Plano de pesquisa para exame de
qualificacao, nivel de doutorado,
Faculdade de Ciéncias Medicas
Unicamp, area de concentracao de
Anatomia Patologica

Aluno: Paulo Newton Danzi Salvia
Orientadora: Profa. Dra. Liliana A.L.A. Andrade
Co-orientadora: Profa. Dra. Christine Hackel




INDICADORES DE DOENCA
RESIDUAL NO SEGUIMENTO
DE PACIENTES CONIZADAS

POR LESAO INTRAEPITELIAL
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Introducao

Papilomavirus Humano

Conhecendo o virus
—  Estrutura Molecular

Técnicas de deteccao

TIpos virais

Prevaléncia no cancer cervical
Historia natural da infeccao




Doenca residual
— concelto

Revisao de literatura
Objetivos
Pacientes e Metodos







Pequenos
Oncogeénicos
Livres de
lipidios
Similares a

Microscopia
Eletronica




Melnich > POVAVIRUS :

» Papilomavirus > Polyomavirus

» “Vacuolating
virus"  (SV 40)




Papovaviridae - Papovaviruses

ICTV - Datas ‘ Links! Tutorial

Family

Genus

EM Images

Example Virus

Diseases

Papovaviridae| |

* Polyomavirus

N/A

||murine polyomavirus

|Papillomavirus

[Rabbit (Shope) Papillomavirus

an animal papillomavirus

imultiple human papillomaviruses

a human papillomavirus

a human papillomavirus

A model of the papillomavirus capsid is shown beside a
computer colorized EM image.

a human papillomavirus




Family or
Unassigned
genus

Nature
of the
genom

Presence
of an
envelope

Morphology

Genome
Configuration

Genom
e Size
kbp or

Iridoviridae

dsDENA

isometric

1 linear

146\-%83

Vertebrates/Invertebrates

Phycodnaviridae

dsDNA

isometric

1 linear

160-380

Algae

Baculoviridae

dsDNA

bacilliform

1 circular
supercoiled

80-180

Invertebrates

Herpesviridae

dsDNA

isometric

1 linear

125-240

Vertebrates

Adenoviridae

dsDNA

isometric

1 linear

28-45

Vertebrates

Rhizidiovirus

dsDNA

isometric

1 linear

27

Fungi

Polyomaviridae

dsDNA

isometric

1 circular

Vertebrates

Papillomaviridae

dsDNA

isometric

1 circular

7-8

Vertebrates

Polydnaviridae

dsDNA

rod,
fusiform

multiple
supercoiled

150-250

Invertebrates

Ascoviridae

dsDNA

reniform

1 linear

100-180

Invertebrates

Inoviridae

filamentous

1 + circular

Bacteria, Mycoplasmas

Microviridae

isometric

1 + circular

Bacteria, Spiroplasmas

10
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Técnicas de analise de
HPV-DNA

NRIfPhototake NYC™

[




Técnicas de analise de
HPV-DNA

f “In situ”
infilror ™ RFLP

> Hibridizaco { “in situ”
“In filtro”
» Captura de Hibridos

» Imunoistoguimica




Comparagao entre as técnicas

Captura de
Hibridos (HC2)

PCR

IMPX / HIS

Execucao

Simples

Complexa
tempo varia

Complexa
rapida (24h)

Morfologia do
tecido

Nao preserva

Nao
preserva

Preserva

Conservacao

Liquido

Liquido

EINhIES

Carga viral

Sim

NET

Nao




Comparagao entre as técnicas

Captura Hibrida
(HC2)

PCR

IMPX / HIS

Sensibilidade

Boa

Padrao
ouro

Moderada

% Deteccao/tipo

18 sondas
Investigadas

Todos 0s
tipos (100%)

Sondas
Investigadas

Forma de
deteccao

Por grupos de
rsco

Tipo
especifico
Ex: HPV 16

Tipo
especifico

Reacoes
cruzadas

Sim

Nao

NET0




CAPTURA DE HIBRIDOS

» Reacao de hibridizacao molecular

— utiliza sondas nao radioativas

— deteccao de hibridos RNA-DNA por
gquimioluminescéncia

e 5 fases

!




CAPTURA DE HIBRIDOS

12 fase:

Digestao/desnaturacao s S




CAPTURA DE HIBRIDOS

22 fase:
e Os DNAs alvos

combinam-se com %
sondas RNA-especificas L’ S
criando-se os hibridos

RNA-DNA.




