UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE INICIACAO CIENTIFICA

DETECCAO DO VIRUS DA HEPATITE B EM AMOSTRAS
ENDOCERVICAIS DE MULHERES COM LESOES PRE-MALIGNAS
E MALIGNAS

Bolsista: Jéssica Lorena dos Santos Mathias, CNPq

Manaus
2009



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
DEPARAMENTO DE APOIO A PESQUISA
PROGRAMA INSTITUCIONAL DE INICIACAO CIENTIFICA

RELATORIO FINAL
PIB-S/0056/2008
DETECCAO DO VIRUS DA HEPATITE B EM AMOSTRAS ENDOCERVICAIS
DE MULHERES COM LESOES PRE-MALIGNAS E MALIGNAS

Bolsista: Jéssica Lorena dos Santos Mathias, CNPq
Orientadora: Prof? Dr2 Cristina Maria Borborema dos Santos

Manaus
2009



RESUMO

A presenca do virus da Hepatite B (VHB) nas secrecBes vaginais facilita a passagem de
particulas infectantes através das superficies mucosas, durante a relagdo sexual. Estas particulas
virais podem se associar com o HPV e outras DST, desencadeando neoplasias malignas. Embora
esta interacdo seja incerta, verificou-se a necessidade de pesquisar VHB na cérvice uterina no
Amazonas, devido a alta endemicidade na regido. O Estudo detectou o VHB em amostras
endocervicais utilizando a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), relacionando a
presenca do VHB com fatores epidemioldgicos (idade, tipo de lesdo, co-infeccdo HPV-VHB). Foi
realizado semi-nested PCR em 153 amostras, das quais, 14,38% (n=22) mostraram-se positivas para
0 DNA do VHB. Embora o estudo ndo possua literatura para comparar, acredita-se que estes niveis
possam estar influenciando a transformagéo maligna.

Palavras-chaves: VHB, HPV, cancer.



ABSTRACTS

The attendance of the virus from Hepatitis B (HBV) on the secretions of vagina facility the passage
of particles infector via the surfaces mucous, during the sexual intercourse, on which can if
associate with the HPV & another STD, unchain cancer. This interaction he may be uncertainty,
verified the need to research HBV on endocervice into the State of Amazonas, due on the high
endemicity from region. The survey detector the HBV in patterns endocervices by using the
technique from Polymerase Chain Reaction, relating the attendance of the HBV with factors
epidemiological (age, type of lesion co-infection HPV-HBV). For this was realized semi-nested
PCR in 153 sample, being that 14,38% (n=22) showed positives about to the DNA of the HBV.
Although the research hasn't literature to compare, believes what these levels can be influence the
conversion misconstrue.

Key words: HBV, HPV, cancer
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1. INTRODUCAO

O Virus da Hepatite B (VHB) é um agente infeccioso da familia Hepadnaviridae, cujo
material genético € o DNA e possui genes que contém cddigos genéticos que produzem
determinadas proteinas ou antigenos, que podem ser detectados no sangue, 0s quais sd0 muito

importantes para o diagndstico da doenga (SILVA, 2005).

A maior parte das infeccdes agudas causadas pelo VHB ¢é assintomatica. A transmissdo do
virus é resultado principalmente da atividade sexual, do uso de drogas injetaveis, da transmissdo

vertical ou da exposicao ocupacional (ROSSETTI et al., 2006).

Considerada como uma Doenga Sexualmente Transmissivel (DST),assume grande
importancia no contexto de salde publica, pois todas as DST sdo consideradas como facilitadoras
da infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) (SILVA, 2005).

Embora as formas de contamina¢do do HIV e do virus da Hepatite B sejam semelhantes, o
VHB é 10 vezes mais contaminante do que o HIV, fato este conferido pelo seu mecanismo de
resisténcia, uma vez que a sua enzima DNA-polimerase ndo possui a funcdo de corrigir erros e, por
essa razao, a taxa de mutagdes encontradas no genoma do VHB é maior do que outros virus de
DNA, justificando a persisténcia viral diretamente relacionada com a variabilidade do genoma deste
virus (FEREIRA, 2004; ROSSET!I et al., 2006).

A prevaléncia de co-infeccdo com VHB foi estatisticamente significante de virus
hepatotropicos em associacdo com o HIV € freqiientemente encontrada, estando ligada com a forma
sexual de transmissdo que estes virus compartilham (PELEGRINI, 2007). Em individuos co-
infectados, a carga viral plasmatica do HIV-1 tende a aumentar enquanto que ha a diminuicdo do
numero de linfécitos T CD4+ podendo, desta forma, acelerar ou ndo a progressdo da infeccdo pelo
HIV-1 para a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida - SIDA/AIDS. No Brasil, a prevaléncia da
co-infeccdo HIV-1/VHB varia entre 40,9% e 69,5% (SOUZA, 2004).

A literatura relata que, pelo seu grande poder infeccioso, a presen¢a do VHB no sémen e nas
secrecdes vaginais facilita a passagem de particulas infectantes através das superficies mucosas,
durante a relacdo sexual, sendo assim considerada uma das mais importantes DST do homem

(FERREIRA, 2000). A transmissdo sexual € o meio mais comum de contaminagdo, por isso 0S
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adolescentes e adultos com vida sexual ativa responderem pela maioria dos casos notificados

atualmente. Entre 90% e 95% dos adultos infectados com a Hepatite B irdo eliminar o virus de
forma esponténea e os restantes (5% a 10% dos infectados com a Hepatite B) se tornaréo doentes
cronicos (SOS, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que aproximadamente dois bilhdes de
pessoas no mundo ja tiveram contato com o VHB e que cerca de 500 milhdes de individuos sejam
portadores cronicos do antigeno de superficie viral (AgHBs) (BRAGA, 2006). No Brasil, a
prevaléncia do VHB é em torno de 8,0% na regido da Amazonia, de 2,5% nas regiGes Centro-oeste
e Nordeste, de 2,0% na regido Sudeste e de 1,0% na regido Sul (PELEGRINI et al., 2007). No
Brasil, a bacia Amazébnica é a regido de mais alta prevaléncia desta infeccdo. No Estado do
Amazonas, as calhas dos rios Jurua, Purus e médio Solimdes sdo consideradas as regides de maior

endemicidade.

