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dos projetos, numeros 264/2000 e 309/2004 que originaram os resultados aqui
apresentados, a listagem das pacientes incluidas no estudo e um mini-curriculo
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Resumo

Introducao: a vaginose bacteriana (VB) representa uma condigao clinica caracterizada
pela substituicdo da flora vaginal normal por bactérias predominantemente
anaerdbias ou facultativas. Paralelamente, estudos tém demonstrado que a
expressao da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), enzima marcadora de inflamagao,
encontra-se alterada em processos neoplasicos. Objetivo: avaliar a relagéo entre
a expressao da COX-2 e a presenca de VB em mulheres portadoras de lesdes
escamosas intra-epiteliais cervicais. Sujeitos e métodos: para este estudo de
corte transversal, foram selecionadas 228 mulheres portadoras de
anormalidades citolégicas compativeis com lesdes induzidas pelo
Papilomavirus humano (HPV), no periodo de Fevereiro de 2001 a Abril de 2004.
A VB foi diagnosticada através da presenca de pelo menos 20% de clue cells
no esfregaco de Papanicolaou. A detecgdo do HPV de alto risco oncogénico, foi
realizada através do exame de Captura Hibrida Il (CH Il), sendo estas amostras
colhidas antes da realizagdo da bidpsia ou da conizagdo. O diagndstico
histolégico foi compativel com colo normal ou cervicite em 11 casos (5%),
neoplasia intra-epitelial cervical (NIC) grau 1 (NIC 1) em 35 (15 %), NIC 2 em 31

(14%) e NIC 3 em 151 casos (66%). A expresséao citoplasmatica da COX-2 foi
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determinada por imuno-histoquimica e avaliada no espécime de tecido que
apresentava a lesdo mais grave. Resultados: a VB foi diagnosticada em 38
(17%) das 228 mulheres. O HPV de alto risco oncogénico foi detectado em 192
(84%) mulheres. O diagnéstico de VB foi significativamente maior em mulheres com
infecgdo pelo HPV (p=0,05). A distribuicdo da VB foi similar entre os diferentes
graus histoldgicos da NIC (p=0,42). A presenca de VB foi significativamente
menor em mulheres com expressdo moderada ou forte da COX-2 (p=0,02;
OR=0,4 IC 95% 0,2 a 0,9). Quando se relacionou a detec¢édo do HPV com a
expressdo da COX-2, observou-se uma proporgao significativamente maior de
mulheres infectadas pelo HPV com expressdo moderada ou forte da COX-2
(p=0.04). A expressdo da COX-2 nao esteve significativamente associada a
gravidade da NIC (p=0.24). Conclus6es: a VB esteve associada com a
presenca de infeccado pelo HPV e com a menor expressao da COX-2. A
expressao da COX-2 foi maior em mulheres infectadas pelo HPV, embora nao

tenha havido associacao entre a expressao da COX-2 e a gravidade da NIC.

Resumo XiV



Summary

Background: bacterial vaginosis (BV) is a syndrome characterized by a reduction in
the normal Lactobacillus microflora and an excessive growth of microorganisms
such as anaerobes and facultative. In parallel, studies suggest that COX-2
expression, an enzyme related to inflammatory response, is altered due to
neoplastic processes. Objectives: to assess the relation between COX-2
expression and BV in women with cervical squamous intraepithelial lesions.
Subjects and methods: a cross-sectional study enrolled 228 women due to
cytological abnormalities in Papanicolaou smears, through February 2001 to April
2004. The finding of 20% or more clue cells on Papanicolaou smears was
considered positive for the presence of BV. High-risk HPV detection was
assessed through Hybrid Capture I (HCII). Collection of samples for
Papanicolaou smears and for HCIl was performed immediately before biopsy or
conization. Pathological diagnoses were classified as normal/cervicitis in 11 cases
(5%), cervical intraepithelial neoplasia (CIN) grade 1 (CIN 1) in 35 (15 %), CIN 2
in 31 (14%) and CIN 3 in 151 (66%). Cytoplasmic expression of COX-2,
evaluated from the tissue block that harbored the most significant lesion, was

ascertained through immunohistochemistry. Results: BV was rendered as
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positive in 38 (17%) of 228 women. High-risk HPV detection was present in 192
(84%) women. The diagnosis of BV was significantly higher in women with HPV
infection (p=0.05). The prevalence of BV was similar across different grade of
CIN (p=0.42). Presence of BV was significantly lower among women with
moderate and strong expression of COX-2 (p=0.02; OR=0.4 1C95% 0.2 to 0.9).
When analyzing HPV detection according to the COX-2 expression, a significantly
higher proportion of women infected by high-risk HPV showed a moderate and
strong expression of COX-2 (p=0.04). COX-2 expression was not associated
with the severity of CIN (p=0.24). Conclusions: the presence of BV was related
to HPV infection and negative or weak COX-2 expression. COX-2 expression
was higher in HPV infected women, although no difference was observed in

relation to the severity of CIN.
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1. Introducao

A flora vaginal normal é composta predominantemente por espécies de
Lactobacillus, os quais exercem uma importante influéncia no ecossistema da
vagina. Sabe-se que a produgao de substancias inibidoras por algumas espécies de
Lactobacillus, tais como os acidos organicos, as bacteriocinas e o peroxido de
hidrogénio (H>O,), suprime o crescimento de bactérias patogénicas enddgenas,
mantendo o equilibrio vaginal normal. Sob condi¢gdes ainda desconhecidas, os
Lactobacillus podem ser suprimidos e a condi¢ao clinica denominada vaginose
bacteriana (VB), manifestar-se (Aroutcheva et al., 2001a). A VB é a causa mais
frequente de corrimento vaginal em mulheres na idade reprodutiva, podendo
ocorrer em 9% a 38% das mulheres atendidas em clinicas ginecoldgicas (Davis

et al., 1997; Lamont et al., 2000; Yen et al., 2003).

Atualmente, a VB é considerada uma sindrome clinica que envolve o
trato genital inferior caracterizada pela substituicdo da flora lactobacilar normal,
por bactérias anaerdbias ou facultativas, como a Gardnerella vaginalis, o

Mobiluncus sp e o Mycoplasma hominis, entre outras (Aroutcheva et al., 2001b;
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Hellberg et al., 2001). Nesta sindrome, ocorrem mudangas de fatores
metabdlicos que afetam o equilibrio microbiolégico. A glicose, proveniente do
glicogénio vaginal, deixa de ser degradada em acido latico pelos lactobacilos
produtores de H,O, e passa a ser transformada em acidos graxos pelas
bactérias anaerobias. Estes acidos graxos aumentardao o pH vaginal a niveis
superiores a 4,5, criando um ambiente desfavoravel ao crescimento dos
lactobacilos e favoravel ao crescimento de bactérias potencialmente patogénicas,
fechando um ciclo que favorece a VB (Eschenbach et al., 1989). Paralelamente as
alteragcdes microbiolégicas, mudangas bioquimicas tais como, o aumento do pH
vaginal (Amsel et al., 1983), a produgéo de aminas volateis (Chen et al., 1982), de
sialidase bacteriana (Cauci et al., 1998), de endotoxinas (Sjoberg e Hakansson,

1991) e de citocinas (Zariffard et al., 2005) também ocorrem nesta sindrome.

Sao incomuns os sintomas inflamatérios e irritativos das paredes vaginais na
VB, devido a auséncia de leucdcitos polimorfonucleares. Isto se deve a inibicao
da quimiotaxia que ocorre nesta sindrome, ou seja, a presenga do acido succinico e
acido acético que sao produtos finais do metabolismo de bactérias anaerdbias,
inibem a migracao de leucécitos polimorfonucleares e monécitos (Thomason et

al., 1991; Winefield e Murphy, 1998; Al-Mushrif et al., 2000).

A degradacgao de aminoacidos através de mecanismos enzimaticos e da
presenca de microorganismos, leva a formacgao de diferentes compostos, entre
eles as aminas biogénicas ou poliaminas. Por exemplo, a descarboxilagdo da
lisina e da ornitina produz a cadaverina e a putrescina, respectivamente, assim

como a histamina é produzida a partir da degradacao da histidina. Niveis elevados
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de aminas biogénicas como a putrescina, a cadaverina e a timetilamina, também
podem ser encontradas nas secregdes vaginais de mulheres que apresentam

certas condicdes patologicas (Wolrath et al., 2001).

Estudos preliminares tém demonstrado que existe uma forte correlagao entre
os altos niveis de aminas biogénicas presentes na VB, na tricomoniase e na
candidiase vaginal (Chaim et al., 2003). Wolrath et al. (2001) encontram a presenca
de putrescina, cadaverina e tiramina em altas concentragdes na secreg¢ao vaginal de
24 mulheres com VB. Estas mesmas aminas estiveram ausentes ou presentes em
concentragdes muito baixas na secregdo vaginal em mulheres sem VB, sugerindo

uma forte correlagéo entre VB e estas aminas no conteudo vaginal.

A sintese de poliaminas induz a proliferacdo e diferenciacdo celular e,
seus niveis aumentados podem ser encontrados no plasma e na urina de
individuos com cancer. Ja esta bem estabelecido o papel das poliaminas na
carcinogénese do colon. Sabe-se que as aminas estdo aumentadas em 3 a 4
vezes nos tecidos comprometidos quando comparadas ao tecido intestinal

normal (Milovic e Turchanowa, 2003).

O diagndstico de VB ainda € um desafio e merece algumas consideragdes.
Na pratica clinica, o diagndstico da VB é feito, em geral, por meio do método de
Amsel et al. (1983). Por este método, para o diagndstico de VB é necessaria a
presenca de pelo menos trés dos seguintes critérios: presenga de corrimento
vaginal homogéneo, leitoso e branco-acinzentado; liberagdo de um odor fétido

similar a “peixe em decomposicido” decorrente das aminas volateis, ao se
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adicionar gotas de KOH a 10% a uma fragdo do conteudo vaginal, chamado
teste de “whiff’; pH vaginal > 4,5 e; a identificacdo de células epiteliais
recobertas por bactérias no exame microscopico a fresco do conteudo vaginal,

as quais sdo chamadas clue cells ou células indicadoras.