CAPTURA DE HIBRIDOS

32 fase: Captura dos hibridos
 Transferéncia dos hibridos

para um recipiente cuja

parede e revestida por

anticorpos especificos | »
contra 0s mesmos,

Imobilizando-os .




CAPTURA DE HIBRIDOS

A2 fase: Reacao com conjugado

e Os hibridos
Imobilizados reagem
com anticorpos
especificos para
RNA/DNA conjugados
a fosfatase alcalina




CAPTURA DE HIBRIDOS

52 fase:

* Reacao com uma
substancia
guimioluminescente
(0 substrato), que
sofre acao
(clivagem) da
fosfatase alcalina.




CAPTURA DE HIBRIDOS

e O substrato emite luz que € medida como
unidade relativa de 1luz (URL) no
luminometro.

 Estes valores sao comparados com controles
positivos e negativos .

A medida URL igual ou acima do valor de
corte (controle positivo) indica a presenca
de DNA-HPV no espécime e abaixo,
ausencia.




CAPTURA DE HIBRIDOS

Deteccao:

18 tipos virais agrupados em dois pools de
sondas:

e Sondas para 0s virus de alto risco:

— tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59 e 68.

e Sondas para 0s virus de baixo risco:
— tipos 6, 11, 42,43 e 44




Reacao em Cadela da Polimerase
(PCR)

> DEFINICAO:

sintese de acidos
nucléicos pelo
gual um segmento
especifico de
DNA é replicado

)l

Replicacio do DNA




Reacao em Cadela da Polimerase

= AMOSTRAS

Secrecdes (cervico-vaginal,oral,etc)
Liquido amnidtico (Investigacdo de Paternidade)

Sangue (manchas na cena do crime)
Tecido fresco

Material Formolizado

Material Parafinado
Bulbo capilar

(0Oss0s




Reacao em Cadela da Polimerase

Reagentes necessarios:
~ita molde de DNA (extraido da amostra)

Jm par de primers: pequena sequéncia de
DNA gue Inicia a reacao

Desoxiribonucleotideos: Unidades do DNA

Tag DNA polimerase: enzima gue liga os
nucleotideos a fita molde




Reacao em Cadeia da Polimerase

- ~
’ y ] ,
gyt - o
-~/ : c
- ’
»
S




Reacao em Cadela da Polimerase

Como ocorre a Reacao:

= Desnaturacao do DNA -

= Anelamento dos primers com as sequeéencias
complementares do DNA molde -

= Extensao - Taqg DNA polimerase -




Human papillomavirus type 16,
complete genome [1..1000]

EV Ed.. —=ES I
'"TATA_=ighal poluA_sighal! poluA_sighal!
'TATA_=ighal TATA_=ighal’

Legend?

- CIS s - gepe = - other feature




Gene L1 do HPV 16 (5526 a 7154)

5521 tatagttcca gggtctccac

5581 tcctagttat tacatgttac

5641 ctctttggct gcctagtgag

5701 taagcacgga tgaatatgtt

5761 tacttgcagt tggacatccc

5821 ttcctaaagt atcaggatta

5881 agtttggttt tcctgacacc

5941 tgaggtaggt

attggatgac

gtgtaggtgt

6001 tattaaataa

6061 ataatagaga atgtatatct

6121 aaccacctat aggggaacac

6181 caggtgattg tccaccatta

6241 atactggctt tggtgctatg

6301 tggatatttg tacatctatt

6361 atggcgacag cttatttttt

aatatacaat
gaaaacgacg
gccactgtct
gcacgcacaa
tattttccta
caatacaggg
tcattttata
cgtggtcagc
acagaaaatg
atggattaca
tggggcaaag
gagttaataa
gactttacta
tgcaaatatc

tatttacgaa

tattgctgat
taaacgttta
acttgcctcc
acatatatta
ttaaaaaacc
tatttagaat
atccagatac
cattaggtgt
ctagtgctta
aacaaacaca
gatccccatg
acacagttat
cattacaggc
cagattatat

gggaacaaat

gcaggtgact
ccatattttt
tgtcccagta
tcatgcagga
taacaataac
acatttacct
acagcggctg
gggcattagt
tgcagcaaat
attgtgttta
taccaatgtt
tcaggatggt
taacaaaagt
taaaatggtg

gtttgttaga

tttatttaca
tttcagatgt
tctaaggttg
acatccagac
aaaatattag
gaccccaata
gtttgggcct
ggccatcctt
gcaggtgtgg
attggttgca
gcagtaaatc
gatatggttc
gaagttccac
tcagaaccat

catttattta
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Regiro de anelizaszro dos primers:

