial para a carcinogénese. O programa
brasileiro de rastreamento propde a citologia oncoldgica cervical convencional como
principal método para detectar o cancer do colo uterino, apesar da sua baixa
sensibilidade. Os fatores de risco associados ao contagio do HPV sao desprezados e nao
contamos com uma ferramenta biomolecular que possa incrementar o programa oferecido
pelo Ministério da Saude. O objetivo desse trabalho foi verificar se os fatores de risco para
o cancer de colo uterino podem contribuir com a citologia oncoldgica cervical
convencional para aumentar a sensibilidade diagnéstica e avaliar se 0 RNAm Indoleamine
2,3 dioxigenase (IDO) e 0 RNAmM CDKN2A/pl16 podem incrementar a capacidade
diagndstica dessa neoplasia. A andlise de regressao logistica foi baseada nas variaveis
clinicas (fatores de risco), citoldgicas e biomoleculares a fim de buscar uma associacao
com o resultado anatomopatol6gico. A proporcao de variagdo explicada (PVE) por cada
uma das variaveis estudada foi calculada pela formula &mega, enquanto que a
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e o valor preditivo negativo foram
calculados pelas formulas de Galen e Gambino. Concluimos que o uso do contraceptivo
oral mostrou um maior poder de predicao de lesdes de alto grau em relacédo aos demais
fatores de risco, e que tanto a RNAmM IDO quanto o RNAmM CDKN2A/p16 poderem auxiliar

no rastreamento do cancer de colo uterino, seja quando usados de forma isolada, seja



conjuntamente com a citologia cervical convencional, elevando sua sensibilidade e
mantendo uma consideravel especificidade.
PALAVRAS-CHAVE: Neoplasias do Colo do Utero ; Lesdes Pré-Neoplasicas; HPV;
Citologia; Fatores de risco; colposcopia; Neoplasia Intraepitelial Cervical; fator

prognostico; genes p16; Indoleamine 2,3-dioxygenase; IDO
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ABSTRACT
The cervical cancer is the first cancer of the female genital tract in Brazil and HPV is
essential factor for carcinogenesis. The Brazilian program tracking proposes conventional
cervical cytology as the primary method to detect cervical cancer, despite its low
sensitivity. Risk factors associated with the spread of HPV are despised and not rely on a
biomolecular tool that can increase the program offered by the Ministry of Health. The aim
of this study was to determine whether the risk factors for cervical cancer may contribute
to the conventional cervical cytology to increase diagnostic sensitivity and assess whether
the mRNA indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) and mRNA CDKN2A / p16 may increase
the diagnostic yield of this neoplasm. The logistic regression analysis was based on
clinical variables (risk factors), cytological and biomolecular to seek an association with
pathological results. The proportion of explained variance (PVE) for each variable studied
was calculated by the formula omega, whereas the sensitivity, specificity, positive
predictive value and negative predictive value were calculated by the formulas of Galen
and Gambino. We conclude that oral contraceptive showed greater predictive power of
high-grade lesions compared to other risk factors, and that both the IDO mRNA as
CDKN2A mRNA / p16 may help screening of cervical cancer, either when used alone, or
in conjunction with conventional cervical cytology, increasing their sensitivity and

maintaining a considerable specificity.

KEYWORDS: Cervical Cancer; Pre-Neoplastic lesions; HPV; cytology; Risk factors;
colposcopy; Cervical intraepithelial neoplasia; prognostic factor; p16 genes; CDKN2A,

Indoleamine 2,3-dioxygenase; IDO
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1. Introducéo

1.1 Cancer de Colo Uterino

O céancer do colo do Utero € o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres no
mundo, com 527 mil novos casos registrados em 2013 (INCA, 2014). Esse cancer foi
responsavel pelo dbito de 265 mil mulheres em 2012; sendo que 87% deles ocorreram em
paises em desenvolvimento (OMS, 2013). No Brasil, o cancer de colo uterino é a principal
neoplasia maligna do trato genital feminino e a terceira mais frequente nas mulheres,
precedido pelo cancer de mama, colon e reto (INCA, 2014).

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA), em 2014, serao esperados cerca de 15.590 casos novos de cancer do colo do
atero no Brasil, com um risco estimado de 15,33 casos a cada 100 mil mulheres. Apesar
das altas taxas de incidéncia, o cancer de colo uterino pode ser considerado uma doencga
evitavel, uma vez que a evolugcédo de uma lesao precursora ao carcinoma propriamente
dito é longa; assim, com o diagndstico e o tratamento precoce das lesdes pré-neoplasicas
as taxas de cura séo altas (Berek, 2012).

A relacdo do Papiloma Virus Humano (HPV) com cancer de colo uterino e suas lesées
precursoras estd bem estabelecida e demonstrada por pesquisas realizadas nas ultimas
décadas. Sabe-se que essa neoplasia pode estar associada a infec¢ao por varios
tipos de HPV, em quase todos os casos (Abréo, 1995).

A partir da década de 70, com a descoberta da associac&o dos diversos subtipos de HPV
com as lesdes pré-invasivas e invasivas do colo uterino, a etiologia viral da neoplasia

pareceu confirmar-se e, diante disso, determinados subtipos de HPV, como 16, 18, 31,
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33, 35 e 39, seriam 0s agentes necessarios, apesar de nao suficientes, para o
desenvolvimento do carcinoma do colo uterino (Haghshenas M, 2013; Richart, 1993).
Esses virus teriam uma alta transmissao sexual e seriam responsaveis pela alta
incidéncia das lesdes pré-invasivas do colo uterino (Kjaer SK, 2001; Richart,1993).
Estudos demonstraram a presenca de particulas do virus em mais de dois tercos dos
casos de cancer do colo uterino, em suas fases invasoras e intra-epiteliais (Richart,1993;
Winer, R.L, 2003). Dos varios sorotipos virais, 0os de niumero 16 e 18 sdo os mais
frequentemente detectados nas células com atipias importantes. Pelos conhecimentos
atuais, admite-se que o HPV atue no DNA celular de varias maneiras: integrando-se ao
genoma das células hospedeiras, ativando alguns genes supressores tumorais,
promovendo instabilidade genémica, aumentando a atividade da telomerase, promovendo
evasao imune e outros eventos moleculares que séo capazes de induzir modificacdes na
morfologia e no comportamento da célula normal (Sapp, 2009).

A carcinogénese cervical é um processo progressivo que leva a transformacao dos
tecidos cervicais normais, a partir da evolucao das neoplasias intra-epiteliais cervicais
(NICs) grau 1 ao grau 3, ao cancer (larc, 2007). Atualmente, os mecanismos pelos quais
0s oncogenes do HPV induzem o processo de carcinogénese cervical ainda néo estao

totalmente esclarecidos (Edmonds, 2007).

1.2 Fatores de Risco
Os fatores de risco mais associados ao contagio do HPV e, consequentemente, ao cancer
de colo uterino e suas lesbes precursoras séo: idade, etnia, sexarca precoce,
multiplicidade de parceiros sexuais, doenca sexualmente transmissivel (DST), uso de
contraceptivo oral combinado (COC), néo uso de preservativo masculino durante o coito,

multiparidade e o tabagismo (Demers, 2012; Hoffman, 2014).
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A idade média de diagndstico do cancer de colo uterino é de 48 anos (National Cancer
Institute, 2011), sendo a segunda causa de morte por neoplasias, nas mulheres entre os
20 e 39 anos (Jemal, 2010). A idade avancada aumenta a probabilidade de infec¢ao
persistente pelo HPV e permite o acimulo de mutac¢des que podem levar a
transformacao celular maligna. Além disso, a menor necessidade de cuidados pré-natais
e de uso de COCs dificulta a adesédo das mulheres maduras aos programas de prevencao
do cancer de colo uterino (Hoffman, 2014).

No Brasil, em relacéo a etnia, este cancer € mais incidente nas mulheres ndo brancas, ou
seja, pardas e negras, com predominio muito significativo em mulheres afrodescendentes
(Thuler, 2012).

A sexarca precoce, a relacdo sexual sem uso de preservativos e a multiplicidade de
parceiros favorecem o contagio dos subtipos oncogénicos do HPV, os quais séao
responsaveis pelo aumento da incidéncia das Lesbes Teciduais de Alto Grau (Lonky,
2002; Nunes, 2014). Por outro lado, a quantidade exata de parceiros sexuais necessarios
para aumentar o risco de cancer de colo uterino, ainda ndo é consenso.

A paridade também esta relacionada ao carcinoma cervical, porém, o mecanismo
responsavel ainda é incerto, visto que algumas hipéteses se referem ao tempo de
exposicdo do epitélio cervical aos hormdnios gestacionais, a baixa imunidade durante a
gestacdo e aos traumas cervicais durante o parto. Entretanto, o nUmero de partos a partir
dos quais ha aumento do risco de cancer de colo uterino ainda ndo € consenso, na
literatura (Brinton, 1989; Mufioz, 2002). Um estudo mexicano estimou que mulheres que
pariram sete vezes com gestacdes a termo tem um risco quatro vezes maior de
desenvolver essa neoplasia, ao passo que aquelas com um ou dois partos prévios tem

seu risco aumentado em duas vezes em comparacao as nuliparas (Mufioz, 2002).
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Segundo um estudo brasileiro, mulheres que pariram quatro vezes ou mais cursaram com
aumento da incidéncia de cancer de colo uterino; porém, em trabalhos internacionais,
essa paridade parece ser maior ou igual a doze para que esse risco seja relevante (Murta,
1999).