O diagndstico laboratorial da VB foi inicialmente descrito por Spiegel et al.
(1983) que padronizaram o diagnéstico bacterioscopico em amostras vaginais
coradas pelo método de Gram. Nugent et al. (1991) simplificaram o método de
Spiegel, e esta classificacao € hoje aceita como padrao-ouro para o diagndstico de
VB. Por meio da coloragao de esfregagos pelo método de Gram sao identificados e
quantificados os morfotipos bacterianos classificados como; morfotipos de
Lactobacillus (Bacilos Gram positivos); morfotipos de Gardnerella vaginalis e
Bacteroides sp (cocobacilos gram-negativos ou gram-variaveis) e; morfotipos de
Mobiluncus spp (bacilos curvos gram-negativos). Cada morfotipo é quantificado
e graduado em uma escala de pontuagédo de 0 a 10, na qual um valor igual ou

maior a 7 é considerado positivo para VB (Quadro 1).

Quadro 1. Critério de Nugent para o diagndstico de vaginose bacteriana

A. Bacilos longos Gram (+)

B. Cocobacilos gram (-) ou gram-variaveis

C. Bacilos curvos gram-negativos

Escore para cada um dos morfotipos

Zero= sem morfotipos no campo de imerséo (1000x)

1+= menos que um morfotipo por campo de imersao (1000x)

2+= um a quatro morfotipos por campo de imersao (1000x)

3+= cinco a trinta morfotipos por campo de imersao (1000x)

4+= mais que trinta morfotipos por campo de imers&o (1000x)

0a3 4-6 >7

A+B+C

Normal Intermediaria Vaginose
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Outro método laboratorial utilizado para o diagnéstico de VB, apesar de
nao ser um método bacterioscépico, € o esfregaco de Papanicolaou. Os
citopatologistas comumente relatam a presenca de clue cells nos esfregagos
corados por este método, baseando-se na observagao de células escamosas,
recobertas por bactérias que assumem assim, uma coloracao violeta (Gompel e

Koss, 1997) (Figura1).

Figura 1: clue cells representadas em esfregacos de Papanicolaou.

Os critérios para o diagnostico de VB em esfregagos cervicovaginais corados
pelo método de Papanicolaou variam entre os estudos. Schnadig et al. (1989)
classificaram a flora bacteriana pelo método de Papanicolaou resumidamente
como: padrao lactobacilar; padrédo anaerdbio com ou sem bacilos curvos e; padréo

escasso. Em outro estudo, utilizou-se apenas a identificacdo de clue cells para
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o diagnéstico de VB, entretanto sem nenhuma forma de quantificagao (Platz-
Christensen et al., 1989). O Sistema de Bethesda 2001 traz como critérios para
o diagnéstico de VB, a presenca de um fundo de lamina constituido por uma
fina camada de cocobacilos; presenga de clue cells e notavel auséncia de
lactobacilos utilizando o termo “modificacdo da flora vaginal compativel com VB”

(Solomon et al., 2002).

Existem controvérsias em relacdo ao uso do exame citopatolégico de
Papanicolaou para o diagnéstico de VB, pois estudos demonstram uma
sensibilidade que varia de 66% a 90% e uma especificidade de 86% a 98%
(Platz-Christensen et al., 1989; Castro-Sobrinho e Bambirra, 1992; Giacomini et al.,
1998; Lamont et al., 1999; Avilés et al., 2001). A falta de um critério Unico e objetivo
para o diagnostico de VB pode determinar uma variabilidade interobservador e
tornar o exame de Papanicolaou um método pouco reprodutivo para este

diagndstico (Giacomini et al., 1998).

Discacciati et al. (2006) com o objetivo de validar o método de Papanicolaou
para o diagnéstico de VB utilizaram como critério a presenga de 20% ou mais
clue cells em 20 campos contendo pelo menos 10 células examinadas no
aumento de 40x. Todas as laminas foram avaliadas por dois observadores.
Neste estudo, foram incluidas 135 mulheres atendidas no Ambulatério de
Planejamento Familiar da Unicamp as quais foram submetidas a coleta de
amostras cervicais e vaginais para o exame de Papanicolaou, e também
amostras do fundo de saco vaginal para a realizagdo do exame bacterioscopico

corado pelo método de Gram e para o exame a fresco. Consideraram como
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padrao-ouro, a presenga de pelo menos 20% de clue cells nos esfregagos, que
apresentou uma sensibilidade de 87%, especificidade de 94%, um valor
preditivo positivo de 81% e um valor preditivo negativo de 96% na identificagao
de VB. O método resultou em uma excelente concordancia entre amostras
cervicais e vaginais (kappa 0,92) e também em uma excelente concordancia

entre os dois observadores (kappa 0,87).

Estudos tém demonstrado que mulheres portadoras de VB apresentam
uma maior incidéncia de neoplasia intra-epitelial cervical (NIC), devido a
associagao do HPV ao potencial oncogénico das aminas produzidas pela flora
bacteriana anormal. Observou-se um aumento significativo dos niveis das
poliaminas em individuos com cancer de ovario, de mama e de colo uterino
(Chanda e Ganguly, 1995). Recentemente, Kim et al. (2005) observaram num
estudo envolvendo 104 mulheres com carcinoma de colo estadio IB e IlA que as
mulheres com comprometimento linfonodal apresentam niveis de poliaminas
significativamente superiores quando comparadas as mulheres sem

comprometimento linfonodal.

O Papilomavirus humano (HPV) de alto risco oncogénico € o principal
responsavel pelo desenvolvimento da NIC e do cancer do colo do utero. A
integracéo dos genes virais E6 e E7 é responsavel pela indugao e manutengao
das alteragbes fenotipicas das células malignas, particularmente por alterarem
o ciclo celular e os mecanismos de apoptose. A uniao do gene E6 com o
produto do gene supressor de tumor p53 e a unido do gene E7 com o produto

de gene supressor de tumor pRB, resultam em degradagdo dos mecanismos de
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apoptose, assim como na interferéncia do controle do ciclo celular (Snijders et
al., 2006). Contudo, nem todos os individuos infectados pelo virus
desenvolverao a NIC, indicando a participagao de fatores adicionais na génese
da lesao (Boyle & Smith, 1999). Estima-se que o risco de infecgdo pelo HPV
durante toda a vida seja de 80%, e que pelo menos 80% das infecgdes pelo
HPV sejam transitérias, ndo levando ao desenvolvimento da NIC. Entretanto,
22% das mulheres com NIC 2 podem evoluir para NIC 3, e 5% daquelas com
NIC 3 podem evoluir para cancer do colo do Utero (Ostor, 1993). Por outro lado,
a persisténcia do HPV de alto risco oncogénico tem papel fundamental tanto no
desenvolvimento da NIC quanto na sua persisténcia apds tratamento
(Figueiredo et al., 2003; Sarian et al., 2005; Gontijo et al., 2006; Brummer et al.,

2006).

Nao existe consenso quanto a associacao entre VB, infeccdo por HPV e
carcinogénese cervical. Uthayakumar et al. (1998) observaram num estudo
retrospectivo que a presenga de anormalidades citoldgicas foi significativamente
maior em mulheres portadoras de condiloma e VB. Castle et al. (2001)
mostraram que alteragdes cervicais secundarias a VB estdo associadas a NIC
de alto grau em mulheres infectadas por HPV de alto risco oncogénico. Mao et
al. (2002), demonstraram uma relagdo temporal entre a infecgdo pelo HPV e
VB, geralmente o HPV precedendo a VB. Watts et al. (2005) observaram que a
presenca de VB aumenta o risco de aquisigao ou reativagao do HPV, ja que as
alteragcbes no ecossistema vaginal decorrente da VB apresentam papel

importante na susceptibilidade da infecgao pelo HPV. Em contrapartida, Peters
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et al. (1995) ndo encontraram nenhuma associacdo entre a presenga de
vaginose bacteriana e a NIC. Da mesma forma, Mc Nicol et al. (1999),
demonstraram que a expressao in vitro dos genes E6 e E7 do HPV tipo 16

esteve inalterada mesmo na presenca de VB.

Por outro lado, as citocinas sdo mediadores de imunidade celular que
controlam a inflamacgao e a resposta do hospedeiro a infecgédo. A flora vaginal
anormal com predominio de bactérias anaerdbias e escassez de lactobacilos
estd associada com niveis elevados da citocina, interleucina (IL) beta (IL-1B)
(Hedges et al., 2006; Cauci et al., 2003). Gestantes portadoras de VB
apresentam elevagao dos niveis vaginais de IL-1B (Imseis et al., 1997) assim
como de outras citocinas proé-inflamatérias como a IL-183, a IL-1a e a IL-8, que
também foram descritas em mulheres portadoras de VB nao gravidas

(Spandorfer et al., 2001; Yudin et al., 2003).