% GP5+ e GP6+ (6624-6649/6719-6746) — P

atggcgacag
atagggctgg
ctactgcaaa
ctgatgccca
gcatttgttg
tgtcattatg
agtacctacg
ccttaactgc
ggaattttgg
cccaggcaat
aaaaatacac
ttcctttagg
taggaaaacg

aacgtaagct

cttatttttt
tactgttggt
tttagccagt
aatattcaat
gggtaaccaa
tgctgccata
acatggggag
agacgttatg
tctacaacct
tgcttgtcaa
tttttgggaa
acgcaaattt
aaaagctaca

gtaagtattg

tatttacgaa
gaaaatgtac
Tcaaattatt

aaaccttatt

gggaacaaat
cagacgattt
ttcctacacc

ggttacaacg

gtttgttaga
atacattaaa
tagtggttct

agcacagggc

ctatttgtta

tctacttcag

ctgttgttga

aaactacata

tactacacgc

taaaaatact

gaatatgatt
acatacatac
cccccaggag
aaacatacac
gtaaatttaa
ttactacaag
cccaccacct

tatgtatgtt

tacagtttat
attctatgaa
gcacactaga
ctccagcacc
aggaaaagtt
caggattgaa
catctacctc

gaattagtgt

ttttcaactg
Ttccactatt
agatacttat
taaagaagat
ttctgcagac
ggccaaacca
tacaactgct

tgtttgttgt

catttattta
ggctctgggat
atggttacct
cacaataatg
agtacaaata
aactttaagg
tgcaaaataa
ttggaggact
aggtttgtaa
gatcccctta
ctagatcagt
aaatttacat
aaacgcaaaa

gtatatgttt
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DNA X CITOLOGIA

Asociacion Espanola de Patologia Cervical y Colposcopia
ADN-VPH y Citologia para detectar SIL

Umbral

ADN-VPH Citologia

Sensib. Espec. Sensib. Espec.

Manos 1555 HSIL
Mitchell 1999 LSIL
Clavel 1955 HSIL
Cuzick 1885 HSIL
Wright 2000 HSIL
Nanda 2000 LSIL
Nanda 2000 HSIL
Schiffman 2000 HSIL
Solomon 2001 HSIL

89,2 64,1 76,2 -
0,65 0,73 75,0 73,0
100 85,2 85,3 945
85,2 95,1 85,7 96,5
83,9 84,5 67,9 87.9
- - 68,0 81.0
- - 88,0 92,0
88,4 89,0 777 942
86,3 - 85,3 -

Davies et al. Bail Clin Obstet Gynecoel. 2001;15:677 (modificado)

df/CONS-VPH.pdf




Tipos de HPV

<&
<&

N/

*

N/

*

1986- 40
1989- 60
1997- 77
2004- 383

1976 - 4
1980- 6
1982- 13
1983- 24

"
5

*

N/

®

5

*

5

*

5

*

e

*

ftp://ftp-t10.l1anl.gov/pub/papilloma/GenBank-files/THuman-papilloma

http://hpv-web.lanl.gov/stdgen/virus/hpv/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/VIRUSES/151340.html




David A Baunoch Helt AM e col.

» Advance for Administrators of the  J Virol 2002 Oct;76(20):10559-68
Laboratory , May 2001, VVol.10 N.05
P.69.

Diferenca entre 0S grupos
de Alto e Baixo RIsco:

—> Papel transformante dos produtos .
(oncoproteinas) dos genes E6 e E7




Codlflcam
- €

Inativam

mortalizacao
da célula

Proteinas supressoras _
do Cancer




Ano-genitais:

> Alto risco : 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51,52, 56, 58, 59, 68, 713 € 82

> Potencialmente oncogénicos: 26, 53 e 66

> Baixo Risco : 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61,
70, 72, 81

http://www.aepcc.org/congreso/pdf/CONS-VPH.pdf (em2004)
deF%)gsenso LA INFECCION POR
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Prevaléncia:

Tipo  Mulheres com CA Mulheres sem Lesao

18 10-12 % 10 %
31/45 4.5 % 8 %

F.X.Bosch IARC , Florianopolis 2001




Cunha F et al. 1999

No Brasil:

e PCR de 1501 mulheres sem historia
anterior de SIL
eldade média = 35 anos

» 10, 3% de mulheres da populacao
brasileira sao HPV-DNA positivas

ASCO - American Society of Clinical Oncology N° 1438-Ano 1999
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Prevaléncia no

cancer cervical




Asociacion Espanola de Patologia Cervical y Colposcopia

Estudios caso-control de cancer de cérvix (IARC)