Conforme o Centro de Doencas infecciosas (CDC, 1991), na regido Amazonica Ocidental, a
prevaléncia de marcadores sorolégicos do virus da hepatite B varia de 10% a 95% (CDC, 2001). O
boletim epidemioldgico da Secretaria de Saude do Estado do Amazonas (SUSAM) juntamente com
a Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, em 2001, notificaram um total de 56 casos de
infeccdo pelo VHB. Em 2002, foram 100 casos, sendo 41 casos de hepatite aguda e 8 casos de
cirrose hepatica pelo VHB e, em 2003, foram 114 casos. Além disso, a hepatite B esta entre as dez

principais causas de internacao hospitalar no Estado.

Baseado no fato de o Amazonas encontrar-se no perfil de alta prevaléncia do virus da
hepatite B, além de alta prevaléncia de céncer de colo uterino, verificou-se a necessidade de

pesquisar a presen¢a do VHB na cérvice uterina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estrutura do virus da Hepatite B e Genoma viral (VHB)

O VHB é um membro da familia Hepadnaviridae, que apresenta virus contendo DNA como
material genético. No soro de pacientes podem ser visualizados trés tipos de particulas
morfologicamente diferentes relacionadas ao VHB: uma particula infecciosa esférica, chamada de
particula de Dane, com 42 nm de didmetro (virion); uma segunda particula esférica, com 22 nm de
diametro; e outra com forma tubular e de comprimento variavel (Figura 1). Essas duas Ultimas
estruturas ndo sdo infecciosas, sendo compostas apenas por proteinas de superficie. Particulas

infecciosas e ndo-infecciosas podem ser encontradas em abundéncia no soro (SILVA, 2005).

Hepatitis B Particle Types

tis B Vinon
a DaneParude

Secreted Filament

Figura 01. Desenho esquematico dos trés tipos de particulas do virus da Hepatite B.
Fonte: http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV

O VHB apresenta uma estrutura complexa com duplo envoltério. O envelope é composto
por lipideos e trés formas de proteinas de superficie que sdo antigénicas. Esse, que por sua vez,
circunda o nucleocapsideo ou core, constituido pelo DNA viral, por proteinas estruturais
codificadas pelo virus e por uma DNA-polimerase que atua também como transcriptase reversa
(Figura 2) (MIZOKAMI, 1999).


http://www.globalserve.net/~harlequin/HBV
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A replicacdo do DNA do VHB é bastante incomum, necessitando a formacdo de um RNA

intermediario. O DNA do VHB é uma molécula circular, parcialmente dupla fita, com
aproximadamente 3.200 nucleotideos. Essa molécula contém quatro genes, conhecidos como C
(Core), S (antigeno de Superficie), P (Polimerase) e X (porque a funcdo desse gene era
desconhecida quando foi descoberto). Os genes se sobrepdem entre si no genoma e codificam sete
diferentes proteinas. A DNA-polimerase e a proteina core sdo traduzidas a partir de um RNA pré-
gendmico bicistrénico. Um outro transcrito viral, 0 RNA pré-C, difere do RNA pré-gendmico por
possuir, na extremidade 5°, aproximadamente 30 nucleotideos onde estd contido um codon de
iniciacdo. Esse RNA ¢ usado exclusivamente para a expressdao da proteina pré-core, a qual é

precursora do antigeno “e” (HBeAg) que ¢ secretado (NIEL , 1994).

VHB
3.182
Nucledtidos |

Figura 02. Localizagdo dos genes no genoma do virus da hepatite B.
Fonte:http://evunix.uevora.pt/~sinogas/TRABALHOS/2001/Imuno01_Hepatite%20B.htm

O gene S, composto pelas regides pré-S1, pré-S2 e S, codifica trés formas do antigeno de
superficie (HBsAQ) que variam em tamanho. Devido ao uso alternativo de trés codons de iniciagédo
na mesma fase de leitura, a proteina HBsSAg pode apresentar trés formas distintas, grande, média e
pequena, que se originam de um Unico gene. O gene P codifica a DNA-polimerase e cobre mais de
70% do genoma do virus, sobrepondo-se inteiramente aos genes pré-S e S e, parcialmente, aos
genes X e C. A enzima DNA-polimerase ndo possui a funcdo de corrigir erros, e, por essa razao, a

taxa de mutacGes encontradas no genoma do VHB é maior que a de outros virus de DNA. A
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variabilidade do genoma do virus é um dos fatores responsaveis pela persisténcia viral. O gene X

codifica a proteina HBX, que apresenta propriedades transativadoras e pode estar envolvida no

desenvolvimento de hepatocarcinoma (PATERLINI, 1995).

2.2 Formas de transmissdo e epidemiologia do VHB

O virus da hepatite B € um dos patogéneos mais comuns no homem em todo o mundo, no
qual a Hepatite B configura-se como um problema mundial de salde publica que, apesar da
disponibilidade de uma vacina efetiva, ndo diminuiu significativamente nos altimos anos.
(ROSSETI et al., 2006).

A distribui¢do do VHB varia muito em todo o mundo. No Continente Africano e sudeste da
Asia, onde a prevaléncia de portadores do virus é considerada alta, O VHB é encontrado em cerca
de 8% da populacdo. Em regides de prevaléncia intermediaria, a infeccdo atinge entre 2 e 7% da
populacdo, enquanto, em regides de baixa prevaléncia, menos de 2% da populagdo é portadora do
virus. No Brasil, a regido amazonica é considerada de alta prevaléncia, enquanto praticamente todo

o restante do pais encontra-se na faixa intermediaria. (HODINKA, 1999).

=
ST =
"=ty ]

b
Hepatitis B Surface 1 /
Antigen Prevalence )l

2% . T% Indermediate M

<29% Low Q_

Figura 03. Prevaléncia mundial da infec¢do pelo virus da hepatite B.
Fonte: http://www.medic8.com/travel/viral-Hepatitis-b.htm

I :E% High
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A Organizacdo Mundial de Salude estima que cerca de 2 bilhGes de pessoas no mundo ja

tiveram contato com o VHB, e que 325 milhdes tornaram-se portadores crénicos (CDC, 1991).

Mundialmente, as taxas de prevaléncia da hepatite B variam amplamente, de 0,1% a taxas
superiores a 30%, como as verificadas em paises asiticos. Considerando que muitos individuos
infectados sdo assintomaticos e que as infeccdes sintomaticas sdo insuficientemente notificadas, a
frequéncia da hepatite B ¢, certamente, ainda subestimada. O Ministério de Salde estima que, no
Brasil, pelo menos 15% da populacdo ja esteve em contato com o VHB e que 1% da populacdo
apresenta doenca cronica relacionada a este virus (MS, 2002).