Os processos inflamatérios consistem em uma resposta fisioldgica ao
tecido lesado causado por fatores infecciosos ou nao, resultando na produgao
inespecifica de substancias, que podem causar o cancer através dos danos
oxidativos ao DNA da célula-hospedeira (Delves e Roitt, 2000). A associagao
do processo inflamatério com diversos tipos de cancer sugere que a inflamacgao
seja um fator de risco universal para a carcinogénese. Na década de 70, foi
identificada uma enzima catalisadora responsavel pela biosintese da
prostaglandina (PG) H; a partir do acido araquidénico, chamada ciclo-oxigenase
(COX). Observou-se também que outras enzimas e mecanismos nao-

enzimaticos transformam a PGH,; em outras prostaglandinas como a PGE;,
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PGF,,, PGD,, PGI,, e tromboxane (TXAy), concluindo assim toda a cascata do
acido araquidénico. Inicialmente, foi identificada uma isoforma constitucional da
COX em basicamente todos os tipos celulares, que se expressa em niveis
constantes nos diversos tecidos. A COX tem importante papel na homeostase
tecidual e atua na produgao de prostaglandinas citoprotetoras no estdbmago e
intestino para a manutengao da integridade de seus epitélios, na manutencao
do fluxo sanguineo de rins comprometidos, e na agregacgao plaquetaria (Vane et

al., 1998).

Em 1990, foi descrita uma segunda isoforma, denominada COX-2. A
COX-2, ao contrario da primeira isoforma (COX-1), € induzida por algum
estimulo, e seus niveis oscilam em curtos espagos de tempo. Os principais
fatores que induzem a COX-2 sao aqueles associados com a inflamagao, como
os lipossacarides bacterianos, as citocinas e o fator de necrose tumoral (TNF-

a) (Otto & Smith, 1995; Herschman, 1996).

A produgdo de prostaglandinas através da indugdo da COX-2 é
frequentemente envolvida nas doencgas inflamatdrias, caracterizadas por edema
e dano tecidual devido a liberacdo de citocinas inflamatdrias, leucotrienos e
fosfolipases (Kuwano et al., 2004). Além de ser induzida por lesdes
inflamatdrias, a COX-2 também pode ser encontrada constitucionalmente no
sistema nervoso central, onde desempenha papel importante na dor e febre

(Otto & Smith, 1995; Herschman, 1996).
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Numerosas citocinas, como a interleucina-1 (IL-1) e interleucina-2 (IL-2),
os horménios, os fatores de crescimento e os estimulos quimicos tém elevado a
expressao da COX-2 em diferentes tipos de tecidos, incluindo células malignas,
células estromais, epiteliais e nao-epiteliais. Foi relatada uma associacdo da
COX-2 com cancer, ja que as prostaglandinas sintetizadas a partir da COX-2
estimulam a proliferagdo de células cancerosas, promovem a angiogénese,

inibem a apoptose e elevam o potencial metastatico (Tsuijii et al., 1998).

Recentemente, alguns estudos demonstraram a maior expressao da
COX-2 em tumores de mama, colon, reto, estbmago, cabegca e pescoco,
pulm&o e colo uterino (Lim et al., 2000; Ryu et al., 2000; Shamma et al., 2000;
Kulkarni et al., 2001). Suspeitaram da participacédo da COX-2 na carcinogénese
apoés observar que, individuos que utilizavam inibidores da COX para
tratamento de condigdes inflamatdrias crénicas, apresentavam reducgdes de
40% a 50% no risco para o desenvolvimento de carcinoma colorretal (DuBois et
al., 1996) e, em menor intensidade, também para cancer de préstata e mama

(Norrish et al., 1998).

Alguns estudos apontam uma associagao entre a COX-2 e o carcinoma
invasor do colo uterino. Similarmente ao que foi descrito em outros tumores, a
expressao aumentada da COX-2 esta associada com um risco aumentado de
metastase linfonodal e sobrevida reduzida (Kim et al., 2003). Observou-se ainda
que a expressao da COX-2 estava significativamente associada ao
comprometimento linfonodal e parametrial em pacientes com cancer do colo

uterino estadio IB tratadas cirurgicamente (Ryu et al., 2000).

Introdugdo 27



O comportamento da expressdo da COX-2 em lesbes precursoras do
cancer do colo do utero ainda nao foi totalmente estabelecido, com dados ainda
escassos na literatura. Num estudo que avaliou a expressdao da COX-2 nos
diferentes graus histolégicos da NIC e seu impacto da recidiva de doenca em
62 mulheres tratadas com conizagcado diatérmica, observou-se que a COX-2
estava presente em 50% dos casos de NIC 1, 46% dos casos de NIC 2 e em
64% dos casos de NIC 3. A presenga da COX-2 nas margens cirurgicas da
conizagao esteve significativamente associada a um maior risco de persisténcia

ou recidiva da lesao (Farley et al., 2004).

Entretanto, num estudo de corte transversal realizado na nossa
instituicdo ndo houve associagao entre a expressdo da COX-2 e gravidade da
NIC. Ao estudar 223 mulheres com diagndstico histolégico de cervicite, NIC 1,
NIC 2, NIC 3 e carcinoma escamoso invasor, observou-se que a COX-2 foi
expressa em 33% dos espécimes com cervicite, 39% daqueles com NIC 1, 50%
daqueles com NIC 2, 58% com NIC 3 e 57% dos casos invasores, sendo esta
progressao nao significativa. Ao avaliar a correlagdo da expressdao da COX-2
com a deteccdo do HPV, observou-se que a expressdo da COX-2 foi
semelhante em mulheres com e sem HPV, embora a proporcdo de mulheres
com HPV tivesse sido muito elevada. Os autores concluiram que a expressao
da COX-2 é elevada em lesdes cervicais escamosas, independentemente da

sua gravidade (Sarian et al., 2006).

Embora amplamente estudada, ainda n&do se conhece os fatores que

levam a progressao das lesdes cervicais escamosas HPV-induzidas. Os efeitos
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da VB como co-fator no surgimento de lesbes escamosas cervicais ainda nao
estdo muito bem estabelecidos. Alguns autores sugerem que a VB parece
contribuir como facilitador da integragdo do genoma do HPV as células da zona
de transformacgdo do colo do utero. Paralelamente, a COX-2, um marcador
especifico de inflamagao associado a carcinogénese de varios tecidos inclusive
do colo do utero, parece manter a mesma taxa de expressao nos diferentes
graus de NIC. Assim, torna-se necessario avaliar o papel da VB em mulheres

com NIC e sua relagao com a expressao da COX-2 e a infecgao por HPV.
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2. Objetivos

2.1, Objetivo geral

Avaliar a relacdo entre a expressdo da COX-2 e a presenga de VB em

mulheres portadoras de lesbes escamosas intra-epiteliais cervicais.

2.2 Objetivos especificos

— Avaliar a prevaléncia de VB em mulheres com lesdes cervicais HPV-
induzidas e sua relacdo com a deteccdo do HPV de alto risco

oncogénico e a gravidade histolégica da NIC.

— Avaliar a relagao entre a expressao da COX-2 com a presenca de VB,
deteccdo do HPV de alto risco oncogénico e com a gravidade

histoldgica da NIC.
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Abstract

Objective: to assess the effects of Bacterial Vaginosis (BV) on the expression
of Cyclooxygenase-2 (COX-2) in squamous lesions of the uterine cervix.
Materials and Methods: the study sample is made up of 228 women, treated
for cervical squamous abnormalities in a referral Cervical Pathology Center.
Collection of cervical samples for Pap smears and for Hybrid Capture Il (HCII)
(Digene Diagnostics Inc., USA) was carried out immediately before performing
biopsy or conization through loop electrosurgical excision procedure.
Pathological diagnoses were rendered according to the World Health
Organization criteria’s and classified as normal/cervicitis (11 cases) (5%), CIN 1
(35 cases) (15 %), CIN 2 (31 cases) (14%) and CIN 3 (151 cases) (66%). COX-
2 immunoreactivity grading was based on the German ImmunoReactive score.
The diagnosis of BV in the Papanicolaou smear was based on the observation
of at least 20% of clue cells in 20 fields (40x) with least 10 epithelial cells. The
smear was considered positive for BV when at least two clue cells were found
per field. Results: the prevalence of BV was similar across histological strata
(p=0.42).There was a negative association between the expression of COX-2 in
cervical tissues and presence of BV (OR = 0.4; 95%CIl 0.2 to 0.9). Twelve
percent of women with moderate and strong expression of COX-2 had BV,
whereas 22% of those with negative and weak expression of the marker shared
the diagnosis of BV. HPV infection was associated in a borderline manner to
COX-2 expression (p=0.04; OR=2.3 95%CI 1.0 to 5.4). Expression of COX-2 did
not differ with regards to disease severity (p=0.24). Conclusions: there was a
negative relation between the expression of COX-2 in squamous cervical lesions

and BV.
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Introduction

Developing countries are still challenged to reduce the mortality related to
cancer of the uterine cervix. The disease persists as the second leading cause
of cancer deaths among women worldwide, most notably in their reproductive
years [1]. Because cervical cancer is preventable and curable, especially during
its pre-invasive phase, and has its etiology firmly correlated with human
papillomavirus (HPV) infection [2], efforts to improve the screening and
treatment of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) have been fruitful. Despite
the elevated prevalence of HPV infection, only a few infected women will go on
to develop cervical cancer. This suggests that environmental or host factors are
involved in malignant progression, including local immunological status [3],
smoking [4] and history of sexually transmitted infections [5]. A carcinogenetic

role has been ascribed to inflammatory processes in the development of CIN [6].

Bacterial vaginosis (BV) is a common abnormality of the female genital
tract, characterized by a shift of the bacterial flora from normal to predominantly
anaerobic bacteria [7]. The bacterial flora that constitutes BV is variable but
usually consists of Gardnerella vaginalis and gram-negative anaerobes, such as
Prevotella, Bacteroides, Mobiluncus and Peptostreptococcus species [8].
Approximately 50% of women with BV are asymptomatic [8], and the chief
complaint of patients who do have symptoms is a malodorous vaginal discharge.
BV is associated with a number of obstetric and gynecological complications,

including preterm labor, chorioamnionitis and pelvic inflammatory disease [9,10].
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It has been suggested that BV may be important for the development of
squamous intraepithelial lesions (SIL), since abnormal microflora can produce
carcinogenic nitrosamines [5] and stimulate the release of some cytokines [11].
Interleukin (IL)-1a, IL-1B8 and IL-8 are proinflammatory cytokines that have been
found to be elevated in cervical discharge of both pregnant and non-pregnant
women with BV [12,13,14]. In recent studies, BV tended to be more common
among women with high-grade SIL (HSIL) than in women with no cytological
abnormalities [15,16]. On the other hand, some authors have found no

correlation between BV and SIL [17,18].