A relacéo entre o tabagismo e o carcinoma escamoso do colo uterino estd bem
estabelecida, enquanto que sua associacdo com adenocarcinoma ainda € incerto
(International Agency for Research on Cancer, 2004; Trimble, 2005). O consumo
frequente de mais de um macgo/ano durante 0 menacme aumenta o risco dessa neoplasia
devido as alteracBes na composicao fisiolégica do muco cervical que passa a ser
composto por agentes mutagénicos e carcinogénicos (U.S. Department of Health and
Human Services, 2004; Koshiol, 2006). Alteracdes na resposta imunolégica local,
diminuicdo da atividade das células Natural Killer (NK) e das imunoglobulinas (Ig) Ge Ae
diminuicdo da depuracdo do HPV de alto risco também sédo efeitos inerentes ao
tabagismo. Esta relacéo se fortalece quando se demonstra que a cessacao do tabagismo
reduz esse risco (Guillaud, 2014; U.S. Department of Health and Human Services, 2004;
Hoffman, 2014).

Os COCs aumentam o risco do cancer de colo uterino quando utilizado de forma
prolongada, pois promovem maior exposi¢ao do fragil epitélio glandular presente na
juncé@o escamo colunar (JEC) a acdo do HPV durante o coito (INCA, 2014). Os esterdides
encontrados nos COCs afetam o genoma do HPV aumentando a expressao viral das
oncoproteinas E6 e E7, além de atuarem como agentes anti-apoptoéticos que possibilitam
a proliferacdo das células infectadas (Amaral, 2014; De Villiers, 2003). Diante disso,
observou-se que ha aumento do risco de cancer de colo uterino em duas vezes quando

0s COCs sao utilizados por mais de 5 anos e um declinio com sua interrupgao
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(International Collaboration of Epidemiological Studies of Cervical Cancer, 2007; Moreno,
2002). Trabalhos realizados com mulheres na pés-menopausa que faziam uso de terapia
de reposicdo hormonal oral com estrogénio e progesterona, ndo mostraram aumento do

risco para essa neoplasia, independente do tempo de uso (Yasmeen, 2006).

1.3 Estratégias de Rastreamento

Existem varios programas de rastreamento do cancer do colo do utero e todos tém como
objetivo identificar as mulheres com risco aumentado de desenvolver lesdes pré -
neoplasicas e o cancer cérvico-uterino propriamente dito (Nanda, 2000; Berek, 2012).
O Colégio Americano de Ginecologia e Obstetricia (ACOG) recomenda que 0
rastreamento do cancer de colo uterino, nas mulheres de baixo e médio risco para o
carcinoma se inicie, independentemente da historia sexual, aos 21 anos de idade e deve
ser realizado a cada dois anos até os 29 anos, podendo-se utilizar tanto com a Citologia
Oncolégica Cervical Convencional (CCO) ou Citologia de Base Liquida (CBL) (American
College of Obstetricians and Gynecologists, 2009). Apos os 30 anos de idade o intervalo
passa a ser trienal desde que os trés ultimos exames tenham sido negativos (American
College of Obstetricians and Gynecologists, 2009). Esse processo pode ser interrompido
aos 65 ou 70 anos apo6s 3 exames consecutivos negativos ao longo dos ultimos 10 anos.
Mulheres mais idosas com vida sexual e multiplicidade de parceiros devem continuar o
rastreamento ap0s a menopausa, pois ndo esta claro se o colo uterino se mantém em
risco para neoplasia quando exposto a uma nova infec¢ao pelo HPV (American College of
Obstetricians and Gynecologists, 2009; Saslow, 2002).

Outra forma de rastreio envolve a deteccao isolada do HPV de alto risco através da

captura hibrida (Cuzick, 2006). Quando este método é utilizado de forma isolada ha
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aumento da sensibilidade em mais de duas vezes (>90%) com perda significativa da
especificidade se comparado com a citologia realizada de forma isolada. Por isso, deve
ser usado com cautela nas mulheres jovens devido a alta prevaléncia dos HPVs de alto
risco que geralmente nao resulta em lesao tecidual (Mayrand, 2007; Ronco, 2006, 2010).
No Brasil, o Ministério da Saude preconiza o uso da CCO no rastreamento do cancer do
colo do utero e de suas lesdes precursoras nas mulheres de 25 anos de idade com vida
sexual ativa. Esse exame pode ser realizado a cada trés anos desde que pelo menos
duas citologias estiverem negativas nos ultimos dois anos. A interrupcao da-se aos 64
anos de idade apds dois exames negativos consecutivos, nos ultimos cinco anos

(Ministério da Saude, 2011).

1.4 Citologia Oncoldgica Cervical Convencional

A CCO tem uma alta especificidade, em torno de 98%, enquanto que sua sensibilidade é
mais baixa e varidvel. Um estudo realizado pela Agency for Health Care Policy and
Research, em 2006, encontrou uma sensibilidade de 51% (intervalo de confianca de 95%:
37 - 66%) para a deteccéo de qualquer grau de Neoplasia Intra-epitelial Cervical por uma
Unica citologia convencional, porém com sensibilidade maior para lesées de alto grau
(Agency for Health Care Policy and Research, 2006). Os exames falso-negativos podem
estar relacionados a erros de coleta das amostras e/ou a interpretacao citolégica. Dessa
forma, esse exame deve ser realizado de forma periodica, a fim de tentar corrigir a baixa
sensibilidade do método (Wilkinson, 1990).

A interpretacdo da CCO deve ser bem criteriosa, uma vez que as alteracdes celulares

podem ser decorrentes de quadros inflamatorios, reacionais e até mesmo de infeccoes
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transitorias causadas pelo HPV, as quais geralmente ndo resultardo em lesdo histologica
(FEBRASGO, 2010).

Aproximadamente 5% dos esfregacos citoldgicos sédo considerados indicativos de lesGes

causadas pelo HPV ou sugestivos de lesdes pré-neoplasicas. Entre estes, cerca de 0,1%

indicam a presenca de carcinomas invasores, 0,4 a 0,5% sugerem lesdes de alto grau e 1
a 2%, lesdes de baixo grau. Em 2 a 4% dos esfregacos, o laudo aponta presenca de

células escamosas atipicas. Entretanto, em alguns casos a porcentagem com este
diagnéstico pode chegar a 10% (IARC, 2005; Ministério da Saude, 2006 e Sebastido,
2004).

Segundo dados registrados no Sistema de Informac&o do Cancer do Colo do Utero
(SISCOLO), em 2009, a alteracao citolégica mais frequente, no rastreio populacional para
o cancer cervical através da CCO, foi a atipia de células escamosas (ASC) que
representou 1,4% de todos os exames realizados e 53,5% de todos os exames alterados
(BRASIL/MS/SISCOLO, 2010). A atipia de células escamosas de significado
indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas (ASC-US) representou de 1,2% dentre
todos os exames realizados e de 46% considerando-se apenas os resultados alterados;
enquanto a atipia de significado indeterminado em células escamosas nao podendo
excluir lesdo de alto grau (ASC-H) foi responsavel por apenas 0,2% dentre todos 0s
exames realizados e de 7% dos resultados alterados (BRASIL/MS/SISCOLO, 2010). A
leséo intra-epitelial de baixo grau (LIEBG) é o segundo mais frequente, correspondendo
31% dos exames anormais; enquanto que a prevaléncia de leséo intra-epitelial de alto
grau (LIEAG) foi de 0,25% de todos os exames realizados e 9,7% de todos os exames

alterados (BRASIL/MS/SISCOLO, 2010). O achado correspondente as atipias em células
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glandulares (AGC) foi de 0,13% entre todos 0s exames satisfatorios realizados e de 4,6%
considerando-se apenas os resultados alterados (BRASIL/MS/SISCOLO, 2010).
Caso as pacientes com qualquer uma das alteracdes citoldgicas citadas acima forem
submetidas a bidpsias guiadas por colposcopio, os resultados histopatolégicos poderao
ser diversos, porém, na maioria das vezes, concordantes com a CCO (FEBRASGO,
2010).

O risco de cancer em pacientes com ASC é baixo, em torno de 0,1 a 0,2%. Entretanto, 5 a
17% das pacientes com ASC-US e 24 a 94% dos pacientes com ASC-H podem ter um
resultado de NIC 2 ou NIC 3 em biépsia (larc, 2005 e Sebastido, 2004).

A prevaléncia de lesdes pré-invasivas (NIC 2 / NIC 3) ou cancer, relatada na literatura,
apos exame citopatolégico compativel com LIEBG, varia de 11,8% a 23,3%, mostrando a
possibilidade sub - diagndstica do exame citopatologico (Cuzick, 2008).

Cerca de 50 a 70% das pacientes com LIEAB apresentam achado histolégico de NIC 2/
NIC 3; e 1% a 2% terdo diagndstico histopatoldgico de carcinoma invasor (Massad, 2001).
Considerando o conjunto de AGC, temos uma associagao com NIC 2, 3 ou cancer em
15% a 56% dos casos, sendo as NIC mais comuns e associadas as pacientes com menos
de 40 anos e as neoplasias invasivas mais associadas as pacientes acima dessa idade
(Dunton, 2008). Entre as atipias em células glandulares sem especificacdo, o equivalente
as AGC possivelmente ndo neoplasicas, foi encontrada associacdo com doenca (NIC Il ou
mais grave) em 29% dos casos. Nas AGC que nao se pode excluir lesdo de alto grau,
esse percentual chegou a 57% (Wang, 2009; Zhao2009).