Os estudos epidemioldgicos sobre hepatite B no Brasil sdo escassos e, em geral, ocuparam-
se de grupos populacionais especificos. A analise de base populacional feita no municipio de S&o
Paulo detectou o antigeno de superficie do VHB (HBsAg) em portadores crénicos em 1,02%
(FOCACCIA et al., 2003).

H& areas consideradas de alto risco, como no oeste do Parand e em certas regides da
Amazonia. Apesar da desigualdade das notificacdes, as taxas referentes a mortalidade por hepatites,
na regido Amazonica, sdo mais altas do que no resto do Brasil. A partir de 1989, quando foi iniciada
a vacinagdo em massa de criangas com menos de 10 anos, na Amazonia Ocidental, foi observada
uma queda significativa na mortalidade. De uma maneira geral, a soroprevaléncia revela percentuais
varidveis de HBsAg de 1,9% a 13,5%, e de 10,4% a 90,3% para o anti-HBs (BENSABATH et al.,
2003).

O virus é encontrado nas mais altas concentracbes no sangue e nos exsudatos Serosos.
Exposigdes percutaneas ou de membranas mucosas ao VHB em sangue contaminado ou secregdes
corporeas derivadas do soro sdo responsaveis por praticamente todas as infeccdes pelo VHB.
Embora o0 HBsAg tenha sido identificado em uma grande variedade de fluidos corpdreos, somente o
soro, 0 sémen e a saliva mostrou-se contagioso, enquanto o leite materno e a urina permanecem
controversos (TENGAN et al., 2006). Apesar da concentracdo do VHB ser 100 a 1.000 vezes mais
baixa na secrec¢do vaginal que no soro, foi demonstrado que a transmissdo atraves destes fluidos é
eficiente. (ASSOCIACION PANAMERICANA DE INFECTOLOGIA, 2005)

A transmissdo do VHB de pessoas com a hepatite aguda ou crbnica aos seus parceiros
sexuais ¢ uma fonte importante de infeccdo, e os adultos HBsAg-positivos que se ocupam da

atividade sexual de alto risco, com contato sexual sem protecdo, tem grande probabilidade de
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transmitir o HBV. Contudo, a maioria das pessoas com VHB cronico ndo tem a consciéncia que

estdo infectados, logo sdo transmissores silenciosos sendo a fonte mais provavel da infeccdo para

pessoas com multiplos parceiros sexuais (TENGAN et al., 2006).

Nos paises mais desenvolvidos, inclusive aqueles do norte da Europa, a maior parte (de 80-
85 %) das infeccGes agudas de hepatite B ocorrem entre adultos jovens, que utilizam drogas

injetaveis e da atividade sexual desprotegido de alto risco (TENGAN, 2006).

A importancia da transmissdo sexual da infeccdo pelo virus da hepatite B foi amplamente
reconhecida nas ultimas décadas (BARRET et al., 1992). Inicialmente, cerca de 5% a 10% das
mulheres sexualmente ativas apresentaram a infeccdo durante sua vida e cerca de 1% a 6% dos
adultos sdo portadores crénicos do virus (MAYNARD et al., 1988; Van DUYNHOVEN et al.,
1997; CDC, 1998).

Mais de 95% de todos os doentes HIV-positivos estdo infectados com hepatite B, e
aproximadamente 10-15% tém hepatite B cronica, com variacdo consideravel em varias regides
geograficas e grupos de risco. A infec¢cdo pelo HIV pode, ainda, prejudicar a resposta vacinal contra
hepatite B. Logo, todos os portadores do HIV, ao serem vacinados, devem ser testados para o anti-
HBs (anticorpo contra o antigeno de superficie de hepatite B), um a dois meses apds a terceira dose
da vacina. Estima-se que cerca de 100.000 doentes infectados com HIV nos EUA sofram de
hepatite B crbnica, logo leva-se em consideracdo que a transmissao sexual € 0 modo de infec¢do
mais frequente (WASMUTH, 2006).

Em clinicas de DST, a taxa de antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAQ)
positivo varia de 0,2% a 5% (BARRET et al., 1992). A exposicdo heterossexual corresponde a 30%
a 60% dos casos infectados (CDC, 1998). A prevaléncia na populagdo geral e os fatores associados
com a infeccédo pelo virus da hepatite B (VHB) ndo sdo bem conhecidos, pois mesmo na Europa, a
avaliacdo sorologica rotineira para rastreamento desta infeccdo, ndo € realizada (VAN
DUYNHOVEN, 1997).
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2.3 Diagnostico da infeccédo pelo VHB

As andlises moleculares permitem a identificacdo qualitativa e quantitativa do DNA do
VHB e séo usadas, principalmente, para a confirmagdo de viremia nos casos cronicos, na
determinacdo da carga viral, no monitoramento da terapia e para determinar as caracteristicas
geneticas dos isolados do virus. A deteccdo do DNA do virus € considerada a prova mais confiavel
da existéncia de replicacéo e infecciosidade viral. O DNA pode ser detectado antes do surgimento
de evidéncias bioquimicas, persistindo tanto no curso da doenca aguda como da crbnica
(ROSSETTI et al., 2006).

Atualmente, a técnica mais empregada € a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), um
método rapido, direto e extremamente sensivel. Uma PCR é considerada sensivel quando é capaz de
detectar entre 10 e 100 cépias do virus por mililitro de soro. Os genes S e C sdo geralmente usados
como alvos da amplificacdo por PCR por serem as regides mais conservadas do genoma viral. A
técnica de PCR, entretanto, varia em sensibilidade e especificidade, estando sujeita a resultados
falso-positivos e falso-negativos. Dessa forma, sua padronizacdo é de fundamental importancia
antes do emprego em andlises de rotina (HODINKA, 2006).

Os testes moleculares tém contribuido também para a identificacdo de DNA do VHB em
individuos HBsAg-negativos. Esses casos ocorrem devido a presenca de mutacdes nas regides pré-
S/S do virus, resultando na producéo de virus mutantes. Nesse tipo de infeccdo, caracterizada como
oculta, além de 0 HBsAg ndo ser detectado, o virus ndo é reconhecido por anticorpos neutralizantes,
podendo inclusive escapar de uma resposta imune induzida por vacina (SALDANHA, 2001).