There is substantial evidence that shifts in vaginal flora may affect
cervical tissues, facilitating the incorporation of HPV oncogenes into the genome
of cells of the transformation zone [19]. The cervical milieu, when cervical
pathology is present, has been shown to be highly inflammed [20]. It is still
unknown, however, whether inflammatory processes are directly associated with
the development of CIN. Inflammation can be assessed in human tissues by
determining the expression of enzymes linked to metabolism of prostaglandins
(PG). Cyclooxygenase is a key enzyme in production of prostaglandins from
arachidonic acid (AA), and one of its isoforms, COX-1, is constitutively
expressed in normal cells and is involved in physiological mechanisms. COX-2
is normally involved in pathways of pain and inflammation, frequently
undetectable in most tissues, but can be rapidly induced by various factors, such
as hormones and growth factors [21,22]. It has been suggested that COX-2

might induce tumor proliferation and spread by enhancing mitogenesis, reducing
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cellular adhesion and immune surveillance [23,24]. In a previous study, we
found that expression of COX-2 is abundant in epithelial cervical lesions, but not

related to disease severity nor to HPV infection [25].

Proper investigational attention should be focused on the possible
relations between BV and expression of COX-2, because both entities have
been shown to affect (or be affected by) the carcinogenesis in HPV-infected
cervical tissues. This was therefore the motivation for the development of the
present study, which is an attempt to shed further insight into the expression of
COX-2 as related to the presence of BV in women with squamous cervical

abnormalities.

Materials and methods

Women selection and examination routine

A series of 228 women, treated at the Colposcopy Clinic of Medical School
Hospital of Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), Campinas, Brazil, due
to cytological abnormalities in referral Pap smears, was selected for this cross-
sectional study. All women were subjected to an interview, addressing clinical
and socio-demographic concerns, and shortly afterwards to a thorough pelvic
examination, including colposcopy. Collection of new cervical samples for Pap
smears and for Hybrid Capture Il (HCII) (Digene Diagnostics Inc., USA) was
performed immediately before performing biopsy or electrosurgical conization.

Enrollment was carried out between February 2001 and April 2004. The study
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protocol was approved by the local Ethics Committee. All enrolled women gave

their agreement to participate by signing the Informed Consent.

Hybrid Capture Il

The specimen for HCIl were tested for probe B (high-risk HPVs: types 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 and 68) [26], and the test was classified
as positive when the relative light unit ratio [RLU of specimen/mean RLU of two
positive controls (PC)-HC index] was 1 pg/ml or greater. This RLU/PC ratio
provided an estimate of the amount of HPV-DNA in the specimens, i.e., the viral
load in the sample. The storage of the specimens and all reagents as well as
conduction of the tests took place at Campinas Medical School Hospital
Laboratory (Unicamp), following the manufacturer's instructions (Digene
Diagnostics Inc., USA). HCIl was positive in 192 cases (84%) and negative in 36

(16%).

Histology

When possible, biopsy and treatment of cervical lesions were
accomplished with the same procedure, i.e. diathermic conization. Histological
samples were fixed in 10% phosphate-buffered formalin, embedded in paraffin
and stained with hematoxylin and eosin (HE). Pathological diagnoses were
rendered according to the World Health Organization criteria’s [27] and
classified as normal/cervicitis (11 cases) (5%), CIN 1 (35 cases) (15 %), CIN 2

(31 cases) (14%) and CIN 3 (151cases) (66%).
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Cytological diagnosis

Cervical smears were collected immediately before conization, fixed in
alcohol and sent to the Cithopathology Laboratory (Unicamp), where they were
stained according to the Papanicolaou technique. Cytopathological evaluation
was carried out according to routine laboratory procedures, using the 2001

Bethesda System Terminology [28].

Diagnostic procedures for bacterial vaginosis

The diagnosis of BV in the Papanicolaou smear was described in a
recently and accurate study, with excellent reproducibility [29], eliminating the
need for additional collection of vaginal samples, based on the observation of at
least 20% of clue cells as follows: 20 representative fields containing at least 10
epithelial cells were randomly selected and examined under 40 x magnification.
The smear was considered positive for BV when at least two clue cells were
found per field (Figure 1A and 1B). All smears were examined by the same
cytopathologist. Diagnosis of bacterial vaginosis was rendered as positive in 38

(17%) women and negative in 190 (83%).

Immunohistochemistry (IHC) and assessment of IHC slides

Analysis of all slides was performed by one investigator blinded to the
patient’s clinical parameters. Digitalized photographs of high power fields (400x)

were taken from hot-spots of reaction with a Nikon COOLPIX Camera 995, and
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then images were ported to a Personal-Computer based software for histological

analyses (Imagelab 2000).
COX-2 protein expression

COX-2 immunoreactivity grading was based on the German
ImmunoReactive score [30]. Firstly, staining intensity in the cytoplasm was rated
on a scale from 0 to 3, with 0 being no staining at all, 1 weak staining, 2
moderate and 3 strong staining. Then, positive and negative cells were counted,
with no less than 500 cells as the minimum acceptable count number. The
percentage of positive cells was then scored as: no staining as 0; 1-10% as 1;
11 to 50% as 2; 51 to 80% as 3 and 81% to 100% as 4. The final score was
calculated by multiplying the score obtained with the staining intensity by that
derived from the percentage of positive cells, achieving theoretical results
ranging 0 to12. A final score of 0 was regarded as negative, 1-4 as weak, 5-8 as
moderate and 9 to 12 was considered as strong immunoreactivity. COX-2
protein expression was negative in 34 (15%) histological specimens, whereas
69 (30%) lesions presented with weak expression, 50 (22%) with moderate and
75 (33%) with strong expression of the antigen. For statistical purposes, two
groups were formed: negative and weak immunoreactivity (103 women — 45%);

moderate and strong immunoreactivity (125 women — 55%) (Figure 1C and 1D).
Statistical analysis

Data were recorded in Open Office® spreadsheet files. All statistical

calculations were performed with the R Environment [31] statistical software
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package, set to 95% confidence intervals (95%CI). Univariate analysis with chi-
squares and the Fisher's exact test were accomplished to test eventual relations
between the presence of BV and COX-2 expression, HPV detection, cytological
and histological results. A regression model has also been fit to rule out inter-
relation between these variables, and adjusted p values were calculated this
manner. The same procedure was adopted to test the relations between

expression of COX-2 and the variables mentioned above.

Results

BV was diagnosed more frequently among women infected by HPV
(p=0.05). Nevertheless, the proportion of women with HPV infection was high in
those either diagnosed with (95%) or without (82%) BV. The prevalence of BV

was similar across histological strata (p=0.42) (Table 1).

There was a negative association between the expression of COX-2 in
cervical tissues and presence of BV (OR = 0.4; 95%CIl 0.2 to 0.9). Twelve
percent of women with moderate and strong expression of COX-2 had BV,
whereas 22% of those with negative and weak expression of the marker shared
the diagnosis of BV. HPV infection was associated in a borderline manner
(p=0.04; OR=2.3 95%CI 1.0 to 5.4), being that 87% of the women with moderate
and strong COX-2 expression were infected by the virus, as contrasted to 81%
of the women with negative and weak expression of the enzyme. Expression of

COX-2 did not differ with regards to disease severity (p=0.24) (Table 2).
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Discussion

The reduced expression of COX-2 in cervical squamous lesions of
women with BV is compatible with the idea that the condition may affect, directly
or not, the mechanisms related to the inflammatory responses in the cervical
milieu. BV has traditionally been considered a noninflammatory condition, and it
has been well established that inflammatory conditions predispose cervical
tissues to HPV infection. However, at variance with the current concepts
concerning BV, there are reports demonstrating a decrease in proinflammatory
cytokine levels, most notably IL-1 B and TNF-a, after treatment of bacterial
vaginosis [12,13, 32, 33]. The persistence of interleukin-1 B in women who failed
therapy might be related to the persistence of bacterial endotoxin in vaginal
milieu [12], which suggests that BV, if not itself a cause of inflammation, affects
the inflammatory responses in the vaginal environment. These findings,
however, contrast to the present results in those previous reports demonstrated
that BV enhance proinflammatory mediators, whereas in the current series the
expression of COX-2 — an enzyme related to inflammation - was reduced in

specimens of women harboring BV.

Mucosal immune system activation, especially innate immunity,
represents a critical response against microorganisms colonizing the
reproductive tract that could prevent severe complications associated with
abnormal vaginal flora [34,35,36]. Neutrophil recruitment and activation is
considered the main innate immune response against microbial and viral

infections of the vaginal mucosa [37]. BV-associated alterations of vaginal
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mucosal system are partially understood. However, it is not known why most
women with BV show no inflammatory signs, whereas other vaginal infections
such as trichomoniasis, candidiasis, cause major inflammatory symptoms and
leukocyte accumulation. Interleukin (IL)-8 is a potent chemotatic and activating
factor for neutrophils that has been detected in vaginal fluid of women with BV
and other vaginal infections [14, 38]. IL-8 is a pleiotropic cytokine with several
functions; it is produced by many different kinds of cells including neutrophils,
monocytes, macrophages, endothelial and epithelial cells in response to
different stimuli. IL-8 has many roles in the reproductive tract [39, 40]. Several
innate factors such as IL-1, neutrophils and matrix metalloproteinase-9 stimulate
production or enhance activity of IL-8 [41, 42]. A recent study showed that
impairment of IL-8 induction in women with BV is associated with low levels of
vaginal immunoglobulin (Ig)A against haemolysin produced by Gardnerella
vaginalis, a low number of leukocytes, and high microbial hydrolytic enzyme
activities [35]. It is thus sensible to speculate that a reduced inflammatory
activity mediated by IL-8 and other cytokines may be the culprit of the reduced

expression of COX-2 in cervical lesions taken from women with BV.