Sabe-se que o0 agente etioldgico do cancer de colo uterino € o HPV, pois esta presente
em mais de 95% dessas neoplasias (Arbyn, 2008). Estima-se que cerca de 80% das

mulheres sexualmente ativas seréo infectadas pelo virus em algum momento das suas
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vidas; porém, nem todas evoluirdo para lesao tecidual propriamente dita pois seu sistema
imune encarregar-se-a de elimina-lo num periodo entre seis meses a dois anos apos 0
contagio (larc, 2007). Presume-se que 32% dessas infeccbes sédo causadas pelos
subtipos 16, 18 ou ambos (de Sanjosé S, 2007).

Além de aspectos relacionados a propria infeccéo pelo HPV (subtipo, infec¢do Unica ou
multipla), outros fatores relacionados a imunidade, a genética e ao comportamento sexual
parecem influenciar os mecanismos, ainda incertos, que determinam a regressao ou a
persisténcia da infeccéo viral, assim como a progressao das lesGes precursoras para o
cancer (IARC, 2007).

Concluimos que o programa de rastreamento instituido pelo Ministério da Saude é
dependente da citologia convencional, necessitando de uma periodicidade e completa
adesdao das pacientes para que baixa sensibilidade do método seja compensada

(Hoffman, 2014).

1.5 Colposcopia

Trata-se de um procedimento cuja finalidade é examinar o trato genital com um
microscoépio binocular a fim de identificar lesdes pré - neoplasicas ou neoplasicas do colo
uterino através de bidpsia direta (Mello, 2005). Apesar de possuir uma sensibilidade para

deteccédo de neoplasia de alto grau do colo uterino em torno de 70%, ser um
procedimento invasivo e examinador dependente, permanece como padrdo-ouro para
investigacdo de pacientes com CCO anormal (Cantor, 2008).
Durante o exame, o colposcopista baseia-se no reconhecimento de alteragbes das
caracteristicas habituais do epitélio cervical normal apos aplicagéo local de acido acético

e iodo (Mello, 2005; Walker, 2003). No epitélio cervical normal e no epitélio metaplasico
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maduro o acido acético provoca diversas alteracdes no aspecto habitual desse tecido,
como por exemplo: nas lesGes de baixo grau, a reagdo com 0 acido acético € menos
acentuada, aparecem mais lentamente, os contornos sao pouco definidos e irregulares;
ao passo que nas lesdes de alto grau essas modificacdes aparecem mais rapidamente
apos aplicacdo do acido acético, apresentam coloragcédo branca mais intensa, margens
bem delimitadas, regulares, densa e intensamente opaca na zona de transformacao
(Sellors, 2010; Mello, 2005; Apgar, 2002; Focchi, 2008).

O epitélio escamoso cervical normal e o epitélio metaplasico maduro contém células ricas
em glicogénio que adquirem uma coloragéo castanha ou preta apés captacdo de iodo. As
lesdes de baixo grau apresentam uma positividade parcial com aspecto malhado pela
moderada diferenciacéo do epitélio, enquanto que as lesdes de alto grau ndo sdo coradas
pelo iodo (Mello, 2005; Apgar, 2002; Focchi, 2008).

Os vasos atipicos se associam de forma importante com altera¢cdes mais graves do
epitélio e se caracterizam por irregularidades de tamanho, calibre, forma, curso e
disposicao no epitélio (Mello, 2005; Focchi, 2008).

Na medida em que as tecnologias de rastreamento do cancer do colo uterino se tornam
mais sensiveis, as pacientes sdo encaminhadas a colposcopia com lesées menores e
mais precoces, algumas aquém dos limites da visualizagao colposcépica, dificultando
ainda mais a realizagdo do exame e contribuindo com a diminuig&o da sensibilidade do

método (DeSantis, 2007).

1.6 Indoleamine 2,3-dioxygenase

A indoleamine 2,3 dioxigenase (IDO) é uma enzima intracelular que participa do

catabolismo do triptofano. A partir da descricao de seu papel em proteger o embrido
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contra o sistema imune materno, a IDO ganhou destaque como molécula
imunomoduladora. Devido ao fato da IDO ser induzida em situacdes especiais como por
exemplo no cancer, ela tem sido considerada chave em situacfes de tolerancia, inclusive
rompendo a vigilancia imunoldgica as neoplasias, sendo, portanto, responsavel pela
manutencao e desenvolvimento de varios tipos de tumores (Kobayashi, 2008).

Os efeitos da IDO estéo relacionados com o catabolismo do aminoacido triptofano, o qual
é clivado por meio da inser¢cdo de moléculas de oxigénio (Ball, 2009; Lindstrém, 2012). A
falta de triptofano promove a supresséo da proliferacdo de células especificas,
principalmente das células T efetoras que pausam na fase G1 do ciclo celular (Ball, 2009).
A reducao da concentracéo do triptofano, causada pela IDO, reduz o nimero de células
Natural Killer (NK), limitando sua capacidade citotdxica através da diminuicdo da
expressao de receptores celulares NK e impede a proliferacao das células T
imunologicamente ativas, fazendo com que entrem em apoptose (Takikawa, 2005; Kudo,
2004). Nesse ambiente, as células tumorais podem driblar o sistema imune devido a acao
imunomoduladora da IDO (Kobayashi, 2008; Godin-Ethier, 2011).

A IDO esta presente em apenas alguns tipos celulares, como por exemplo as células
trofoblasticas, fibroblastos, células epiteliais, células tumorais, macréfagos, células
dendriticas e células da micrdglia (Inaba, 2010). A via bioquimica ou funcional dessa
enzima néo é ativada em todas as células, principalmente em condi¢cdes de homeostase,
exceto quando sdo estimuladas a desencadear sua expressdo em resposta as lesdes,
inflamacdes e infec¢bes teciduais (Huang, 2010; Huang, 2012).

Nakamura e colaboradores demonstraram que a IDO esta ausente no tecido cervical

normal e presente no cancer de colo uterino, assim como em suas lesdes pré neoplasicas
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(Nakamura, 2007). Além disso, alguns poucos estudos sugerem que a inibicdo dessa
enzima pode promover a interrupcéo da progressao da neoplasia (Sato, 2012).
Através de analises imunohistoquimicas, foi possivel demonstrar que em pacientes com
cancer de colo uterino, endométrio e ovario, ha alta expressao da IDO e esta expressao
esta relacionada a maior progressao tumoral, com consequente piora clinica e diminuicao
da sobrevida das pacientes (Mittal, 2013).

Sabe-se que a expressao da IDO no tecido cervical normal e na neoplasia intra-epitelial
cervical 1 é ausente, enquanto que nas neoplasias intra-epiteliais cervicais 2, 3 e areas de
micro invasao a IDO esta presente apenas em focos de células displasicas, ao passo que

no cancer de colo uterino invasivo esta presente em toda area tecidual de invaséo e se
relaciona com pior prognéstico (Nakamura, 2007; Inaba, 2007; Sucher, 2010).

Sato e colaboradores, utilizando cultura de células neoplasicas do colo uterino
(estadiamento clinico 1, Il, llla, llIb), avaliaram o poder de imunossupressédo da IDO sob o
cancer de colo uterino e a vantagem da inibicdo dessa enzima com agentes anti-
neoplasicos, seja de forma isolada ou associada a terapia atualmente disponivel (Sato,
2012). Apos estimularem as células neoplasicas com interferon-y (INFy), houve aumento
da expresséo da IDO, ao passo que a inibicdo do gene responséavel pela producdo dessa
enzima com a shRNA reduziu drasticamente sua expressao (Sato, 2012). Entretanto, este
ensaio ndo influenciou o crescimento de células neoplasicas, in vitro, porém comprometeu
o crescimento tumoral in vivo, cujo motivo pode ser explicado pelo efeito modulador do
sistema imunoldgico por promover, principalmente, o acimulo de células NK no estroma

do tecido cervical, sugerindo que o silenciamento génico da IDO pode ter um potencial
terapéutico util nas pacientes diagnosticadas com carcinoma de colo uterino e suas

lesGes pré - neoplasicas (Sato, 2012).
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Baseado nos mecanismos de acdo da IDO e na tentativa de entender melhor sua
expressao tecidual no carcinoma cervical, Roy e colaboradores realizaram um estudo com
cultura de células tumorais cervicais moderadamente diferenciadas de mulheres com
cancer de colo uterino estadiamento clinico 11B. Observaram que quando essas células
eram estimuladas por lipopolissacarideos (LPS) associados a prostaglandina (PGE2) e ao
Fator de Necrose Tumoral (TNFa), havia maturacéo dos linfocitos T CD4+ (Braun, 2005).
Essa ativacdo promoveu maturacao acelerada das células dendriticas fazendo com que
elas expressem IDO, as quais tiveram seu efeito potencializado na presenca do INFy e do
antigeno humano CD40L (Braun, 2005). Por outro lado, a substituicdo dos LPS pela
Neem leaf glycoprotein (NLGP) provocou a inibicdo da maturacdo das células
responsaveis pelo aumento da expressao da IDO (Krause, 2007). Diante disso, 0s
autores concluiram que dependendo da intensidade da inibicdo das células dendriticas
produtoras de IDO, seja pela acao inibitéria da NLGP e/ou pelo 1-metiltriptofano (1-MT),
pode haver uma consideravel paralisacéo da proliferacdo das células tumorais do colo
uterino (estadiamento IlIB), assim como em outras doencas malignas (Roy, 2013).
Outra pesquisa realizada por Fotopoulou e colaboradores estabeleceu a relagdo entre os
niveis sistémicos da IDO nas mulheres diagnosticadas com cancer de colo uterino
estadiamentos Ib - IIb e que foram submetidas a cirurgia radical convencional
(Fotopoulou, 2011) . Observou-se que nao houve aumento da concentracao sistémica da
IDO, mas uma reducédo dos seus niveis séricos. Outro dado interessante, foi a menor
expressédo da IDO no tecido cervical dessas pacientes, contrariando 0s poucos dados
literarios disponiveis (Nakamura, 2007; Inaba, 2007).