Para analises moleculares, podem ser utilizadas amostras de soro, de plasma ou tecido.
Entretanto, as duas primeiras sdo preferencialmente escolhidas, devendo ser removidas
assepticamente. O plasma pode ser obtido a partir de sangue total coletado com os anticoagulantes
EDTA ou citrato de sodio. Ja a utilizacdo de heparina deve ser evitada, pois € um potente inibidor
da PCR. Tanto o soro quanto o plasma, se ndo forem processados imediatamente, devem ser
congelados em temperaturas de -20°C e -70°C. A manuten¢do das amostras clinicas a temperatura
ambiente por longos periodos, ou repetidos congelamentos e descongelamentos, deve ser evitada.
(VAN DEURSEN, 2005).
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A genotipagem é utilizada para caracterizar os isolados variantes do VHB. O gendtipo do

VHB pode ser definido com base na seqliéncia do gene S. O exame da diversidadade gendmica é
importante para avaliar rotas de transmisséo, reatividade soroldgica, patogenicidade, viruléncia e
resposta a terapias antivirais. Os meétodos, moleculares mais empregados sdo: (a) PCR com
oligonucleotideos genotipo-especificos, (b) polimorfismo do tamanho dos fragmentos de restri¢éo
(RFLP), (c) hibridizacdo reversa (LIPA — Imunogenetics) e (d) seglienciamento do genoma
(ROSSETTI et al., 2006).

2.4 Método Direto

Os avancos da biologia molecular, nos Gltimos 20 anos, tém ampliado muito o conhecimento
sobre a infeccdo sobre VHB e a carcinogénese viral. O dominio das técnicas de biologia molecular
usadas na deteccdo do VHB é necessario para qualquer discussdo sobre malignidades associadas ao
VHB, j& que cada técnica apresenta caracteristicas Unicas com impacto significativo na
sensibilidade e especificidade da mesma.

As diferencas de seletividade/especificidade, assim como as contaminacdes entre as varias
metodologias de deteccdo, tém por vezes, dificultado a determinacdo de associacao entre o VHB e

os tipos de cancer humano (LAI et. al., 2003).

O método ideal de deteccdo do VHB deve estar baseado na presenga de DNA-VHB ja que o
virus ndo precisa estar intacto para induzir doenca. A utilidade clinica destes métodos ainda precisa

ser determinada, mas seu uso em pesquisas basicas é crucial (ROSSETTI et al., 2006).

2.4.1 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

PCR consiste em reagdo de sintese de regides especificas de DNA em ciclos especificos. A
cada ciclo, o nimero de fragmentos amplificados é duplicado, e, consequentemente, ap6s 30 ciclos,
uma molécula é amplificada em mais de um bilh&o de vezes (ROCHE, 1999).
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Figura 4: PCR — Amplificacdo de DNA in vitro.
FONTE: http://www.e-escola.pt/topico.asp?hid=339

A sintese de DNA (polimerizacdo de desoxirribonucleotideo) é catalisada por uma DNA-
polimerase termoestavel, a partir de um par de oligonucleotideos sintéticos que funcionam como
iniciadores (também conhecidos como primer) da sintese. Os iniciadores sdo pequenos segmentos
de DNA fita simples, com cerca de 20 nucleotideos de tamanhos, que sdo sintetizados em
equipamentos destinados a esse fim, e cuja sequéncia deve ser complementar as seqliéncias que
delimitam a regido de DNA (locus) que se deseja amplificar (em geral, a regido de um gene
especifico). Portanto, para que os iniciadores possam ser sintetizados, deve-se conhecer
previamente a seqiiéncia de nucleotideos da regifo ou do gene que se quer amplificar. E necessario
um par de iniciadores, pois cada um delimita um dos lados da regido a ser amplificada (INNIS et.
al., 1990).

A PCR é realizada em trés etapas, repetidas, em média, por 25 a 30 ciclos. Cada etapa é
desenvolvida a uma temperatura a sua maior eficiéncia. As etapas sdo: (1) desnaturacédo do DNA,
tipicamente realizada a uma temperatura proxima a 95°C; (2) anelamento dos iniciadores ao DNA-
molde (por pareamento de bases), que ocorre a uma temperatura em geral entre 40 e 70°C; e (3)
extensdo, que corresponde a sintese de DNA pela DNA-polimerase, usualmente a 72°C (INNIS et.
al., 1999).


http://www.e-escola.pt/topico.asp?hid=339
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A amplificacdo da regido-alvo se da ap6s uma série de 25 a 30 ciclos, onde cada ciclo

consiste na realizacdo de trés etapas supramencionadas. A ciclagem ocorre de forma automatizada
em um equipamento apropriado para esse fim, chamado de termociclador. Os produtos formados a
cada ciclo servem como DNA-molde para a produgdo de novas moléculas de DNA, e por isso, a
amplificacdo ocorre exponencialmente, duplicando a quantidade de produto formado a cada ciclo. O
produto final da reacdo, apds todos os ciclos serem completados, € chamado de amplicon. O
amplicon consiste em um fragmento de DNA dupla fita, cujas extremidades sdo definidas pela
extremidade 5° de cada um dos iniciadores, cujo o tamanho é dado pela distancia entre estes,
tomando como referéncia a localizacdo da sua seqiiéncia no DNA-molde original. A forma mais
usual de visualizacdo do amplicon é através da realizacdo de uma eletroforese em gel de agarose,
posteriormente corado com brometo de etideo seguida de observacdo em um transiluminador de luz
ultravioleta (ROSSETTI et al., 2006).

A PCR é realizada em microtubo, em um volume que varia entre 10 e 50 pL. Ele deve
conter os primers, uma DNA-polimerase termoestavel, os quatro desoxirribonucleotideos (que
serdo incorporados a partir dos iniciadores pela DNA-polimerase), DNA-alvo (local que serve como
molde inicial para a amplificacdo) e um tampéo apropriado, cujo principal componente é o MgCl>
(VAN DEURSEN, 1998).

Essa técnica apresenta a vantagem de poder ser utilizada mesmo quando pequenas
quantidades de DNA-alvo estdo presentes. Através dela, é possivel detectar a presenca apenas de
uma molécula de DNA da amostra. Isso torna essa técnica extremamente sensivel no caso de
diagndstico molecular de doengas infecciosas, uma vez que nem sempre € possivel obter amostras
biolégicas com grandes quantidades do agente infeccioso. Além disso, € um método de deteccdo
direta, pois detecta a presenca do material genético do proprio agente infeccioso na amostra
analisada (ROSSETI et al., 2006).