Many aspects of vaginal innate immunity are still to be disclosed. BV is
the most prevalent vaginal disorder in non-pregnant and pregnant women [8,43].
It is associated with several adverse outcomes, including increased
susceptibility to human immunodeficiency virus (HIV) infection [44], upper
genital tract infections [45], endometritis [46], post-surgical infections [47],

urinary tract infections [48], and adverse pregnancy outcomes [49,50]. BV is
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accompanied, or characterized by, a decreased lactobacilli flora and a largely
increased colonization of several facultative and strictly anaerobic
microorganisms [51]. A study involving groups of healthy women and BV
positive non-pregnant women showed that BV causes a dramatic increase of IL-
18 (20-fold) concentrations and decrease of IL-8 concentrations [32]. This shows
that the innate immune system is reacting strongly and trying to fight abnormal
microbial colonization, although most BV positive women do not show any
inflammatory sign. In fact neutrophils and IL-8 are not increased in BV positive
women. In that same study, the authors suggest that BV produces virulence
factors that specifically inhibit IL-8 more than IL-13. And the resulting IL-8 low
levels may be responsible for the low counts of vaginal leukocytes and for
clinically observed absence of inflammatory symptoms in most women with BV.

Restitution of normal cytokines levels is dependent upon controlling BV [12].

The results of previous studies on the impact that BV has on development
of cervical dysplasia have been conflicting. A study was performed to establish
possible relations between BV and CIN [52]. Presence of clue cells on
Papanicolaou smears was their method of diagnosing BV, which has been
reproduced in the present study. In that series, the relative risk of having CIN 3
was 5.0 if the subject had BV, but the study was severely flawed by the fact that
subjects were not tested for HPV infection. Previous reports have focused on
epidemiological factors that might be related to genital infections, and it has
been shown that self-reported abnormal vaginal discharge was related to CIN 1

in HPV-infected women [53].
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Studies of vaginal flora in women with HPV-induced abnormalities in
cytological smears have demonstrated higher percentages (23.6%) of
Gardnerella vaginalis, when compared to cytological smears without HPV-
induced abnormalities [54]. In a study controlled for HPV, no correlation was
found between BV and CIN [18]. Recently, another study described that women
with bacterial vaginosis were not found to have CIN more frequently than
women with normal vaginal flora and the quantities of nitrosamines produced by
women with BV did not differ significantly from women without BV [17]. In their
series, the prevalence of BV was 9.8% in smears suggestive of HPV-induced
squamous lesions, compared to 17% of BV in women harboring Low or high SIL
smears in the present series. Overall, there is a large bulk of evidence favoring
the plausibility of a relation between cervical inflammation and the risk for
cervical cancer in HPV-infected women, but the knowledge on the relations

between BV and CIN remains blurred.

The behavior of COX-2 in pre-invasive cervical lesions is still under
investigation, and its expression has been suggested to increase in parallel to
the grade of CIN and possibly to have a potential role in predicting CIN
recurrence after conservative treatments [55]. In contrast, a recent study found
that COX-2 expression is abundant in epithelial cervical lesions, but COX-2
detection was not related to disease severity and HPV detection rates did not
differ significantly across COX-2 expression [25]. There is a potential influence
of other cervical infections, not investigated in the present series, which may

justify the lack of association between BV and COX-2 expression, as well as
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with the other variables under scrutiny. For instance, it is well known that
infections by Chlamydia trachomatis, Candida sp and other infectious agents are
prevailing conditions in Brazilian women living in underprivileged economic
conditions. These concurrent infections might have offset an eventual
association between BV and the inflammatory response in the HPV-induced
cervical lesions. The authors acknowledge that, at this point, it would be virtually
impossible to retrieve information on other types of infection with the samples
available. BV frequently coexists with cervicitis, and this association has long
been shown to occur in up to 50% of the cases [56]. Therefore, the present
results, which point towards a negative relation between BV and the
inflammatory response in CIN, might be contested through a more
comprehensive evaluation of the infectious processes occurring at the moment
that the conservative treatments (i.e., cervical conization) are performed.
However, it should be emphasized that BV has never been firmly implicated as a
stand-alone infectious process involved in the formation of CIN, and the present
series, although lacking confirmation of other genital infectious, corroborates the
assumption that BV is much likely to play only a marginal role in the

pathogenesis of squamous abnormalities of the uterine cervix.
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Table 1- Bacterial Vaginosis (BV) as related to HPV detection and histological

diagnosis
Bacterial Vaginosis (BV)

Variables Total Negative Positive p Adjusted™* p
HPV

Negative 36 34 (18%) 2 (5%)

Positive 192 156 (82%) 36 (95%) 0.05 0.05
Histology

Cervicitis 11 11 (6%) 0

CIN 1 35 29 (15%) 6 (16%)

CIN 2 31 26 (14%) 5 (13%)

CIN3 151 124 (65%) 27 (71%)  0.58* 0.42

*Chi-square for trend in proportions.
**Adjusted p: based on the coefficients derived from linear regression including

all variables in this table as co-factors for BV.
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Table 2 — COX-2 expression as related to BV, HPV detection and histological

diagnosis
Variables Total COX-2 Expression
Negative/weak Moderate/strong P OR (95%Cl)**
BV
Absent 190 80 (78%) 110 (88%) Ref
Present 38 23 (22%) 15 (12%) 0.02 0.4(0.2t00.9)
HPV detection
Negative 36 20 (19%) 16 (13%) Ref
Positive 192 83 (81%) 109 (87%) 0.04 23(1.0to5.4)
Histology
Cervicitis 11 4 (4%) 7 (6%) Ref
CIN 1 35 14 (14%) 21 (17%) 1.0(0.2t0 4.2)
CIN 2 31 18 (17%) 13 (10%) 0.4 (0.1t01.1)
CIN3 151 67 (65%) 84 (67%) 0.24* 0.6(0.3t0o1.4)

*Chi-square for trend in proportions.
**Adjusted Odds Ratio: based on the coefficients derived from linear regression

including all variables in this table as co-factors for COX-2 expression.
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Figure 1 — Cytology and histology slides in a selected CIN 3 case

A and B: Cytological aspects of high-grade squamous intraepithelial lesion
(HSIL) cells surrounded by clue cells

C: Low-power microphotograph representative of the transition from normal
cervical epithelium to CIN 3. Cytoplasm is stained for COX-2.

D: Low-power microphotograph displaying details of the abnormal cervical

epithelium, with prominent (moderate/strong) COX-2 expression.
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4. Conclusoes

e A prevaléncia de VB em mulheres com lesdes cervicais HPV-induzidas foi
de 17%. A presenca de VB foi significativamente maior em mulheres com
HPV de alto risco oncogénico, porém ndo se associou com a gravidade

histologica da NIC.

e A expressao da COX-2 foi significativamente menor em mulheres com VB,
embora tenha sido observada uma associagdo com a infec¢ao pelo HPV. A

gravidade histolégica da NIC n&o esteve associada a expressédo da COX-2.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1 — Consentimento Livre e Esclarecido

Deteccdo do DNA-HPV antes e apds a conizagdo com cirurgia de alta

freqiéncia (CAF) em mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical

Eu, Sra , portadora do

RG , atendida no Centro de Atencao Integral a Saude da Mulher

(CAISM) no ambulatério de Patologia Cervical, fui convidada a participar desta pesquisa
porque o resultado do meu exame de prevencao mostrou alteragdo nas células do colo

do utero e necessito de tratamento.

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

freqliéncia com alga.

Sei que serei submetida a uma entrevista sobre informacdes pessoais que

ficardo de posse da Dra. Priscila Garcia Figueiredo, que mantera o sigilo destas.

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

exames apresentam risco minimo de complicagées.
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O tratamento da lesdo do colo do utero sera a conizagao, que € a retirada de um
pedago maior do colo do utero (cone) com anestesia local no proprio ambulatério. Sei que
a realizagao da conizacao por esta técnica € indolor e que a sua principal complicagao

€ a hemorragia que, porém, nao é frequente.

Sei também que, apds a conizagdo, deverei comparecer apos quatro meses
neste ambulatério, para nova avaliacdo e novos exames. Nestes retornos, serdo
realizados: o exame de prevengao, o material para a detecgdo do HPV, a colposcopia e,

uma bidpsia 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 implicara 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 nao terei custos para participar da pesquisa, pois,

o intervalo entre as consultas sera o mesmo realizado de rotina no ambulatério.

Em caso de duvidas ou esclarecimento, tenho o direito de entrar em contato

com a Dra. Priscila Garcia Figueiredo no telefone 3788-9376.

Assinatura da paciente:

Assinatura do pesquisador:

Campinas, de de 200__.
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7.2.  Anexo 2 — Aprovacdo no Comité de Etica em Pesquisa
(CEP)

qp COMITE DE ETICA EM PESQUISA
h A 2 Caixa Postal 6111

2 13083-970 Campinas-S.P.
'(.’ &= 0__ 197888936

fax 0 _ 19 7888925
UNICAMBP B cep@head.fcm.unicamp.br

CEP, 28/08/00

PARECER PROJETO: N° 264/2.000

HDENTIFICAGAC:

PROJETO: “PERSISTENCIA DO DNAHPV APOS A CONIZAGAO COM
CIRURGIA DE ALTA FREQUENCIA (CAF) EM MULHERES COMNIC2 OU 3.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sophie Frangoise Maurilette Derchain
INSTITUIGACO: Departamento de Tocoginecologia/FCM/UNICAMP
APRESENTACAO AD CEP: 16/08/2000

I - OBJETVOS

Trata-se de um estudo prospectivo para avaliar @ persisténcic e a carga viral
de DNA-HPV em mulheres submetidas a cirurgia para conizagéo do colo uterino e
verificar se existe clguma correlagdo entre a detecgdo do virus e a presenca de
doenga residuadl ou recldiva apés a cirurgia.