Inaba e colaboradores comprovaram que a IDO esta relacionada com o crescimento

tumoral, metastases e ao prognostico das pacientes com cancer de colo uterino (Inaba,
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2010). Notou-se que dentre as 112 pacientes diagnosticadas com cancer de colo uterino
(estadiamento Ib-11b) que foram submetidas a cirurgia radical, apenas 54/112 (48,2%) nao
expressaram a IDO; 29/112 (25,9%) das amostras apresentaram expressao focal,
enquanto que o restante 29/112 (25,9%) expressaram-na de forma difusa. Por outro lado,
a IDO néo foi expressa em tecido epitelial escamoso nem em células glandulares normais
(Inaba, 2010). Adicionalmente, durante os cinco anos de segmento, a recorréncia e a
mortalidade foram maiores no grupo de mulheres com aumento da expressao da IDO
(Inaba, 2010). Concluiu-se que a expressao da IDO esteve relacionada com a progressao
do tumor e piora clinica das pacientes submetidas a cirurgia radical no estadiamento Ib-1l1b
(Inaba, 2010). Além disso, propuseram que a IDO podera ser um novo indicador
prognadstico pods - operatério e um marcador terapéutico neste tipo de neoplasia (Inaba,
2010).

Esses dados nos mostram que o aumento da expresséo da IDO € uma variavel
independente de progndstico para a reducdo da sobrevivéncia global, piora clinica e
aumento de metastase tumoral em pacientes com cancer, indicando que a inibicdo dessa
enzima pode representar uma estratégia eficaz para o tratamento de doencas malignas,
quer isoladamente ou em combinacdo com agentes radioquimioterapicos disponiveis
atualmente (Liu, 2009).

Apesar do papel da IDO no prognéstico das pacientes com carcinoma de colo uterino ja
ter sido avaliado em alguns estudos, sua contribuicdo no rastreamento do céancer de colo

uterino ainda nao foi avaliada.

1.7 RNAm CDKN2A/p16
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A proteina p16'NK4A expressdo do gene CDKN2A, tem a funcéo de inibir as quinases
dependentes de ciclina (CDKs), como a CDK4 e a CDK®6, as quais promovem a
fosforilagao e inativacdo das proteina do retinoblastoma (pRB), paralisando do ciclo
celular na fase G1 (Cotran, 2000; Kumar, 2010).

Outras proteinas supressoras tumorais, como o0 p53 e pRb também sdo importantes
controladoras do ciclo celular, pois impedem que a célula senescente ou defeituosa
continue a se dividir, levando-a a apoptose (Singh, 2010).

Em sua forma ativa, a pRB encontra-se hipofosforilada e ligada ao fator de transcricao
E2F (proteina de regulacdo génica), formando um complexo ativo cuja funcao € estimular
a transcricdo de varios genes anti-proliferativos que controlam a transicdo da fase G1
para a fase S do ciclo celular (Wentzensen, 2004). Quando a mitose celular é estimulada,
ha hiperfosforilacdo e desligamento da pRb do E2F. O E2F livre e ativo promove a
transcricdo de um grupo de genes responsaveis pela progressao do ciclo celular
(Wentzensen, 2004).

A p53 ao pausar o ciclo celular na fase G1, estimula apoptose das células cujo DNA ndo
foi reparado aumentando da expressao da proteina p16"™“A (Eleutério, 2006).
Quando a célula cervical normal é infectada pelo HPV, hd aumento da expresséo das
oncoproteinas E6 e E7, as quais alteram o mecanismo de reparo celular, imortalizando a
célula infectada (Ganguly, 2009).

A proteina E7, ao inibir a atividade da pRB, aumenta a proliferacéo celular no epitélio
infectado (Kruse, 2001), enquanto que a proteina E6 promove a degradacéo da p53,
comprometendo a integridade do DNA, causando instabilidade cromossomal,
imortalizacdo e gerando proliferagdo anormal das células transformadas, favorecendo a

carcinogénese (Ganguly, 2009).
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Considerando que a p16™4A & uma CDKI que inibe a fosforilagdo da pRB e tem sua
expressao controlada por feedback negativo exercido pela prépria pRB, a inativacao da
PRB pela proteina E7 do HPV resulta no aumento da expressdo da p16™“A nas células

infectadas, em sua forma inativa (Singh, 2010; Wentzensen, 2004; Klaes, 2001).
Bergeron e colaboradores demonstraram, através de uma revisao bibliografica, que a
identificacdo da p16'NK4A, através de analise imunohistoquimica, incrementa
substancialmente a acuracia diagnostica nas amostras histolégicas (Bergeron, 2014).
Longatto e colaboradores constataram que a p16™“4A mostrou uma alta sensibilidade e um
alto valor preditivo negativo nos casos de NIC 2,3 e cancer; indicando que a expresséo da
p16'NK4A aumenta com a gravidade das lesdes cervicais; entretanto, esses resultados ndo
conseguiram demonstrar sua aplicabilidade diagndstica, visto que os resultados diferem
de acordo com a prevaléncia da doenca, numa determinada populacéo (Longatto, 2006;
Wang, 2004).

Tsoumpou e colaboradores, demonstraram uma forte correlagéo entre a positividade para
pl16'NK4Ae a severidade das lesdes do colo uterino, porém a reprodutibilidade do teste
para p16'NK4Aainda é limitada devido a insuficiéncia na padronizagéo da interpretacdo das
reacBes de imunocoloracédo e a dificuldade em obter uma quantificacdo reprodutivel dos
resultados (Tsoumpou, 2009). Além disso, a expressao de p16'NK4 é bem heterogénea e
varia de acordo com os diferentes graus de NICs e com o cancer cervical. Entretanto,
apesar da expressao do p16'Nk4 ser uma boa ferramenta no auxilio diagnéstico das
lesbes, estudos ainda séo necessarios para definir a verdadeira utilidade deste marcador
no rastreamento do cancer de colo uterino (Volgareva, 2004; Tsoumpou, 2009; Del Pino,

2009).
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Uma alternativa para avaliar a expresséo da p16'K4A com maior sensibilidade e menor
falha inerente ao método imunohistoquimico € a detec¢cao do seu RNAm através de PCR
em tempo real, pois além de ser mais sensivel, sua analise € menos subjetiva que a
morfologica (Habis, 2009). Apesar das vantagens teoricas, poucos estudos sobre esta
técnica baseada em RNAm foram realizados no cancer de colo uterino e nas suas lesdes
pré-neoplasicas.

Sabendo-se da baixa sensibilidade da CCO e da necessidade do HPV para o
desenvolvimento do cancer de colo uterino, nosso trabalho buscou identificar quais
fatores de risco sdo mais prevalentes entre as mulheres com alteracdes citolégicas que
evoluiram para algum grau de NIC e avaliar suas utilidades no rastreamento dessa
neoplasia. Concomitantemente, propusemo-nos a testar se os marcadores biomoleculares
RNAmM IDO e o RNAmM CDKN2A/p16 tem a capacidade de incrementar a sensibilidade do

atual modelo de rastreamento do cancer de colo uterino.

2. Objetivos
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1 - Analisar se os fatores de risco podem contribuir com o0 aumento da sensibilidade

diagnéstica do cancer de colo uterino.

2 — Avaliar se 0o RNAmM IDO e o RNAmM CDKN2A/p16 podem aperfeicoar o atual modelo

proposto para o rastreamento do cancer de colo uterino.

3. Pacientes e Métodos
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3.1 Populacéao
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Nove de
Julho e do Conjunto Hospitalar do Mandaqui (aprovacdo numero 38139214.8.0000.5511),
no qual todas as pacientes concordaram e assinaram o termo de consentimento
informado de esclarecimento antes da avaliagcao inicial.

No setor de Patologia do Trato Genital Inferior (PTGI) do Conjunto Hospitalar do
Mandaqui, foram atendidas 270 pacientes no periodo entre Junho de 2013 a Agosto de
2014, as quais foram encaminhadas pela central de vagas da Secretaria de Saude do

Estado de Sao Paulo.

Dentre todas as pacientes atendidas, 110 foram submetidas ao exame colposcépico por
apresentarem apenas alteracdes citologicas; destas, 75 foram selecionadas para o estudo
pois além de alteracfes citoldgicas, apresentaram, ao exame colposcopico, achados
anormais (Tabela 1).

Foram excluidas do estudo as pacientes encaminhadas ao setor de PTGI
equivocadamente com CCO normal, ASC-US néo confirmado pela segunda citologia num
intervalo de 6 meses, e também as pacientes que apresentaram exame colposcopico
normal, apesar da alteracéo citoldgica (Tabela 1).