2.4.2 Semi-nested PCR

Nested PCR é uma PCR em que o DNA-molde utilizado é o produto de uma amplificagdo

anterior. Nessa segunda amplificacdo, utilizam-se dois iniciadores, cuja regido de anelamento para
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cada um deles é interna ao produto de PCR gerado na primeira amplificacdo. O amplicon do nested

PCR &, portanto, obrigatoriamente menor que o da primeira amplificacdo. Essa técnica é utilizada
quando é necessario aumentar a sensibilidade da reagdo. Pode-se, por exemplo, utilizar um par de
inciadores para amplificar uma regido especifica de um gene de um género de bactérias e,
posteriormente, realizar um nested PCR para determinar a(s) espécies (s). Em alguns casos, €
possivel utilizar, na segunda PCR, apenas um iniciador interno associado com um dos iniciadores
utilizados na primeira reacgdo (semi-nested PCR) (ROCHE, 1999).

2.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Eletroforese em gel é uma técnica de separacdo de moléculas que envolve a migracdo de
particulas em um determinado gel durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial. As moléculas
séo separadas de acordo com o seu tamanho, pois as de menor massa irdo migrar mais rapidamente
que as de maior massa. Em alguns casos, o formato das moléculas também influi, pois algumas

terdo maior facilidade para migrar pelo gel (AUSUBEL et. al., 1997).

2.5 Co-infec¢do VHB-HPV

Nos ultimos anos, tem havido um grande interesse da comunidade cientifica a respeito do
impacto da co-infeccdo de agentes virais, de bactérias, de fungos e de parasitos no curso da infeccédo
em individuos portadores do virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1). Sabe-se que a
possibilidade desta co-infeccdo, aumenta a importancia diante do controle das DST (FERREIRA,
2000).

Na regido Norte e especialmente no Amazonas, temos uma alta incidéncia de cancer de colo
uterino que diferentemente dos outros locais do pais ultrapassa os indices do cancer de mama. A
literatura relata como fator de risco para o Cancer de colo de Utero a infeccdo pelo HPV (GROSS &
BARRASSO,1999; zur HAUSEN, 1996;RIVOIRE et al.,2001; SCHIFMAN et al.,, 2005;
SOLIMAN et al.,, 2005; WARTON & TORTOLERO-LUNA,2000). Em Manaus, dados da


http://pt.wikipedia.org/wiki/Moléculas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Partícula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Diferença_de_potencial
http://pt.wikipedia.org/wiki/Massa
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FCECON revelam que em 2002, de 1004 mulheres diagnosticadas com cancer, 533(53%) tinham

cancer de colo de utero, ocupando o primeiro lugar em casos de cancer em mulheres. Num estudo
realizado por Corréa (2005), em 40 pacientes com cancer de colo de Utero in situ ou invasivo, 100%
apresentaram DNA do HPV.

Sabe-se que 0s agentes de DST estdo associados a doencas que provocam lesdes em todos 0s
orgaos e sistemas do organismo humano. Nao bastasse isso, as pesquisas mais recentes sugerem
participagdo viral na génese de 15% dos neoplasmas malignos de diferentes localizagdes
anatdmicas. Ha estimativas de que 20% dos casos de cancer em humanos estejam associados com o
virus da hepatite C, com o virus tipo 1 da leucemia de células T, com o virus Epstein-Barr, com o

virus da hepatite B ou com certos tipos de papilomavirus humano (CAMARA et al., 2002).

Dentre as neoplasias malignas com génese viral, 80% correspondem aos carcinomas da
ceérvix uterina associados ao Papiloma virus humano (HPV) e hepatocarcinomas, ao virus da

hepatite B.

Entretanto, o efeito destas associacdes ainda é incerto (NADAL, 2004). Madjar et al. (1996)
usando o método de ELISA analisaram material uretral e endocervical de 103 pacientes de ambos
0s sexos e detectaram que 8% dos pacientes eram soropositivos para o0 VHB.

Siu et al. (2007), partindo da hipotese que pacientes com lesdes pré-malignas e malignas da
cérvice uterina tem uma maior probabilidade de desenvolver a doenca crénica quando portadores do
VHB, testaram 288 pacientes com carcinoma cervical e 242 pacientes com neoplasia intra-epitelial
cervical de alto grau (NIC I11) além de 311 mulheres sem anormalidades citolégicas. No grupo com
cancer verificou-se uma prevaléncia de 21,4%, no grupo com NIC 111 24,1% e 10,6% no grupo sem
anormalidades. Este resultado mostrou significancia estatistica e sugere que outros estudos devam
ser conduzidos na tentativa de explicar tal associacdo que, pode estar ligada a uma deficiéncia no
mecanismo imunolégico destas pacientes. As mulheres tém risco duas vezes maior que 0s homens
de adquirir alguma DST de um parceiro infectado do que o inverso. Assim, os efeitos destas
doencas nas mulheres sdo muito mais severos, e as sequelas resultantes destas infeccbes sé&o
significativamente mais sérias (SCIARRA, 1997).

A investigacdo do VHB na cérvice uterina de pacientes com lesdes pre-malignas e malignas
da cervice uterina € um fator importante para que possamos verificar se ha agentes infeciosos que

podem estar agindo concomitantemente com outros agentes de DST como HPV, potencializando a



22
transformacdo maligna. Embora, a relacdo temporal entre a ocorréncia desta infeccdo e o

desenvolvimento da neoplasia intra-epitelial cervical permanece ainda obscura, assim como a
influéncia de outros fatores de risco, tais como a presenca de infec¢des vaginais, de outras doengas
sexualmente transmissiveis e da importancia relativa do tipo de HPV (KOUTSKY et al., 1992).

Apesar do importante papel etioldgico da infeccdo pelo HPV no desenvolvimento do cancer
cervical, a presenca do virus, por si s6, ndo € suficiente para a ocorréncia da doenca. Outros co-
fatores ainda ndo muito bem conhecidos, tais como a presenca de outras doencas sexualmente
transmissiveis, como o VHB, Chlamydia Trachomatis e infeccfes do trato genital inferior,
poderiam estar associados a evolucdo e a histéria natural da doenca, conseqientemente a
vulnerabilidade das mulheres para estas infeccées (HERNANDEZ-GIRON, 1998).