Il - SUMARIO

Os pesquisadores pretendem avdliar um total de pacientes &8 pacientes,
atendidas no ambulatéric de Patologia Cervical do CAISM-UNICAMP. Critérios de
inclusd@o serédo: mulheres com citologia oncética atrerada (NIC 2 ou NIC3) ou suspeita
de carcinoma micro-invasive e que tenham uma Indicagée clinica para o procedimentc de
conizagdo do colo uterino. A técnica ufiizada para a cirurgia serd a conizagdo por
cirurgic de dita fregléncia (técrica essc jé6 em uso rotineiro no servigo) e para a
avdliagd@o da carga viral do HPV seré utlizada ¢ técnica da coptura de hibridos (técnica
esso também jé bem estabelecido na literatura. O estude envolve ainda a coleta de
informacgdes através de guestiondrios estruturados
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N - COMENTARIOS DOS RELATORES

Andlisando o prgjeto socb o aspecto ético, concluimeos ser uma pesdgulsa bem
elaborada, com a revisdo da lteratura, casuistica, Justificativa, material e métodos séo
adequades. O termo de consentimento livre e esclarecido estd em conformidade com
as resolugdes CNS 196/96 e 251/27

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquiso da Faculdade de Ciéncias Meédicas da
UNICAMP, apés acatar os pareceres dos membros-relatores previomente designados
para o presente caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 126/96 e
251/97, bem como ter aprovade os termos do Consentimento Livre e Esclarecido,
assim como todos os anexos incluidos na Pesqulsa, resolve aprovar sem restrigées o
Protocolo de Pesquisa supracttado.

VI - DATA DA REUNIAO

A ser homologado na VIl Reunide Ordinédria do CEP em 12 de setembrec
de 2000

bninlis ey
Prof. Dr. Sebastigo Araijo
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

rd
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

= Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
= (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

F o fom wnicamp.brpesquisa/eica’ind o rm!

CEP, 21/09/04.
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 309/2004

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “RECIDIVA DA NEOPLASIA INTRA-EPITELIAL CERVICAL APQS
CONIZACAO DIATERMICA EM MULHERES COM INFECCAO PELO
PAILOMAVIRUS HUMANO (HPV), EM FUNCAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS
MARCADORAS DA REGULACAO DO CICLO”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sophie Frangoise Mauricette Derchain

INSTITUICAQ: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 28/06/2004

APRESENTAR RELATORIO EM: 21/09/05

IT- OBJETIVOS

Avaliar a ocorréncia de persisténcia ou recidiva da neoplasia intra-epitelial apos
conizagdo diatérmica, em até 36 meses apos o tratamento, em mulheres com infec¢do pelo HPV
em funcdo da expressdo de proteinas relacionadas ao controle de ciclo celular, da apoptose e da
invasividade tumoral e neo-angiogénese. A pesquisa pretende auxiliar no planejamento de
medidas propedéuticas e terapéuticas que visem otimizar o seguimento clinico apds o tratamento
conservador da neoplasia intra-epitelial.

I - SUMARIO

Trata-se de uma pesquisa de doutorado na forma de estudo clinico prospectivo
envolvendo mulheres atendidas no laboratério de Patologia Cervical do CAISM submetidas a
conizagdio diatérmica do colo do Utero e com neoplasia intra-epitelial cervical 2 ou 3. as
mulheres serdo acompanhadas por 36 meses. O tamanho amostral serd calculado com base em
informagBes estabelecidas sobre a prevaléncia dec infecgdo dos HPV tipo 16 18 e outros de alto
risco oncogénico. Os critérios de inclusdo e exclusdo estdo bem definidos e a metodologia da
pesquisa esta bem detalhada.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES *

O protocolo esta bem explicado e o TCLE esta claro . O material coletado para teste de
HPV sera coletado em conjunto com aquele para a colpocitologia oncolégica, sem desconforto
adicional para as mulheres participantes da pesquisa.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre € Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Ttem IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I'V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e &4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envié-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IX Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 21 de setembro de 2004.

Profa. szicé;ﬁ-jfﬁ/gr: gﬂyia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE E§E ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
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7.3. Anexo 3 - Listagem das pacientes
20% clue Anatomo- | Intensidade | Positivo COX | Negativo COX
Numero HC Idade | Citologia cell CHII patolégico COX campo 1 campo 1

1 753816-1 | 29 HSIL NEG | 2460,67 NIC 3 2 70 91

2 753831-1 | 40 HSIL POS 998,35 NIC 3 2 97 137
3 753830-7 | 20 LSIL POS 6,21 NIC 1 2 69 69
4 754603-9 | 40 | INVASOR | NEG | 2384,93 NIC 3 3 90 10
6 496839-9 | 34 HSIL NEG 670,80 NIC 3 3 100 0

7 754606-1 | 56 HSIL POS 388,37 NIC 3 1 43 133
8 510147-7 | 45 HSIL NEG 73,55 NIC 3 3 90 10
11 755488-4 | 21 HSIL NEG 4,10 NIC 1 3 76 59
14 755593-5 | 26 HSIL NEG 5,65 NIC 3 2 100 0

16 150900-3 | 27 HSIL NEG 12,25 NIC 3 0 0 1

17 755501-2 | 47 HSIL NEG 319,12 NIC 3 3 236 174
18 271509-7 | 40 HSIL NEG 1340,73 NIC 3 3 90 10
19 755687-2 | 31 HSIL NEG 494,17 NIC 3 2 115 142
21 756597-8 | 29 HSIL POS 1026,12 NIC 3 3 127 94
22 756612-4 | 35 ASC NEG 312,89 NIC 3 3 145 84
23 561404-0 | 33 HSIL NEG 0,15 CERVICITE 2 35 65
24 757396-9 | 48 HSIL NEG 87,60 NIC 3 3 80 20
26 758287-9 | 32 HSIL POS 136,52 NIC 3 3 90 10
28 758368-9 | 30 HSIL NEG 149,69 NIC 3 3 90 10
29 759015-1 | 42 LSIL POS 90,10 NIC 1 3 224 109
30 | 228989-0 | 41 HSIL POS 894,73 NIC 1 3 85 15
31 757490-1 | 32 HSIL NEG 232,57 NIC 3 1 19 96
32 755416-1 | 26 LSIL NEG 57,53 NIC 1 1 15 85
33 758896-6 | 43 HSIL NEG 707,12 NIC 3 2 272 107
34 758904-9 | 33 HSIL NEG | 2292,67 NIC 3 3 80 20
35 469398-2 | 23 HSIL NEG 192,34 NIC 1 2 90 10
36 7555799 | 38 HSIL NEG 12,07 NIC 3 3 100 1

37 761348-8 | 38 HSIL NEG 315,86 NIC 3 1 30 70
38 759943-2 | 48 HSIL NEG 59,67 NIC 3 3 85 15
40 | 210872-7 | 34 HSIL NEG 1,17 NIC 3 2 85 15
42 754045-1 | 29 HSIL NEG 25,11 NIC 3 2 75 25
43 723016-9 | 23 HSIL POS 0,19 NIC 1 2 132 62
46 76233-8 43 HSIL NEG 0,21 NIC 2 1 45 55
47 762298-4 | 29 LSIL NEG 1026,95 NIC 1 2 65 35
51 762324-9 | 43 LSIL NEG 0,16 NIC 1 1 25 75
52 762366-7 | 37 HSIL POS 15,39 NIC 3 1 25 75
53 759949-6 | 31 HSIL NEG 458,69 NIC 2 0 0 1
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20% clue Anatomo- | Intensidade | Positivo COX | Negativo COX
Numero HC Idade | Citologia cell CHII patoldgico COX campo 1 campo 1

54 159868-2 | 36 HSIL NEG 366,98 NIC 1 1 89 126
56 446448-8 | 34 ASC NEG 0,27 NIC 1 0 0 1

57 763146-2 | 33 HSIL NEG 165,84 NIC 3 1 20 80
59 763247-2 | 28 HSIL NEG 31,40 NIC 3 2 120 90
60 737571-5 | 23 HSIL NEG 8,73 NIC 3 3 90 10
61 762289-3 | 42 LSIL NEG 0,13 NIC 1 2 65 36
62 763242-2 | 45 LSIL NEG 0,21 CERVICITE 1 61 115
63 764027-7 | 35 | INVASOR | NEG 0,38 NIC 3 3 100 0

64 764130-0 | 37 HSIL NEG 957,56 NIC 3 1 20 80
65 763650-3 | 36 HSIL NEG 287,31 NIC 2 1 15 85
66 764213-8 | 27 HSIL NEG 13,94 NIC 2 3 99 92
67 764217-4 | 31 ASC NEG 0,15 NIC 1 2 99 21
68 764240-1 | 26 HSIL NEG 1395,37 NIC 3 1 15 85
69 764251-0 | 50 HSIL POS 7,93 NIC 3 3 101 103
70 88503-2 49 HSIL NEG 633,58 NIC 3 1 40 60
72 763723-6 | 36 | INVASOR POS 334,24 NIC 3 1 15 85
73 765081-0 | 49 HSIL NEG 0,19 NIC 1 3 47 33
74 765009-2 | 33 HSIL POS 154,85 NIC 3 3 100 0