Por outro lado, foram incluidas as mulheres com citologia oncoldgica cervical apontando
ASC-US de repeticéo (dois resultados no intervalo de 6 meses); ASC-H LIEBG, LIEAG e
AGC (Tabela 1).

Todas as pacientes selecionadas enquadraram-se rigorosamente nos critérios de inclusao
ao apresentarem alteracdes citoldgicas e colposcopicas (Tabela 1).
Subdividimos as alteracdes citoldgicas em dois grupos, 0 primeiro grupo composto por

ASC-US e LIEBG (Grupo 1) e o segundo por LIAG, ASC-H e AGC (Grupo 2) baseado na
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probabilidade de cada anormalidade citologica evoluir para uma lesdo histologica (Tabela

2).
Tabela 1: Critérios de Inclusdo e excluséo

Critérios de Incluséo Critérios de Excluséo

ASC-US (repeticao) Citologia oncolégica cervical normal
ASC-H ASC-US (resultado isolado)
LIEBG Exame colposcépico normal
LIEAG
AGC

Exame colposcépico anormal

Tabela 2: Agrupamento das alterac8es citoldégicas de acordo com sua associacdo com leséo tecidual
de alto e baixo grau.

Grupo 1 Grupo 2
ASC-US LIEAG
CCO LIEBG ASC-H
AGC
Total 30 45

3.2 Fatores de Risco
Em relacéo aos fatores de risco para o cancer de colo uterino, as variaveis em questao
foram: idade, etnia, tabagismo, paridade, sexarca, numero de parceiros sexuais durante a
vida, doencas sexualmente transmissiveis (DST), uso de contraceptivos orais combinados

(COC) e uso de preservativo masculino durante o coito (Hoffman, 2014).
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Cada fator de risco citado acima, foi dividido em subgrupos com maior e menor risco de
desenvolver o cancer de colo uterino (Tabela 3). Em relacéo a etnia, as mulheres foram
divididas em brancas e ndo-brancas, respeitando a escolha étnica pela propria pacientes.
Na sexarca, adotamos o risco aumentado a idade menor ou igual a 16 anos.

A utilizacdo do COC néo foi avaliada em relacdo ao tempo de uso, mas atrelado a esse
fator de risco estar presente ou ausente, devido a pequena amostra populacional.
Consideramos o uso de preservativo masculino durante o coito e descartamos o historico
recente ou tardio de DST, visto que a maioria das mulheres ndo tinham certeza dessa
informacéo, comprometendo nossa avaliacdo (Tabela 3).

A idade e 0 niumero de parceiros sexuais e a partir dos quais sdo necessarios para elevar
o risco da populacéo feminina em questdo desenvolver o cancer de colo uterino foram
calculados através de uma curva ROC.

Um questionario relacionando os fatores de rico clinicos para o cancer de colo uterino e
ao contagio do HPV foi criado para este projeto e aplicado, antes do inicio da consulta, em
menos de cinco minutos, as pacientes que seriam submetidas ao exame colposcopico

(Anexo 1).

Tabela 3: Lista dos fatores de risco para cancer de colo uterino de acordo com a probabilidade de
desenvolver a neoplasia.

Fatores de risco Baixo risco de cancer Alto risco de céncer
Idade <21 anos =21 anos
Paridade <4 partos 24 partos
Raca Brancas N&o brancas
Tabagismo N&o tabagista Tabagista
Sexarca >16 anos <16 anos
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Parceiros
Preservativo Sim Néo
ACO Nao Sim
DST Nao Sim
CCO Grupo 1 Grupo 2
Histologia Baixo risco Alto risco

3.3 Colposcopia

A colposcopia foi realizada no setor de PTGI do Conjunto Hospitalar do Mandaqui,
utilizando-se um colposcopio binocular (DF Vasconcellos modelo CPM-1250) de lentes
convergentes, com ajustes de dioptria, filtro verde para analise de rede vascular e
definicdo das maiores alteracdes para realizacdo da biopsia e um sistema de iluminacéo.
Os exames colposcopicos foram realizados sempre pelo mesmo examinador, o qual &

meédico especialista em ginecologia e obstetricia com experiéncia em PTGI.

ApOs a paciente estar em posicao de litotomia, introduziu-se o espéculo de Collins no
canal vaginal, instilou-se solucéo fisioldgica para a retirada de secrec¢des a fim de facilitar
a visualizacédo direta do colo uterino. O filtro verde foi utilizado para analisar a
vascularizacdo. Em seguida, o colo uterino e as paredes vaginais foram corados por acido
aceético a 5% com chumacos de algod&o. ApGs cinco minutos iniciou-se o exame
colposcopico propriamente dito na tentativa de detectar lesées anormais no colo do Utero.

Utilizou-se solugéo de Lugol para delimitar areas iodo-negativas (Teste de Schiller).
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Os aspectos colposcopicos foram baseados nos estabelecidos pelo comité de
nomenclaturas da Internacional Society of Cervical Pathology an Colposcopy, durante o
11° Congresso Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia, realizado em Barcelona

no ano de 2002 (Walker, 2003), sendo:

l. Achados Colposcopicos Normais:
o Epitélio Escamoso Original
o Epitélio Colunar

o Zona de Transformacéo

Il. Achados Colposcopicos Anormais:
o Epitélio aceto branco leve
o Epitélio aceto branco plano ou denso
o Mosaico fino ou grosseiro
o Pontilhado fino ou grosseiro
o lodo Negativo
o Superficie irregular, erosédo ou ulceracdo
o lodo parcialmente positivo

o Vasos atipicos

Todas as imagens anormais foram biopsiadas mediante uso de pingas Gaylor-Medina. O
material foi repartido em duas metades, sendo que uma delas foi mergulhada em
formalina 10%, em frasco bem fechado e enviado ao laboratorio para analise

anatomopatoldgica, enquanto a outra foi submersa numa solugdo de RNA later® , num
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frasco fornecido pelo fabricante e congelado a uma temperatura de - 90°C para posterior
analise molecular.

As amostras histologicas que apontaram tecido normal, NIC 1, 1l e Ill, foram divididas em

dois grupos. O primeiro grupo, definido como baixo risco (n=59) para cancer de colo do

Utero, foi composto por amostras histologicas de tecido normal e NIC |; enquanto que o

grupo de alto risco (n=16) foi representado por amostras histologicas de NIC Il e NIC IlI

(Tabela 4).

Tabela 4: Agrupamento das les@es histoldgicas de acordo com a probabilidade de evolu¢éo para o
carcinoma de colo uterino.

Baixo risco Alto risco
Histologia Tecido Normal NIC I
NIC | NIC 1l
Total 59 16

3.4 Marcadores Biomoleculares - Expressdo de RNAm p16'Nk4a e IDO

3.4.1 Extracédo de RNA
A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o produto comercial TRIZOL® (Life
technologies), que consiste em um reagente pronto para uso no isolamento de RNA total
de células e tecidos. O TRIZOL® constitui de uma solugdo monofasica de fenol e

guanidina isotiocianato.
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Durante a homogeneizacéo ou lise da amostra, o TRIZOL® mantém a integridade do RNA
enguanto rompe as células e dissolver os componentes celulares. A adicdo de cloroférmio
seguida de centrifugacdo separa a solucdo em fases aquosa e organica, 0 RNA
permanece exclusivamente na fase aquosa, depois da transferéncia da fase aquoso para
um novo tubo, o RNA total € recuperado por precipitacdo com isopropanol. Essa técnica
apresenta bons resultados com pequenas quantidades de tecidos (100mg).

A quantificagdo do RNA foi feita em espectrofotdmetro (NanoDrop,Thermo Scientific,
EUA), medindo-se a densidade 6ptica nos comprimentos de onda 260 e 280 nm. Foi feito
o célculo da concentracdo de RNA, expresso em pg/mL, a partir da absorbancia a 260nm.
A leitura de 1 OD corresponde a uma solucao pura de RNA em fita-simples na
concentracdo de 40 pug/mL. A leitura a 280 nm foi utilizada para determinar a
contaminacao das amostras com proteinas. A analise foi feita baseando-se na razéo entre
as absorbancias a 260 e 280nm e o valor aceitavel foi de 1,7 a 2,0.

A integridade do RNA total foi avaliada pela observagao da proporcéo das bandas
referentes aos rRNA 18S e 28S em eletroforese em gel de agarose 1% corado com

SYBR® Safe (Life technologies).

3.4.2 RT-PCR em Tempo Real

A reacao de sintese de cDNA foi realizada utilizandoo Kit comecial High Capacity RNA-to-
cDNA(AppliedBiosystems, EUA). Duzentos nanogramas de RNA total contidos em 9uL de
agua livre de RNase foram misturados a 10 puL de 2X RT Buffer e a 1 uL de 20x Enzyme
Mix, totalizando 20uL. A mistura foi aquecida a 37°C por 60 minutos e a 95°C por 5
minutos. Apds a reagdo, as amostras foram armazenadas a —20°C.

Para a PCR, foram confeccionados pares de primers para a obtencédo de amplicons com

no méaximo 250 pb, conforme recomendagdo para PCR em tempo real. Estes primers
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foram também submetidos ao RT-PCR convencional para validacdo da temperatura de
anelamento. Os primers utilizados estéo apresentados na Tabela 5.