VPH + (%) OR (IC 95%)
Casos Controles

Brasil g7.0 17.3 177.0
Paraguay 98.1 19.8 208.1

65.5-478.3)
46.4-932 8)

Mali 96.9 33.3 63.0 10.0-400.6)

Marruecos 97.1 216 113.7 42.3-305.3)
Tailandia 96.5 16.7 163.5 (82.0-325.9)
Filipinas 86.4 9.2 276.8 (139.7-548.3)
Espana 82.4 5.9 75.7 (32.9-174.2

Munoz et al. N Engl J Med 2003;95:518-27.

(
(
Perl 96.9 177 115.9 (48.6-276.4)
(
(




. Xavier Bosch, M. Michele Manos et al.,1995
|

1035 casos de CA
PCR DNA-HPV
93 % Positivos

7 % Negativos

: !

PCR com nova geracao

de primers ' -Ca
GP5+/GP6+,CP I/11,SP ‘ 99¢O/OSDR|\E|A(:adI§u|—I|c|;V
0

Dos negativos restantes

38 % nao tinham tecido
tumoral na amostra

E7.E6 : :
1 no Carcinoma Cervical




Risco Relativo de portar HPV
para CA cervical

HbsAG / CA Figado 20
HCV / CA Figado

POs vacina / HVB Korea 0,6
POs vacina / HVB Taiwan 0,1
Cigarro / CA Pulmao 10
HPV / CA cervical *100
HPV 18 / AdenoCA *1000

F.X.Bosch IARC , Florianopolis 2001




Asociacion Espanola de Patologia Cervical y Colposcopia

TABLA Il
Riesgo de cancer de cérvix segun genotipo viral

Genotipo OR (IC 95%)

16 4345 (278,2-678.7)
18 248, 1 (138,1-445 8)
45 1976 (91,7-425.7)
31 123,6 (53,5-286,0)
52 200,0 (67.8-590,1)
33 373,5 (46, 7-298 6)
58 114,8 (45,1-292,6)
35 73,8 (26,4-208,5)
59 4192 (54,2-3.242,0)
51 66,5 (20.0-221.0)

Munoz et al. N Engl J Med 2003;95:518-27.

http://www.aepcc.org/congreso/pdf/CONS-VPH.pdf



Historia Natural da

Infeccao pelo HPV




Harald zur Hausen
Nature - Maio/2002 — Vol 2

Viral risk factors: itanenic fact
, d.o-:.sxmgen
= high-risk type B Valnes
= yial bad
= WTUS vanants

Vial DNA ! '
s wiral gene activiy
RS and ampification
sisting viral

Non-HPV risk factors:

= spveral sexual patnes
= mulagers
= smokng
= mutagenc nfections
(tharpes simplex, bactenal |
and protozoal nfections)
= hommones — .
* IMMUNOSLPEES SN Genomic instabiity
= genetic predisposition nduced by ncreasing
- E&/ET gene expression

L

Inveasne I
cacnoma




Periodo meédio da Infeccao

Brasil

e Baixo Risco 8,2

EUA Media em meses
e Qualquer 8
e Alto Risco 6-8

Bosch, Floriandpolis 2001




Progressao para CA Invasor

o ? fatores sao necessarios

1. PRESENCA DO HPV ONCOGENICO
., (DE ALTO RISCO)

2. INFECCAO PERSISTENTE




Persisténcila

\AIE:




Schlecht NF e col.

JAMA 2001 Dec 26;286(24):3106-14

= Persistent human papillomavirus infection as a predictor of
cervical intraepithelial neoplasia.

Estudo Longitudinal em Sao Paulo

1611 mulheres com CO normal
1993 a 1997 com seguimento ate 2000

CO e DNA 4 em 4 meses no 1° ano, depois
2x/ano

Schlecht NF, Kulaga S, Robitaille J, Ferreira S, Santos M, Miyamura RA,
Duarte-Franco E, Rohan TE, Ferenczy A, Villa LL, Franco EL.
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Schlecht NF e col.