75 764991-2 | 36 INFL. NEG 1,60 NIC 3 3 290 197
76 765166-6 | 29 HSIL NEG 594,48 NIC 2 2 90 61
77 765167-0 | 37 HSIL NEG 6,06 NIC 3 2 40 60
78 765175-7 | 31 INFL. NEG 0,19 NIC 1 2 30 70
79 765187-0 | 27 HSIL NEG 11,28 NIC 3 1 60 165
80 743243-0 | 29 HSIL NEG 0,41 NIC 3 2 114 179
81 766686-3 | 28 HSIL POS 363,02 NIC 3 1 40 60
83 767555-5 | 32 HSIL NEG 322,57 NIC 3 1 30 70
84 767619-7 | 30 HSIL NEG 14,89 | CERVICITE 2 80 20
85 768338-2 | 27 | INVASOR POS 167,22 NIC 3 1 50 50
87 768433-8 | 46 HSIL POS 11,07 NIC 3 1 109 223
89 768429-7 | 28 HSIL NEG 0,41 CERVICITE 1 45 55
92 766221-9 | 34 HSIL NEG 0,54 NIC 2 0 0 1

93 770092-1 | 29 ASC NEG 0,18 NIC 2 3 100 0

95 191192-7 | 47 INFL. NEG 0,69 NIC 1 2 107 68
96 772103-1 | 45 HSIL NEG 506,69 NIC 3 1 20 80
97 527269-8 | 31 HSIL NEG 707,64 NIC 3 3 75 25
98 773584-6 | 45 HSIL NEG 0,67 CERVICITE 1 0 90
100 | 775399-3 | 32 HSIL NEG 1156,56 NIC 2 2 63 39
102 | 775398-9 | 28 LSIL NEG 0,11 CERVICITE 3 56 18
103 | 475082-5 | 26 HSIL NEG 34,75 NIC 2 1 96 137
104 | 767159-7 | 30 HSIL NEG 8,30 NIC 3 3 95 5
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20% clue Anatomo- | Intensidade | Positivo COX | Negativo COX
Numero HC Idade | Citologia cell CHII patoldgico COX campo 1 campo 1

105 | 767984-0 | 50 HSIL POS 9,50 NIC 3 1 90 10
106 | 776933-2 | 37 ASC NEG 2,82 NIC 3 2 105 52
107 | 768618-0 | 26 HSIL NEG 1769,12 NIC 3 2 203 55
109 | 777864-2 | 28 HSIL NEG 1472,25 NIC 3 2 75 25
110 | 778694-2 | 29 HSIL NEG | 2017,87 NIC 2 3 80 20
111 | 779272-5 | 42 HSIL NEG 0,12 NIC 2 1 10 90
112 | 771894-5 | 30 ASC NEG 184,82 NIC 3 0 0 1

113 | 758730-6 | 22 ASC NEG 0,13 NIC 3 3 177 42
114 | 784409-5 | 39 INFL. POS 36,01 NIC 2 1 35 65
115 | 199661-4 | 47 HSIL NEG 894,06 NIC 1 1 30 70
116 | 785810-5 | 47 | INVASOR POS 539,73 NIC 3 3 213 169
117 | 511512-3 | 46 HSIL NEG 7,37 NIC 3 2 116 156
119 | 758404-9 | 32 HSIL POS 1486,84 NIC 1 2 80 20
120 | 787500-6 | 22 LSIL POS 114,50 NIC 2 1 15 85
121 | 797206-0 | 26 HSIL NEG 12,97 NIC 1 1 20 80
122 | 482608-2 | 27 HSIL POS 1930,25 NIC 2 0 0 1

124 | 798109-3 | 35 HSIL NEG 410,06 NIC 1 3 100 1

128 | 800567-0 | 28 HSIL NEG 135,02 NIC 3 0 0 1

129 | 800486-0 | 34 HSIL NEG 172,75 NIC 3 3 40 60
133 | 800590-7 | 47 HSIL NEG 401,42 NIC 2 3 90 10
135 | 800565-2 | 46 HSIL NEG 105,59 NIC 3 2 87 13
136 | 800510-7 | 26 HSIL NEG 415,45 NIC 3 3 100 1

138 | 798860-9 | 27 HSIL NEG 664,72 NIC 3 1 35 65
139 | 809121-5 | 40 ASC NEG 2,21 CERVICITE 3 114 65
140 | 809119-2 | 36 HSIL NEG 48,96 NIC 3 0 0 1

141 | 809124-7 | 30 HSIL NEG 0,20 NIC 2 3 132 27
142 | 801012-2 | 42 HSIL POS 570,92 NIC 3 2 75 25
145 | 546746-5 | 36 HSIL NEG 84,44 NIC 3 0 0 1

146 | 802313-1 | 26 HSIL NEG 48,71 | CERVICITE 3 126 80
147 | 802411-9 | 33 HSIL NEG 439,15 NIC 3 0 0 1

148 | 802361-8 | 40 HSIL NEG 5,17 NIC 1 2 165 92
150 | 809134-2 | 39 HSIL NEG 50,12 NIC 3 0 0 1

154 | 802431-9 | 29 HSIL NEG 390,17 NIC 1 1 30 70
156 | 805014-8 | 28 HSIL NEG 79,87 NIC 1 2 68 21

158 | 809144-7 | 38 HSIL POS 1581,91 NIC 3 3 75 25
160 | 815187-9 | 23 HSIL NEG 201,38 NIC 3 0 0 1

163 | 811733-6 | 38 HSIL NEG 196,69 NIC 3 3 100 0

164 | 814834-7 | 29 HSIL NEG 4,31 NIC 3 1 80 20
165 | 807282-1 | 35 HSIL NEG 144,23 NIC 3 2 80 20
168 | 813768-5 | 33 HSIL NEG 579,02 NIC 3 1 15 85

Anexos

76




20% clue Anatomo- | Intensidade | Positivo COX | Negativo COX
Numero HC Idade | Citologia cell CHII patoldgico COX campo 1 campo 1

169 | 811019-8 | 27 HSIL NEG | 2150,48 NIC 3 3 75 25
170 | 813494-6 | 27 HSIL NEG 356,31 NIC 3 3 90 10
175 | 370398-8 | 42 HSIL NEG 1247,04 NIC 3 3 100

176 | 825100-9 | 31 HSIL NEG 85,31 NIC 3 3 100

178 | 823475-8 | 33 HSIL NEG 46,47 NIC 3 2 65 35
181 | 818555-1 | 47 HSIL NEG 179,58 NIC 3 3 85 15
182 | 811804-1 | 32 HSIL NEG 23,56 NIC 3 0 0 1
185 | 249347-9 | 38 HSIL NEG 139,04 NIC 3 3 247 134
186 | 810587-8 | 60 HSIL NEG 206,15 NIC 3 3 70 30
187 | 179367-4 | 33 HSIL NEG 39,26 NIC 2 1 15 85
190 | 825982-5 | 38 HSIL NEG 188,93 NIC 3 0 0 1
197 | 820268-2 | 27 HSIL NEG 321,49 NIC 3 3 209 105
200 | 823947-1 | 23 ASC NEG 5,34 NIC 3 3 100 0
202 | 829593-8 | 24 HSIL NEG 1408,72 NIC 2 2 80 20
203 | 823851-6 | 30 HSIL POS 240,77 NIC 3 2 35 65
206 | 826954-5 | 39 HSIL POS 65,93 NIC 3 0 1
207 | 828105-0 | 31 LSIL POS 244,84 NIC 2 0 1
209 | 809534-6 | 31 INFL. NEG 0,77 NIC 2 1 30 70
210 | 802506-0 | 34 HSIL NEG 1754,47 NIC 3 1 257 165
211 | 682181-2 | 45 HSIL POS 1498,69 NIC 3 1 5 95
212 | 829823-1 | 33 HSIL NEG 219,04 NIC 3 3 259 170
213 | 833680-3 | 43 | INVASOR | NEG 15,56 NIC 3 3 90 10
214 | 827657-6 19 INFL. NEG 857,64 NIC 3 2 90 10
215 | 835211-2 | 26 INFL. NEG 1206,94 NIC 3 3 90 10
217 | 775410-3 | 47 HSIL NEG 692,00 NIC 2 3 30 70
219 | 833467-9 | 23 INFL. POS 0,69 NIC 3 0 0 1
222 | 829311-8 | 52 HSIL NEG 31,07 NIC 3 1 15 85
224 | 8320006-4 | 28 HSIL NEG 100,56 NIC 3 1 15 85
225 | 710372-2 | 52 HSIL NEG 52,51 NIC 3 2 80 20
226 | 815188-3 | 29 INFL. NEG 7,18 NIC 3 1 25 75
228 | 495672-2 | 20 HSIL NEG 3,79 NIC 3 3 90 10
229 | 836781-4 | 47 HSIL NEG 9,18 NIC 3 3 65 35
230 | 830712-1 | 31 HSIL NEG 0,52 NIC 3 0 0 1
231 | 833153-0 | 27 HSIL NEG 12,8 NIC 3 2 302 122
232 | 463703-9 | 25 HSIL NEG 1303,01 NIC 1 2 90 47
234 | 833620-3 | 43 ASC NEG 85,87 NIC 3 1 104 147
236 | 831717-8 | 40 HSIL NEG 33,12 NIC 3 3 92 10
238 | 811427-9 | 28 LSIL NEG 406,47 NIC 1 2 74 63
239 | 841242-1 | 45 HSIL NEG 2,05 NIC 3 3 196 79
242 | 817979-4 | 34 HSIL POS 103,81 NIC 3 0 0 1
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20% clue Anatomo- | Intensidade | Positivo COX | Negativo COX
Numero HC Idade | Citologia cell CHII patoldgico COX campo 1 campo 1