Para a PCR em tempo real foi utilizado o kit Syber Mix (Invitrogen, Califérnia, EUA). Um
microlitro de cDNA foi acrescido de 19uL de PCR Sybr Mix, acrescidos dos primers
especificos. Todas as reacdes foram realizadas em triplicata. A mistura foi aquecida a
50°C por 10 minutos e depois a 95°C por 5 minutos, seguindo para 40 ciclos de 95°C por
15 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. A curva de melting foi feita
a 65°C, com variacao de 1°C. O equipamento utilizado foi o 7500™ Real-Time PCR

System (Applied Biosystems, California EUA).

Tabela 5: Primers utilizados para RT-PCR em tempo real e RT-PCR convencional (detec¢do do HPV).

Gene alvo Primer forward (5°-3’) Primer Reverse (5’-3’)
TBP TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC
IDO CCTGGGGTACATCACCATGGCG TTGCGGGGCAGCACCTTTCG
P16 GGGABAACAGAGACAACGGGC ACCTCCTCTACCCGACCCC
HPV16E6 TAAAACTAAAGGGCGTAACCG TCTATTTCATCCTCCTCCTCTG
HPV16E7 ACTGTCTCCTGAAGAAAAGCAA AACCATCCATTACATCCGT
HPV18E6 TAGGTTGGGCAGCACATACT ATACTTGTGTTTCTCTGCGTCG
HPV18E7 CGACGCAGAGAAACACAAGTAT ATTGTTGCTTACTGCTGGGAT

4. Anédlise Estatistica

A analise de regressao logistica foi realizada nas variaveis clinicas (fatores de
risco) e citologicas em busca da sua associacdo com o resultado anatomopatoldgico. A
proporcao de variacdo explicada (PVE) por cada um dos fatores de risco foi calculada

pela férmula 6mega, enquanto que a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
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e o valor preditivo negativo foram calculados pelas formulas de Galen e Gambino (Galen,

1976). Foi considerado significante um p < 0,05.

5. Resultados

5.1 Resultados dos Objetivo 1

Foram incluidas 75 pacientes com idade entre 17 a 67 anos (mediana de 34 anos) com
alteracdes citologicas e colposcoépicas, conforme os critérios de incluséo (Tabela 1).
As variaveis relacionadas ao aumento do risco de cancer de colo uterino sem valor de
corte estabelecido pela literatura foram calculadas através de uma curva ROC
relacionando os fatores de risco em questdo com os resultados anatomopatoldgicos.

O ponto de corte encontrado para a idade foi de 21 anos em nossa populacao, sendo que
houve predominancia de idade maior ou igual a 21 anos (68 mulheres ou 90,6%) (Tabela

6).
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A mediana do numero de parceiros sexuais referido pelas pacientes foi de trés, sendo o
ponto de corte calculado para esta variavel de 2 parceiros ou mais. Apenas 13/75 das
mulheres (17,3%) mantiveram relacdo sexual com apenas um parceiro (Tabela 6).
Quanto a etnia, houve predominio de mulheres brancas (41/75 mulheres, 56,6%) (Tabela
6). O numero de nao tabagistas (52/75 mulheres, 69,3%) foi significativamente maior que
as tabagistas (Tabela 6).

Enfocando os antecedentes ginecoldgicos-obstétricos, a paridade da maioria das
pacientes analisadas esteve abaixo de 4 (63/75 mulheres, 84,0%). A sexarca com idade
menor ou igual a 16 anos foi mais observada (37/75 mulheres, 49,3%). O niumero de
mulheres que afirmaram usar preservativo durante o coito foi baixo (17/75 mulheres,
22,6%), associado ou ndo ao método contraceptivo oral hormonal combinado (Tabela 6).
Complementando o exposto acima, analisamos a prevaléncia dos grupos clinicos de
maior risco de acordo com seu respectivo resultado histolégico (Tabela 7).

Em relacdo a citologia, a maioria foi representada por mulheres do grupo 2 (45/75
pacientes, 60,0%), composto por ASC-H, AGC e LIEAG, enquanto que a analise
histolégica comprovou que a maioria das biopsias (59/75 pacientes, 78,0%) nao mostrou
leséo tecidual precursora do cancer de colo uterino, mas tecido cervical normal e/ou NIC |
(Tabela 6).

Avaliamos, também, a correlacéo entre as imagens colposcopicas e o resultado da
analise anatomopatoldgica das bidpsias (Tabela 8). Observamos que as amostras de
tecido cervical normal teve maior associagdo com os achados compativeis com epitélio
aceto branco leve (22/50 biopsias, 44,0%), seguido de pontilhados finos (17/50 biopsias,
34,0%). As NICs | correlacionaram-se igualmente com o mosaico fino e imagens iodo

parcialmente positivas (3/9 biopsias, 33,4%), seguido de imagens aceto brancas leves
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(2/9 biopsias, 22,3%). As NICs Il associaram-se as imagens iodo negativas (4/14 biopsias,
30,8%) seguidas em igualdade pelas imagens aceto brancas densas e mosaico grosseiro
em igual proporcéao (3/14 biopsias, 23,1%). Por fim, as NICs Ill correlacionaram-se com as
imagens iodo negativas e presenca de vasos atipicos em igual proporcao (1/2 biopsias,
50,0%) (Tabela 8).

Em uma analise mais detalhada da relacédo entre as lesdes histolégicas e os tipos de
alteracdes citologicas, observamos que no tecido cervical normal, as ASC-H foram mais
prevalentes (16/50 biopsias, 32,0%), seguidas das LIEBG (12/50 biopsias, 24,0%) e das
ACG (10/50 biopsias, 20,0%). Nas NICs I, as LIEBG (5/9 biopsias, 55,6%) foram maioria,
seguidas das ASC-US (2/9 biopsias, 22,3%) e das LIEAG e ACG em igual proporcéao (1/9

biopsias, 11,2%). Entre as NICs Il, as ASC-H e as LIEAG foram mais prevalentes (6/14
biopsias, 42,9% e 5/14 biopsias, 35,8%), respectivamente. Por fim, todas as NIC Il

estiveram associadas as LIEAG (2/2 biopsias,100%) (Tabela 9).

Tabela 6: Analise descritiva dos dados relacionados ao aumento do risco de cancer de colo uterino e
suas lesBes precursoras baseado na frequéncia de cada grupo.

Fatores de risco Grupos Frequéncia Percentual
ldade <21 anos 7 9,4
=21 anos 68 90,7
Paridade <4 partos 63 84,0
=4 partos 12 16,0
Etnia Brancas 41 54,7
N&o brancas 34 45,4
Tabagismo N&o tabagista 52 69,4
Tabagista 23 30,7
Sexarca >16 anos 38 50,7
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<16 anos 37 49,4

Parceiros =1 13 17,4

> 2 61 81,4

N&o sabem 1 1,4

Preservativo N&o 58 77,4

Sim 17 22,7

COC Nao 54 72,0

Sim 21 28,0

CCO Grupo 1 30 40,0

Grupo 2 45 60,0

Histologia Baixo risco 59 78,7

Alto risco 16 21,4

Tabela 7: Prevaléncia dos fatores de risco de acordo com o resultado histolégico.
Tecido cervical normal NIC 1 NIC 2 NIC
3
n % % n % n %
Idade 4 92,0 66,7 14 100,0 2 100,0
Paridade g 16,0 11,2 2 14,3 1 50,0
Etnia 2 440 445 7 50,0 2 100,0
Tabagismo i 32,0 11,2 5 358 1 50,0
Sexarca g 52,0 445 6 43,0 1 50,0
Parceiros ?1 80,0 66,7 13 93,0 2 100,0
Preservativo 2 26,0 - 4 28,6 - -
3
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CocC

22,0

22,3

50,0

50,0

Tabela 8: Relacéo entre as imagens colposcdpicas e o resultado da analise anatomopatolégica das

biopsias.
Tecido cervical normal NIC | NIC Il NIC Il
n % n % n % n %
Epitélio aceto branco leve 22 44,0 2 223 - - - -
Epitélio aceto branco plano - - 1 11,2 - - - -
Epitélio aceto branco denso - - - - 3 231 - -
Mosaico fino 8 16,0 3 334 - - - -
Mosaico grosseiro - - - 3 231 - -
Pontilhado fino 17 34,0 - - - - - -
Pontilhado grosseiro - - - - 2 154 - -
Superficie irregular - - - - 1 77 - -
Superficie erosiva - - - - - - 1 50,0
Superficie ulcerada - - - - - - - -
lodo Negativo - - - - 4 30,8 - -
lodo parcialmente positivo 3 6 3 334 - - - -
Vasos atipicos - - - - 1 7,7 1 50,0
Tabela 9: Relacdo entre os achados histolégicos e suas alteracfes citolégicas
ASC-US ASC-H LIEBG LIEAG AGC
Total
n % n % n % n % n % n
Tecido normal 9 16, 16 34, 12 24,0 3 6,0 10 20 50
0 0
NIC 1 2 22, - - 5 55,6 1 11,2 1 11,2 9
3
NIC 2 - - 6 42, 2 143 5 358 1 7,2 14
9
NIC 3 - - - - - - 2 100, - - 2
0
Total 11 13, 22 30, 19 254 11 147 12 16 75
4 7

Observamos que as pacientes com alteracdes na CCO do Grupo 2 tiveram maior chance

de cursar com lesdes histoldgicas de alto grau (OR:13,10 e 1C95%: 1,80 a 94,40).
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As alteracdes citologicas apresentaram uma maior chance para a deteccao de lesdes de
alto risco do que qualquer outro fator de risco.