Apesar de sua importancia clinica potencial, a prevaléncia da infeccéo pelo VHB tanto como
uma DST quanto carcinogénica ainda é desconhecida. Vérias investigacGes mostraram que a regiao
Amazonica é caracterizada como uma das regiées do mundo de maior ocorréncia da doenca e suas
conseqliéncias, justificando dessa forma o alto indice de soro-positividade para o ADN do VHB

nesta regido, fomentando cada vez mais estudos nessa area de pesquisa.

Além disso, em nossa regido ndo dispomos de estudos relativos a essa nova entidade clinica.
Assim, faz-se de grande necessidade o conhecimento da prevaléncia da hepatite B em nosso meio,
da presenca de co-infec¢do com outros virus e de fatores correlatos caracterizando até que ponto as
hepatites crénicas, os hepatocarcinomas, 0s canceres de colo de Utero, e outras neoplasias possam
corresponder a hepatite B, para melhor compreender o seu papel patogénico e suas repercussdes

clinicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Detectar o virus da hepatite B em amostras endocervicais utilizando a técnica da reacdo em
cadeia de polimerase — PCR.

3.2 Especifico

e Verificar a faixa etéaria das pacientes portadoras de lesdes cervicais pré-malignas ou

malignas e que possuem VHB;
e Relacionar a freqliéncia de VHB com a deteccdo de HPV;,

e Relacionar a frequéncia de HPV, VHB e a lesdo da paciente.
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4, MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo de estudo

Este € um estudo descritivo transversal analitico no qual foram analisadas varidveis de
exposicdo e o resultado da PCR para deteccdo do VHB, no qual visou investigar a freqiiéncia do
virus da Hepatite B em amostras de pacientes com lesdes cervicais pré-malignas ou malignas
atendidas na FCECON-AM.

4.2 Amostras

Foram utilizadas as amostras do banco de amostras do Laboratério de Diagnostico
Molecular — CAM — UFAM, cujo diagndstico para HPV ja foi realizado em dissertacdo de mestrado
anterior e que fazem parte do projeto PPP intitulado “Importancia do diagnéstico molecular no
contexto das doencas sexualmente transmissiveis”, do qual a orientadora e colaboradora fazem
parte. O projeto foi aprovado pelo CEP-UFAM em 05 de julho de 2008, com CAAE n°
0188.0.115.000-07.

Para obtencdo destas amostras foi coletado o material cervical de mulheres participantes de

estudo passado, totalizando 164 mulheres.

4.3 Procedimentos

4.3.1 Obtencéo das amostras

As amostras foram coletadas utilizando escovas endocervicais descartavel tipo cito-brush,
obtendo raspados da endocérvice no qual foram colocados em 400uL de TE. As amostras foram

mantidas a -20° C. Em seguida, descongelou-se as amostras a temperatura ambiente adicionando
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aos 400 pL da amostra, 400 pL da solugdo Tampéao Proteolitico (TPK); que tem como objetivo

digerir grande parte das proteinas presentes. Posteriormente, incubou-se esta mistura em banho-
maria a 56°C por 1 hora e depois ferveu por 10 minutos. As amostras foram mantidas em banho de
gelo até serem encaminhadas, no mesmo dia da coleta, ao Laboratério de Diagndstico Molecular,
no Centro de Apoio Multidisciplinar - CAM, da Universidade Federal do Amazonas (UFAM),
sendo armazenadas a -20°C até o0 momento da extracdo do DNA e execuc¢do dos procedimentos da
PCR.

SOLUCOES:

TE: TrisHCI 10 mM e EDTA 1 mM pH8,0

TPK: 900 pL de TE (Tris HCI 50 mM + EDTA 1 mM ) pH 8,0
100 pL de Tween 20%

20 pL de proteinase K 10 mg/ml

4.3.2 Diagnostico Molecular do virus da Hepatite B

As etapas executadas no laboratério de Diagnostico Molecular estdo organizadas no

fluxograma a seguir:
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Fig. 05: Fluxograma das etapas realizadas no Laboratério de Diagnéstico Molecular — CAM — UFAM.

4.3.3 Extracdo do DNA do VHB

Apbs a digestdo com proteinase K, as amostras endocervicais foram submetidas a extracao
do DNA do VHB pelo método fenol/cloroformio (KARASSAWA et al., 1995), modificado por
Oliveira et al., 2001.

Inicialmente, adicionou-se 400uL de Fenol Hidratado a 400uL da amostra que foi
previamente digerida com proteinase K. Homogeneizou-se suavemente por 10 minutos seguidos de
centrifugacdo a 12.000 rpm. Posteriormente, coletou-se o sobrenadante e adicionou 400 pL de
Fenol:Cloroférmio: Alcool Isoamilico (25:24:1). Homogeneizou-se essa mistura por 10 minutos e a
seguir centrifugou a 12.000 rpm por 10 minutos. Apds centrifugacdo, transferiu-se o sobrenadante
para outro tubo de ensaio e adicionou 400 uL de Cloroférmio Hidratado 1:1, agitou-se por 10

minutos e centrifugou-se a 12.000 rpm por 10 minutos. Apos a coleta do sobrenadante, para a
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precipitacdo do DNA viral adicionou-se 1/10 (10%) do volume do sobrenadante de NaCl 3M e

1000 pL de Etanol Absoluto Gelado. Deixou precipitar a -20°C por 12 horas.

No dia seguinte, pegou-se o material precipitado e centrifugou-se a 10.000 rpm por 30
minutos, descartando o sobrenadante cuidadosamente. Lavou-se o sedimento de DNA (pellet) com
500uL de Etanol a 70% Gelado, centrifugou a 8.000 rpm por 10 minutos e, em seguida, descartou-
se 0 sobrenadante cuidadosamente. Apds centrifugacdo, secou o sedimento por aproximadamente

40 minutos no fluxo laminar e, ressuspendeu o sedimento de DNA com 50puL de 4gua Milli-Q.

4.3.4 Amplificacéo controle do DNA

Para confirmar a presenga do DNA cromossomal humano amplificAvel conservado nas
amostras para as reacdes de PCR, utillizou-se um par de oligonucleotideos, amplificando uma
regido microsatélite (GATA)13 do cromossoma 15 humano — ISO5G (PONTES, 2003).