245 | 842150-9 | 26 INFL. NEG 0,25 NIC 3 0 0 1

246 | 841484-1 | 44 HSIL NEG 140,16 NIC 3 3 147 159
247 | 214466-2 | 32 HSIL NEG 379,66 NIC 2 0 0 1

248 | 839779-2 | 24 HSIL POS 60,52 NIC 3 1 35 65
249 | 842968-4 | 40 HSIL NEG 342,02 NIC 3 2 350 147
250 | 842716-9 | 35 HSIL NEG 184,64 NIC 3 0 0 1

251 | 840286-0 | 41 ASC NEG 379,01 NIC 3 0 0 1

252 | 833172-6 | 20 ASC NEG 21,46 NIC 3 2 85 15
253 | 812932-1 | 38 HSIL NEG 56,82 NIC 3 3 92 90
254 | 844170-3 | 27 HSIL NEG 82,45 NIC 3 3 65 35
255 | 839777-4 | 45 HSIL NEG 93,28 NIC 3 3 70 30
259 | 848121-0 | 44 INFL. NEG 17,86 NIC 1 0 0 1

262 | 840632-3 | 31 ASC POS 3,75 NIC 3 2 130 99
264 | 847951-6 | 50 HSIL NEG 344,64 NIC 3 0 0 1

265 | 850264-0 | 36 HSIL NEG 85,93 NIC 2 0 0 1

267 | 757728-6 | 49 ASC NEG 0,21 NIC 1 3 177 50
270 | 855155-8 | 30 HSIL NEG 182,29 NIC 3 3 100 0

272 | 848099-1 | 65 ASC POS 202,66 NIC 3 0 0 1

274 | 651029-7 | 36 HSIL NEG 17,47 NIC 3 1 45 55
276 | 865360-3 | 39 INFL. NEG 1373,39 NIC 3 2 90 10
278 | 872033-9 | 42 LSIL NEG 44,92 NIC 3 2 78 52
279 | 196238-2 | 37 HSIL POS 10,86 NIC 2 3 86 8

280 | 868386-8 | 23 HSIL NEG 3,98 NIC 3 3 85 15
281 | 219143-7 | 41 HSIL NEG 493,56 NIC 3 3 80 20
282 | 868733-4 | 38 HSIL NEG 0,38 NIC 3 2 116 110
283 | 867294-2 | 33 HSIL POS 95,73 NIC 3 2 105 237
284 | 797282-4 | 40 HSIL NEG 663,61 NIC 3 1 15 85
286 | 873148-7 | 54 HSIL NEG 80,74 NIC 3 0 0 1

287 | 839798-8 | 29 ASC NEG 10,36 NIC 3 1 40 60
290 | 872181-2 | 31 INFL. NEG 2,92 NIC 3 3 129 22
292 | 868139-3 | 41 HSIL POS 539,46 NIC 3 3 129 137
294 | 871324-9 | 33 HSIL NEG 99,8 NIC 3 2 159 59
295 | 862843-4 | 31 HSIL POS 39,87 NIC 3 2 127 90
297 | 877356-4 | 35 ASC NEG 67,21 NIC 3 1 15 85
299 | 874077-9 | 22 INFL. POS 527,69 NIC 1 0 0 1

301 | 875989-3 | 22 LSIL NEG 926,28 NIC 2 1 54 42
302 | 875925-7 | 28 HSIL NEG 0,44 NIC 3 1 30 70
305 | 879948-7 | 26 HSIL NEG 52,59 NIC 3 2 241 77
306 | 871962-7 | 26 INFL. NEG 249.,5 NIC 2 1 90 144
314 | 880912-3 | 59 HSIL NEG 253,64 NIC 3 3 70 30
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20% clue Anatomo- | Intensidade | Positivo COX | Negativo COX
Ntmero HC Idade | Citologia cell CHII patologico COX campo 1 campo 1

319 | 881788-7 | 34 ASC NEG 29,17 NIC 3 2 80 20
321 | 88452051 | 42 HSIL NEG 14,69 | CERVICITE 3 70 30
322 | 8500939 52 AGC NEG 16,81 NIC 3 0 1

324 | 6913629 26 INFL. NEG 0,45 NIC 3 0 1

325 | 8644402 43 HSIL NEG 289,59 NIC 3 1 20 80
326 | 8652148 30 [ INVASOR POS 352,59 NIC 3 1 15 85
328 | 2579942 43 AGC NEG 0,22 NIC 1 1 15 85
329 | 8815671 45 HSIL NEG 20,36 NIC 2 1 15 85
330 | 8927541 51 ASC NEG 0,33 NIC 1 2 90 10
335 | 8073695 43 AIS NEG 126,48 NIC 3 3 80 20
338 | 7965475 34 AGC NEG 14,80 NIC 3 1 80 20
340 | 8148397 41 HSIL NEG 752,48 | CERVICITE 3 85 15
341 8147973 53 HSIL NEG 73,42 NIC 3 3 85 15
342 | 1586247 47 HSIL NEG 138,56 NIC 2 3 132 27
343 | 8156706 40 AGC NEG 1885,67 NIC 3 3 100 0

344 | 8093885 18 ASC NEG 2,21 CERVICITE 3 114 65
345 | 8173661 34 AGC NEG 0,37 NIC 1 2 69 69
346 | 8199439 33 AGC NEG 0,46 NIC 1 3 76 59
347 | 8224597 55 HSIL NEG 32,79 NIC 3 0 0 1

348 | 8319489 56 HSIL NEG 622,82 NIC 3 2 80 20
349 | 8256813 40 HSIL NEG 267,55 NIC 3 2 70 91
350 | 8256904 32 HSIL NEG 176,25 NIC 2 1 96 137
353 718956 41 HSIL NEG 442,75 NIC 3 3 90 10
354 | 8302680 | 46 HSIL NEG 25,64 NIC 2 3 100 0

355 | 8311845 47 AGC NEG 0,42 NIC 1 2 74 63
356 | 8326656 39 HSIL NEG 686,34 NIC 3 3 100 0

357 | 4542129 28 ASC NEG 30,32 NIC 2 3 80 20
358 | 8391273 52 AGC NEG 0,37 NIC 1 1 65 35
359 | 8391419 30 AGC NEG 0,33 NIC 1 2 70 30
362 | 8420585 63 HSIL NEG 1447,03 NIC 3 2 75 25
363 | 8435350 38 HSIL NEG 60,98 NIC 3 0 0 1
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7.4. Anexo 4 — Mini-curriculo da candidata desde o seu ingresso ha poés-

graduacao

Mestrado

“‘Detecgao do DNA-HPV de alto risco oncoldgico antes e quatro a seis meses
apo6s conizagdo em mulheres com neoplasia intra-epitelial cervical’.
Dissertacdo (Mestrado em Tocoginecologia) - Universidade Estadual de

Campinas/2000. Orientadora: Prof®. Dr. Sophie Frangoise Mauricette Derchain.

Trabalhos publicados na integra em periédicos indexados no Scielo ou
Pubmed

Figueiredo PG, Gontijo RC, Derchain SFM, Nakano FY, Teixeira JC, Martinez
EZ. Carcinoma microinvasor no cone apos bidpsia dirigida compativel com NIC
3. RBGO 2002; 24:37-43.

Figueiredo PG, Derchain SFM, Sarian LOZ, Gontijo RC, Andrade LALA,
Campos EA, Martinez EZ. Detecgcao do DNA do Papillomavirus humano apés
excisdo da zona de transformacdo com alga diatérmica para tratamento da
neoplasia intra-epitelial cervical. RBGO 2003; 25:9-15.

Sarian LOZ, Derchain SFM, Santos ALF, Figueiredo PG, Morais SS. Carga viral
do Papillomavirus humano na predicdo da gravidade de lesbes cervicais em
mulheres com atipias celulares na colpocitologia oncolégica. RBGO 2003;
25:365-370.
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Sarian LOZ, Derchain SFM, Pitta DR, Andrade LALA, Morais SS, Figueiredo
PG. Human Papillomavirus detection by hybrid capture II and residual or
recurrent high-grade squamous cervical intraepithelial neoplasia after large loop
excision of the transformation zone (LLETZ). Tumori 2005; 91:189-193.

Resumos em periddicos

Figueiredo PG, Derchain SFM, Nakano FY, Gontijo RC,Tambascia J, Andrade
LALA. Deteccdo do DNA-HPV antes e apds conizacdo em mulheres com
neoplasia intra-epitelial cervical. RBAC 2002;32:21b.

Derchain SFM, Figueiredo PG, Nakano FY, Gontijo RC, Tambascia J, Martinez
EZ. Excisdo da zona de transformagado com alga larga sem bidpsia prévia na

neoplasia intra-epitelial cervical grau 2 ou 3. RBAC 2002; 34:21b.

Trabalhos apresentado em congressos

Figueiredo PG, Derchain SFM, Nakano FY, Dragozovac S, Barbosa SB, Huguet
P. Achados histolégicos no cone de mulheres submetidas a conizagdo por
biépsia colpodirigida compativel com NIC 3. In: VII Simpésio International da
Sociedade Brasileira de Patologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia, 2000,
Belo Horizonte, MG. Anais do VII Simpdsio Internacional da Sociedade

Brasileira de Patologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia, 2000. p. 4-4.

Figueiredo PG, Derchain SFM, Nakano FY, Dragozovac S, Medeiros LB,
Huguet P. Correlagdo entre a citologia e a bidpsia colpodirigida em mulheres
submetidas a conizacdo por CAF. In: VII Simpdsio Internacional da Sociedade
Brasileira de Patologia do Trato Genital Inferior e Colposcopia, 2000, Belo
Horizonte. Anais do VII Simpdsio Internacional de Sociedade Brasileira de

Patologia do Trato Genital inferior e Colposcopia, 2000. p. 5-5.
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