O uso de COC (OR: 7,20 e 1C95%: 1,40 a 35,10) e o nimero de parceiros sexuais
(OR:3,70 e 1C95%: 0,30 a 46,00) também aumentaram a chance de lesbes de alto grau,
porém em menor proporcao que a citologia (Tabela 10).

Em contrapartida, a chance foi menor nas pacientes que faziam uso de preservativo
masculino (OR:0,50 e IC95%: 0,08 a 2,61), sexarca (OR:0,65 e IC95%: 0,15 a 3,00) e

tabagismo (OR:0,71 e 1C95%: 0,15 a 3,40).

Tabela 10: Associagado dos fatores de risco e alteracdes histolégicas

Fator de risco Significancia OR IC95%

Idade 0,20 1,90 *

Paridade 0,80 1,82 0,30 - 11,10

Raca 0,30 2,62 0,63 - 10,90

Tabagismo 0,45 0,71 0,15 - 3,40

Sexarca 0,70 0,65 0,15 - 2,96

Parceiros 0,20 3,70 0,30 - 46,00

Preservativo 0,82 0,50 0,08 -2,61

COoC 0,03 7,20 1,50 - 35,10

CCO 0,01 13,10 1,80 - 94,40

* ndo foi possivel calcular o intervalo de confianga baseado na amostra atual.

A proporcao de variancia explicada (PVE) dos diferentes fatores de risco foi calculado,
sendo que esta medida esta relacionada a chance atribuida aos fatores de risco
conhecidos em atingir o desfecho esperado. A interpretacdo do PVE € semelhante ao R-

guadrado na regressao linear.
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Na amostra populacional estudada, a CCO apresentou o maior poder de predicdo das
lesdes de alto grau (VPE: 44,6%), seguido do uso de COC (VPE: 33,7%), idade
(VPE:14,2%) e numero de parceiros sexuais (VPE: 12,4%). Em contrapartida, o uso de
preservativos masculinos (VPE: 0,5%) e a paridade (VPE: 0,8%), ndo se mostraram bons
parametros preditores (Tabela 11).

A associacao entre os fatores de risco e a CCO (indice ACO+CCO) mostrou um alto
poder de predicdo para lesdes de alto grau (VPE: 100,9%); enquanto que o indice
CCO+FR (citologia somada a todos os fatores de risco) também melhorou o poder de

predicdo, porém em menor proporcao (VPE: 99,9%) (Tabela 11).

Tabela 11: Poder de predicédo das lesdes histoldgicas de alto grau de cada fator de risco isolado e
associados entre si

Fator VPE
Idade 14,2
Paridade 0,8
Raca 6,6
Tabagismo 29
Sexarca 1,7
NUmero de Parceiros 12,4
Preservativo 0,4
ACO 33,7
Citologia 447
ACO + Citologia 100,9
CCO +FR 99,9

5.2 Resultados do Objetivo 2

Para o processo da analise biomolecular, apenas 25 amostras apresentaram material
genético suficiente para avaliacéo, das quais 5 eram tecido cervical normal, 8 eram NIC |,

10 eram NIC Il e 2 eram NIC III.
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Nesta andlise, 0 RNAm IDO aumentou sua expressao de acordo com a progressao das
NICs (NIC Il > NIC Il > NIC | > tecido cervical normal), ao passo que a expressao génica
do RNAmM CDKN2A/p16 diminuiu sua expresséo de acordo com a progresséo das lesdes

pré neoplasicas.

Ao comparar os métodos moleculares com a CCO, pudemos observar que a citologia
apresentou maior especificidade dentre todos os métodos, enquanto que o RNAm IDO e o
RNAmM CDKN2A/pl16 foram mais sensiveis, detectando as lesdes histoldgicas
imperceptiveis pela CCO.

Comparando a sensibilidade e especificidade do RNAmM IDO e o RNAmM CDKN2A/p16 com
a CCO, observamos gue isoladamente a IDO apresentou a maior sensibilidade e valor
preditivo negativo (VPN) (91,0% e 83,4%) em relagdo ao RNAm CDKN2A/p16 e a CCO
(Tabela 12).

A associacdo do RNAm CDKN2A/p16 com a citologia aumentou a sensibilidade e o VPN
(91,7% e 85,8%) em relacdo a combinacdo entre 0 RNAmM IDO e a CCO (91,0% e 83,4%)

(Tabela 12).

Tabela 12: Sensibilidade, Especificidade, VPP e VPN dos biomarcadores moleculares e da CCO de
forma isolada e associada, partindo-se de um Pré - teste de 48%

Pré-Teste Sensibilidade Especificidade VPP VPN

Citologia 48 41,7 92,4 83,4 63,2
RNAmM CDKN2A/p16 48 75,0 54,0 60,0 70,0
RNAm IDO 48 91,0 41,7 59,0 834
CCO + RNAmM CDKN2A/p16 48 91,7 46,2 61,2 85,8
CCO + RNAm IDO 48 91,0 41,7 59,0 834
CCO + RNAmM IDO e 0 RNAmM 48 83,4 69,3 715 82,0
CDKN2A/p16

O calculo da (PVE) do RNAmMm CDKN2A/p16, do RNAm IDO e da citologia de forma

isolada, mostrou que a CCO foi 0 método com maior poder de predicéo de lesdes
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precursoras (PVE: 85,8%), seguida do RNAmM IDO (PVE: 73,8%) e do RNAmM
CDKN2A/p16 (PVE: 45,3%) (Tabela 13).

A combinacéo entre a CCO e o RNAm CDKN2A/pl16 aumentou o poder de predicéo da
citologia quando usada de forma isolada (PVE: 97,2%), a0 passo que sua associacao
com o RNAm IDO né&o foi superior ao seu uso isolado (PVE: 73,8%) (Tabela 13).
Por fim, a melhor combinacéo foi entre a CCO, o RNAmM IDO e 0o RNAm CDKNZ2A/p16,

pois o poder de predicéo foi duplicado (PVE: 162,8%) (Tabela 13).

Tabela 13: Poder de predicdo das les6es histologicas de alto grau da COC e de cada biomarcador
molecular isolado e associados entre si.

Fator PVE

Citologia 85,8

RNAmM CDKN2A/pl16 45,3

RNAm IDO 73,8

Citologia + RNAmM CDKN2A/p16 97,2
Citologia + RNAm IDO 73,8

Citologia + RNAmM IDO e o RNAmM CDKN2A/p16 162,8

6. Discussao
Este trabalho teve o intuito de buscar novas ferramentas que pudessem aperfeicoar o
rastreamento do cancer de colo uterino. Avaliamos os fatores de risco clinicos, a CCO e
os biomarcadores moleculares RNAmM IDO e o RNAmM CDKN2A/p16.
Considerando que o cancer de colo uterino é uma neoplasia cujo agente etiolégico
indispensavel para carcinogénese é o HPV, sabemos que o diagndstico e o tratamento

precoce pode curar 100% dessas pacientes (Bauer, 1991; Koutsky, 1992).
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Embora o Brasil tenha sido um dos primeiros paises a implantar um programa de rastreio,
através de exames periddicos de CCO, essa neoplasia permanece com uma elevada
prevaléncia (INCA, 2014).

Todas as pacientes encaminhadas pela central de vagas da Secretaria de Saude do
Estado de Sao Paulo foram atendidas e selecionadas de acordo com os critérios de
inclusdo e excluséo.

O questionario elaborado baseado nos critérios clinicos foi aplicado a todas as mulheres
gue apresentavam alteracdes citoldgicas de acordo com os critérios de inclusdo. As
mulheres que ndo apresentaram alteracdes colposcopicas tiveram seu questionario
descartado.

Observamos que a maioria das pacientes com alteracdes citologicas tinham uma mediana
de idade de 34 anos, coincidindo com a faixa etéria a partir da qual ha maior incidéncia
desse cancer, devido ao fato do sistema imune da mulher com mais de 30 anos ser
menos efetivo na eliminacdo do HPV, enquanto que o sistema imune das mulheres com
idade abaixo de 21 anos é mais eficaz na realizacdo desta funcdo (ACOG, 2009).
Concluimos que a idade de 21 anos coincidiu com o resultado obtido através do calculo
da nossa curva ROC, comprovando que esta amostra populacional foi suficiente para
comprovar os dados literarios.

Em relacdo a paridade, a maioria das mulheres com lesdes de alto grau pariram menos
de 4 vezes, contradizendo alguns estudos (Murta, 1999 e Muioz, 2002). Tal fato apoia
gue a paridade nao deve ser usada como um fator de risco significante no rastreio do
cancer de dolo uterino, uma vez que os dados literarios sdo escassos, antigos,

controversos e mudam de acordo com a populagéo estudada.
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As pacientes de etnia branca com lesdes de alto grau foram maioria, o que néo apoia 0s
achados literarios que estabelecem as mulheres de etnia ndo-branca como mais
susceptiveis ao cancer de colo uterino (Mascarello, 2013). Esse viés pode ser explicado
pelo fato de mais de 50,0% das mulheres serem brancas e também pelo fato da propria
paciente determinar sua etnia, 0 que nem sempre corresponde a interpretacdo da maioria
da populacéo.

Nesta casuistica, mais de 69,0% da amostra foi composta por mulheres néo tabagistas.
Por isso, as tabagistas com lesdes histologicas de alto grau foram minoria. Podemos
considerar que essa discordancia com a literatura pode estar relacionada ao periodo de
tempo e ao numero de cigarros tragados pela paciente durante sua vida e ndo somente
ao fato da mulher ser tabagista ou ndao (Plummer, 2003; Castle, 2004).