O sistema de reagéo foi composto de:

Reagentes Volume

Volume final 20 L
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As reacdes de PCR foram realizadas com 40 ciclos de amplificacdo em aparelho

termociclador Applied Biosystems /Veriti 96 Well Thermal Cycler, conforme o seguinte programa:
quarenta segundos a 94°C para desnatura¢do, um minuto a 62°C para anelamento e um minuto e
trinta segundos a 72°C para a sintese. Apds os 40 ciclos, seguiram-se por uma hora a 60°C para
extensao.

Apdbs a amplificagdo com I1ISO5G, os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 2,5 % (p/v) em tampdo TEB (Tris borato e EDTA) 1x, com marcador ladder
maltiplo de 100pb da Invitrogen Life Technologies. O gel foi corado com brometo de etidio (1,0
pug/mL) por vinte minutos, onde as bandas coradas correspondentes a 265pb (PONTES, 2003)
foram reveladas por luz ultravioleta (UV) e fotografadas.

4.3.5 Amplificacéo do gene S por PCR

4.3.5.1 Estratégia para amplificacdo do gene S

Para primeira PCR foram utilizados os iniciadores 2821 e 783 (OLIVEIRA et al., 2001),
seguida de semi-nested PCR que amplificam o seguimento genémico S inteiro. A partir dessa
primeira reacdo foi feita semi-nested, para a regido S com os iniciadores P1 e 783. O sistema de
PCR foi 0 mesmo, tanto para primeira, quanto para segunda reacao, com excecao dos iniciadores e
a quantidade de DNA. Na primeira reagdo foram utilizados os iniciadores 2821 e 783. Na segunda
reacdo (semi-nested PCR) foram utilizados 1uL do produto de PCR da primeira reagdo com 0s

iniciadores P1 x 783 e o sistema das reagdes de PCR foram preparadas tal como descrito a seguir:

Preparo das amostras:

Reagentes do sistema
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- Tampao 10X PCR ......oeevoveeooeeeccoeeeceeseaeeeenen. 2,5 L

Abaixo, encontra-se esquematizada a estratégia utilizada na amplificacdo do gene S por

semi-nested PCR.

15 reagdio de 2821 Pré-S1 pré-S2 S 783 (R)
PCR > <
1200pb l
P1 (F) 783 (R)
N — —
2% reacao
semi-nested PCR Regi&o S 600pb

Figura 06- Estratégia do sistema semi-nested PCR para amplificacdo do gene S completo.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose 1,5% e esperou-se obter um
produto de 1200pb resultante da primeira amplificacdo (2821 x 783) e um produto de 680pb
resultante da reacdo semi-nested PCR (P1 x 783) (OLIVEIRA , 2001).
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4.3.6 Eletroforese em gel de agarose 1,5%

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v) em
tampdo TEB (Tris borato e EDTA) 1x, com marcador ladder multiplo de 100pb da Invitrogen Life
Technologies. O gel de agarose foi corado com brometo de etidio (1,0pug/mL) por vinte minutos,
onde observou-se um produto de PCR correspondente a 680 pb sob luz ultravioleta (UV) e
fotografadas.

4.4 Avaliacéo dos dados epidemioldgicos obtidos

A prevaléncia do VHB encontrada nas amostras foi analisada em graficos, tabelas e
proporcOes, relacionando-se com a freqiiéncia de positividade e as caracteristicas como idade e
dados do questionario sécio-econdmico realizado com os resultados encontrados. Estes dados foram

avaliados no programa Microsoft Office Excel 2003.

4.5 Critério de inclusao e exclusao das amostras

As amostras utilizadas foram incluias se, ap6s a PCR para DNA gendmico, comprovassem
viabilidade. J& o critério de exclusdo levou em consideracdo a integridade da amostra, bem como a
quantidade da mesma para proceder com a PCR. Uma vez escassas as amostras tanto extraidas

quanto as frescas, as mesmas eram descartadas do estudo por auséncia de estoque.
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5. RESULTADOS

5.1 Viabilidade das amostras

Foram processadas 164 amostras para verificar a viabilidade das mesmas através do PCR para
DNA gendmico. Todas as amostras foram viaveis (Figura 08), nas quais foram encaminhadas ao

procedimento da PCR para VHB.

265pb

Figura 07 Perfil eletroforético em gel de agarose 2,5% evidenciando-se um fragmento de 265 pb resultante
da amplificacdo do gene da Golgina localizado no cromossomo 15 humano nas reac¢Ges 17, 128, 129, 130,
131, 132, 133, 134, 135/Marcador (M) = 100 pb; C+13A= Controle positivo; Br = Branco.
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5.2 Hepatite B e lesdes pré-malignas e malignas

Dentre as 153 amostras cervicais de pacientes apresentando lesdo pré-maligna ou maligna

analisadas, 14,38% (n = 22) foram positivas para a presenca de VHB.

63 129 C+01 116 Br M

680pb

130 133 C+02 64 Br M

Fig. 08 Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% e corado com brometo de etideo, evidenciando-se um
fragmento de 680pb resultante da amplificacdo por Semi-Nested PCR do gene S do genoma do VHB,
localizado nas reagdes 63, 129, 130 e 133. Amostras negativas = 64 e 116; Marcador (M) = 100 pb; C+01 =
1926(Controle positivo), C+02 = VHB (Controle positivo); Br = Branco.
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A faixa etaria das pacientes do estudo variou entre os 17 aos 78 anos, no qual a

predominancia de idade entre as pacientes que apresentaram positividade para VHB (n = 22) variou

entre 0s

27 a 56 anos.

Porcentagem dos
casos

35,00% 1
30,00% 1
25,00% 1
20,00% 1
15,00% 1
10,00% 1

5,00% 1

0,00% -

Prevaléncia de HBV x Faixa etéria

casos positivos para HBV

Faixa etaria

m17-26
m27 - 36
037 - 46
047 - 56
W57 - 66
O67-76

Gréfico 01. Distribuicdo das
malignas quanto a faixa etaria.

5.4 Tipo de leséo

pacientes portadoras de Hepatite B com lesdes cervicais pré-malignas ou

Das 22 amostras positivas para VHB, o0s tipos de lesdes foram diversificadas, como

apresenta o quadro a seguir:

Variavel

LesOes

Total

Tabela 01. Freqiiéncia do virus da Hepatite B nas amostras de mulheres com diferentes tipos de lesdes do
colo do utero.
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Adeno: adenocarcinoma; CA: carcinoma de colo de Utero; HSIL: Lesdo intra-epitelial de alto grau; LSIL:
Lesdo intra-epitelial de baixo grau.