Em relacéo a sexarca, ndo houve diferenca estatistica significativa entre o grupo de
mulheres que iniciaram a vida sexual abaixo e acima dos 16 anos; apesar da coitarca
precoce (<16 anos) ser considerada um importante fator de risco. Essa discordancia nos
faz crer que o fato da paciente ter iniciado precocemente sua vida sexual ndo significa,
necessariamente, que estara mais susceptivel ao contagio e acao do HPV. Devemos
considerar que mulheres com coitarca precoce podem se monogamicas, enquanto que as
mulheres com sexarca tardia podem néo ter o habito de manter relacao sexual apenas
com um parceiro, diferenciando as chances de serem contaminadas por cepas
oncogénicas do HPV, respectivamente.

Partindo-se do pressuposto que o uso de preservativo masculino durante o coito € um
fator de protecao contra a transmissao do HPV, seu uso rotineiro ndo se mostrou um
habito das mulheres que compuseram nossa amostra. Por isso, a pesquisa desse fator de

risco pouco contribuiu com a deteccao das lesdes histologicas de alto grau.
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A multiplicidade de parceiros sexuais € tida como um importante fator de risco para o
cancer de colo uterino; porém, ainda néo é estabelecido o nUmero exato de parceiros
necessarios para aumentara chance de contrair o HPV e desenvolver uma lesédo de alto
grau (FEBRASGO, 2010). Em nossa analise, através da curva ROC, concluimos que esse
namero é proximo a 2 parceiros. 1sso significa que esse fator de risco ndo € um bom
meétodo de triagem, visto que a maioria das mulheres da nossa amostra mantiveram
relacdo sexual com mais de um homem durante a vida. Entretanto, o questionamento
dessa variavel promove um desconforto nas mulheres por questées culturais, favorecendo
uma possivel subnotificacéo.
Como sabemos, 0 uso de contraceptivos orais estao relacionados ao aumento das lesdes
de alto grau e ao cancer de colo uterino (Moreno, 2002). Neste estudo, 0 nimero de
mulheres que faziam uso do método e apresentaram lesdes de alto grau foi bem
consideravel, principalmente por apresentar o melhor poder de predicédo (PVE: 33,7%)
guando comparado aos demais fatores de risco.
Corroborando com os dados da literatura, a CCO preconizada pelo Ministério da Saude
como principal método de rastreio mostrou-se como método mais eficaz na identificacéo
da mulheres com lesdes histoldgicas de alto grau, independentemente dos demais fatores
de risco.
Com intuito de aperfeicoar os programas de rastreio do cancer de colo uterino,
propusemos dois novos "indices" criados a partir da associacao dos fatores de risco com
a CCO. Observamos que o indice COC+CCO mostrou um poder de predi¢cdo para lesdes
de alto grau maior que todos os fatores de risco isolados. Isso significa que o COC parece
ser o fator de risco mais relevante a ser considerado no rastreamento quando associado a

CCO.
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Diante do exposto até o momento, podemos dizer que a citologia oncolégica cervical
convencional foi o melhor método empregado na deteccéo das lesbes de alto grau
guando comparada aos fatores de risco para o contagio do HPV. As informacdes sobre
todos os fatores de risco e principalmente sobre o uso de contraceptivos elevaram o
poder de predicdo das lesdes de alto grau. Entretanto, as usuarias dos contraceptivos
merecem uma atencédo especial durante o rastreamento do cancer de colo uterino, visto
gue somente essa informacao poderia ser suficiente para detectar as lesdes de alto grau.
A ineficiéncia do rastreio proposto pelo Ministério da Saude também se deve a nao
adesdao das pacientes ao programa devido a desmotivacao relacionada a periodicidade
requerida pela CCO, fazendo com que a maioria das mulheres nao realizem a citologia no
intervalo de tempo recomendado. O resultado disso € o diagndstico das lesdes pré-
neoplasicas e do cancer em estadios avancados, comprometendo o tratamento, a cura e
a sobrevida da doente.

Diante da necessidade de desenvolvermos métodos mais sensiveis para o diagnéstico do
cancer de colo do utero, analisamos a eficacia de dois biomarcadores moleculares, RNAmM
IDO e 0 RNAmM CDKN2A/p16, no rastreamento dessa neoplasia.

Baseado no fato da IDO promover um ambiente propicio para o desenvolvimento tumoral,
ao driblar o sistema imune, observamos que sua expressao aumentou proporcionalmente
a progressdao da leséo tecidual, confirmando seu potencial diagndstico e progndéstico
(Kobayashi, 2008; Godin-Etheier, 2011). Esses resultados foram condizentes com 0s
achados literarios.

Apesar da maioria dos estudos sobre a IDO, no trato genital feminino, estar relacionado
com o prognadstico da paciente com o cancer propriamente dito, seu emprego no

rastreamento do cancer de colo uterino ainda € incerto (Sato, 2012).
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Observamos, ainda, que o RNAmM IDO mostrou-se um bom marcador na deteccao das

lesBes pré-neoplasicas de alto grau, visto que sua sensibilidade atingiu 91,0% quando

empregada de forma isolada e até mesmo de forma conjunta com a CCO. Além disso,
seu poder de predicéo para o carcinoma de colo uterino foi maior que 70,0%, confirmando
seu potencial diagnostico e preditor.

Em relacdo ao RNAmM CDKN2A/p16, sua expresséo variou de acordo com o grau das
NICs, uma vez que seus valores tendem a diminuir de acordo com a progressao das
lesdes precursoras, sendo muito expresso em tecido normal e pouco expresso no NIC llI,
mimetizando um fator de protecéo.

O resultado da expressao génica do RNAm CDKN2A/p16 difere da expressao da proteina
p16'NK4A uma vez que a analise imunohistoquimica mostra um aumento proporcional a
progresséao das lesdes pré-neoplasicas (Longatto, 2006; Wang, 2004).
Devemos ressaltar que o método imunohistoquimico analisa apenas uma area tecidual e
nao representa toda amostra, explicando a diferenca entre a expressdo do RNAm
CDKN2A/p16 e a proteina propriamente dita (Tsoumpou, 2009; Del Pino, 2014).
Apesar da baixa especificidade do RNAmMm CDKN2A/p16, observamos uma alta
sensibilidade (>70,0%), sugerindo que o uso desse marcador deve ser considerado no
rastreamento, apesar de seu baixo poder de predicéo.

Ao comparar os métodos moleculares com a CCO, comprovamos que a especificidade
citolégica é indiscutivelmente superior aos métodos moleculares isolados. Por outro lado,
observamos que o RNAmM IDO e o RNAmM CDKN2A/p16 foram capazes de identificar lebes
histologicas que n&o foram detectadas pela CCO, confirmando sua sabida baixa
sensibilidade. Entretanto, a associacdo entre a CCO, RNAmM CDKN2A/p16 com o0 RNAm

IDO mostrou um aumento consideravel da sensibilidade do rastreamento.
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Em uma analise mais detalhada e partindo de um pré-teste de 48%, concluimos que
isoladamente o0 RNAm IDO apresentou a maior sensibilidade e maior VPN (91,0% e
83,4%) em relagdo ao RNAmM CDKN2A/p16 e a CCO.

Quando associamos 0 RNAm CDKN2A/p16 com a citologia, aumentamos a sensibilidade
e o0 VPN (91,7% e 85,8%) em relacdo a combinagédo entre o RNAm IDO e a CCO (91,0%
e 83,4%).

Contudo, os melhores resultados foram obtidos através da combinacdo entre 0 RNAmM
IDO, o RNAmM CDKN2A/p16 e a CCO, na qual elevamos a sensibilidade do método de
rastreio para mais de 80,% sem perder tanto em especificidade (70,0%). Além disso, essa
combinag¢do mostrou um poder de predicdo maior que 160,0%, demonstrando que 0 uso
dessa associacao deve ser levada em consideracao nos programas de rastreamento do

cancer de colo uterino.

7. Conclusao:

Em relacdo a identificacdo dos fatores de risco para o cancer de colo uterino e aos

marcadores biomoleculares, concluimos que:

e A informacdo sobre o uso dos contraceptivos orais foi Gtil e elevou o poder
de predicao das lesGes de alto grau e, por isso, merece ser levada em

consideracao durante a coleta do exame citoldgico, visto que a aplicacéo de

um simples questionario pode agregar um consideravel valor de predicéo no

protocolo de rastreamento do cancer de colo uterino do Ministério da Saude

e Isoladamente, a CCO foi 0 método mais especifico empregado na deteccéo

das lesbes de alto grau.
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e Tanto o RNAmM IDO quanto o RNAmM CDKN2A/p16 tem a capacidade de
detectar precocemente as lesdes precursoras nao identificadas pela CCO.
e Associados a CCO ou usados de forma isolada, tanto o RNAm IDO quanto o
RNAmM CDKN2A/p16 agregaram sensibilidade sem grandes perdas na
sensibilidade durante o rastreamento do cancer de colo uterino.
e Devido a alta sensibilidade desses marcadores biomoleculares, tanto RNAm
IDO quanto o RNAm CDKN2A/p16 aumentaram consideravelmente a
sensibilidade e, num primeiro momento, poderiam substituir a citologia

convencional no rastreamento do cancer de colo uterino.
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9. Anexo |

FICHA DE COLETA DE DADOS
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