5.5 Co-infec¢do com HPV

Dentre as 153 amostras analisadas, 14,38% (n = 22) resultaram em positividade para o VHB,
sendo que em estudo anterior (FERREIRA, 2007), j& fora comprovada uma freqiiéncia de 97% (n =
149) para 0 HPV-DNA nessas amostras. N&o foi verificado presenca de VHB em amostras HPV-

negativas.

VHB + HPM4,76,%

VHB + HPV (n = 22)

B HPV (n=127)

HPV positivas

Gréafico 02 - Prevaléncia de co-infeccdo de VHB com HPV em amostras de pacientes com
lesBes cervicais pré-malignas ou malignas.
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6. DISCUSSAO

A presenca do VHB na endocérvice pode indicar um fator predisponente ao cancer de colo de
utero, uma vez que atuando concomitantemente no mesmo sitio de infec¢do que o HPV, o VHB
pode desencadear intimeras injurias @ mucosa (BARROS JUNIOR et al., 2008).

Sabe-se que, atualmente, existem evidéncias crescentes que pacientes com esse perfil podem
também vir a desenvolver doenca hepatica cronica ou transmitir a doenga para outros individuos
(WEBER, 2005).

Conduziu-se um estudo em mulheres com lesdes de colo de utero definidas
histopatologicamente e com positividade para HPV comprovada molecularmente pela PCR, onde

verificou-se a presenca do DNA do VHB em 153 amostras de pacientes com esse perfil.

Das 153 amostras submetidas a reacdo da PCR, vinte e duas (n = 22) revelaram-se positivas
para 0 ADN-VHB. Todas as 22 amostras positivas para VHB eram também positivas para HPV. A
frequéncia encontrada neste estudo é de suma importancia, pois ressalta que agentes infecciosos
podem estar agindo concomitantemente com outros agentes de DST, como com o HPV na cérvice
uterina, embora a relacdo entre a ocorréncia desta infec¢do e o desenvolvimento da neoplasia intra-

epitelial cervical permaneca ainda obscura (KOUTSKY et al., 1992).

Dentre as neoplasias malignas com causa viral, 80% correspondem aos carcinomas da
cérvice uterina e hepatocarcinomas, que sao conhecidos pelas associa¢fes entre o Papilomavirus
humano (HPV), o virus da hepatite B e outras DST. Entretanto, o efeito destas associagdes ainda é
incerto (NADAL, 2004).

Como as taxas de hepatite B na Amazonia sdo de 8%, a freqiiéncia esperada deste virus nas
amostras estudadas ficou acima dos valores relatados para as taxas de VHB da regido, ou seja, de
14,38%. Dados de estudos com detec¢do de VHB em material endocervical sdo escassos.

Madjar et al. (1996), usando o método de ELISA, analisaram material uretral e endocervical
de 103 pacientes de ambos 0s sexos e detectaram que 8% dos pacientes eram soropositivos para o
VHB.
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Um fator poderia justificar a diferenca entre a frequéncia encontrada no presente estudo

(14,38%) e no estudo de Madjar et al. (1996): a metodologia utilizada no presente estudo, PCR, é
considerada extremamente sensivel (HODINKA, 2006), mesmo quando se considera, segundo a
Associacion Panamericana De Infectologia (2005), que a concentragdo do VHB é 100 a 1.000 vezes
mais baixa na secrecdo vaginal que no soro, foi demonstrado, por este trabalho, que a PCR para

analise destes fluidos foi eficiente.

Siu et al. (2007) sugeriram que pacientes com lesGes pré-malignas e malignas da cérvice
uterina tém uma maior probabilidade de desenvolver a doenca cronica quando portadores do VHB,
0 que implica numa maior suscetibilidade das pacientes estudadas a esta doenca, pois todas
possuiam algum grau de lesdo do colo do atero . Por outro lado, considerando que 0 VHB é um
virus de alto poder oncogénico, suspeita-se de sua participacdo no desenvolvimento do cancer de
colo de atero, de alguma forma, potencializando a acdo de HPV de alto risco, ja que seu DNA foi

encontrado no material cervical.

Segundo Ferreira (2000), o alto poder infeccioso do VHB presente no sémen e nas secrecoes
vaginais facilita a passagem de particulas infectantes através das superficies mucosas, durante a
relacdo sexual. Além disso, com a hipotese do envolvimento do VHB potencializando o HPV na
geracgdo do carcinoma cervical, futuros estudos neste sentido poderiam melhor compreender o seu
papel patogénico e suas repercussdes clinicas em relagdo a co-infecgdes (BARROS JUNIOR et. al.,
2008).



37

7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou uma freqiéncia de VHB de 14,38% em amostras
endocervicais de mulheres com les6es pré-malignas e malignas, apontando para uma
eficiéncia do método de PCR para determinar este virus no material bioldgico

utilizado.

Em relacdo a co-infeccdo de VHB-HPV, de 149 amostras HPV-positivas, 22
amostras foram positivas para HBV. Nao foi encontrado VHB em amostras HPV-

negativas.

A idade predominante entre as pacientes que apresentaram positividade para VHB (n

= 22) variou entre 0s 27 a 56 anos.

A frequéncia encontrada quanto ao tipo de lesdo foi diversificada, com
predominancia de adenocarcinoma (66.66%), seguido de 15,38% de LSIL, 14,28%
de carcinoma e 12,93% de HSIL.
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9. ANEXO

9.1 Parecer

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Comité de Etica em Pesquisa— CEP/UFAM

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas
aprovou, em reunido ordinaria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o
Projeto de Pesquisa protocolado no CEP/UFAM com CAAE n°. 0188.0.115.000-07,
intitulado: “Importancia do diagnéstico molecular no contexto das Doencas
Sexualmente Transmissiveis”, tendo como Pesquisadora Responsavel Cristina Maria
Borborema dos Santos.

Sala de Reunifio da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade

Federal do Amazonas, em Manaus/Amazonas, 05 de julho de 2007.

E FEDERAL DO AMAZONAS

UNIVERSIDA )
E m Pesquisa CEP/ UFAM

Comité de

Coordenadora

Rua Teresina, 495 — Adrianépolis — Cep. 69.057-070 — Manaus/AM — Fone: (92) 622-2724 r. 32 -
E-mail: cep@ufam.edu.br

Parecer do Comité de Etica em Pesquisa