Incidéncia de SIL:

* Mulheres livres de HPV nas 2 primeiras
Vvisitas:

— 0,73 por 1000 mulheres-meses

* Mulheres com infeccao persistente pelos
HPVs tipos 16 ou 18 em ambas as visitas:

— 8,68




Schlecht NF e col.

e Risco relativo de incidéncia de SIL:
- 10,19 (95% CI, 5,9-17.6)

para INFECCOES PERSISTENTES
com HPV oncogénico em relacao as
HPV negativas em ambas as Vvisitas
Iniciais .




Asociacion Espanola de Patologia Cervical y Colposcopia

Relacién entre prevalencia de VPH e incidencia de cancer de cérvix segun edad.

== 7, de VPH de clto riesgo =a= TAP
20- - 20

1 5 1 v '.- .:.::-'.'-3 "oy ,,':.:E' B ]5

24 29 34 39 -44 49 .54 59 .44
TAP: Tacz 2justada 2 |2 poblacien mundizl
Ref. Jaccbs et al. (2000); CIVC Vol 11 (1887)

http://www.aepcc.org/congreso/pdf/CONS-VPH.pdf







Clavel C e col.

Br J Cancer 2001 Jun 15;84(12):1616-23

e Teste de HPV como *“screening” primario

para deteccao de HSIL (alto grau)
e 7932 mulheres (Franca)




Clavel C e col.

Conclusoes:

Sensibilidade para NIC Il

e Teste de DNA : 100 %

e CO convencional: 68,1%
e CO de base liguida: 85,6%

- « Carga viral: ndo é fator sequro para predizer
HSIL em esfregacos normais.




Lorincz AT e col.

Lancet 2002 Jul 20;360(9328):228-9

e Cohort de 20.810 mulheres seguidas por 10

anos (screening citologico e DNA)

* Objetivo: Verificar se a alta carga viral

prediz risco futuro de NIC 111 ou cancer




Lorincz AT e col.

Conclusoes:

-+ A presenca do HPV aumenta fortemente o
risco de NIC Il ou +

—>» * A carga viral elevada nao prediz o risco de
NIC Il ou +.




Comportamento

biologico das SIL




Ostor AG

Int J Gynecol Pathol 1993 Apr;12(2):186-92,0stor AG.

Revisao de literatura desde 1950:

e Evolucao espontanea das SIL
e 3529 casos




Ostor AG

Int J Gynecol Pathol 1993 Apr;12(2):186-92,0stor AG.

Revisao de literatura desde 1950:

Evolucdo espontanea das SIL - 3529 casos
NIC | NICII  NIC Il

Regressao 57% 43% 33%

Persisténcia YA 35%

Progressao para 11% 22%
NIC HI
Progressao para 1% 5%
Cancer Invasivo




Syrjanen KJ

Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 1996 Mar;65(1):45-53

e 530 mulheres em Kuopio
* 14 anos de seguimento




Syrjanen KJ

Taxa de regressao espontanea

e 60,/% para HPV-NIC qq
e 55,7% para HPV-NIC |
Taxa de progressao espontanea

e 6,3% paraH
e 14,2% para H

PV-NIC qg

PV-NIC |




Melnikow J e col.

Obstet Gynecol 1998 Oct;92(4 Pt 2):727-35
Melnikow J, Nuovo J, Willan AR, Chan BK, Howell LP.

e Revisao Histoéria Natural das SIL

e Selecionaram 15 de 81 estudos

o 27929 pacientes




Melnikow J e col.

Estatisticas de progressdo e regressao em 24 meses

CO Progressao  Progressao  Regressao
a HSIL a CANCER

7,13% 0,25% 68,19%
20,81% 0,15% 47,39%
23,37% 1,44% 35,03%




Forsmo S e col.

Int J Cancer 1997 Mar 28;71(1):4-8.

* Noruega — Efeito do tratamento dos NIC 111 na
Incidéncia de CA (1965-92)

Mulheres sem nenhuma intervencao:

— Probabilidade progressao de NIC |1l para
Cancer invasivo: 20% / Tempo médio: 16 anos

— 4/5 mulheres com NIC Ill nao progrediriam
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Literatura

Todas as amostras de CA Invasor cervical
contém DNA de HPV

A presenca e persisténcia de HPV oncogénico
S0 necessarias para o desenvolvimento do CA
Invasor

O desaparecimento do HPV prediz a regressao
das lesoes mesmo no estagio de HSIL (Alto
Grau).

A carga viral nao prediz HSIL




Literatura

> Duracao da Infeccao
v" Tipo qualquer — cerca de 8 meses
v' HPV 16 - dobro do tempo (persiste mais)

> Resolucao espontanea das infeccoes: 80 a 90 %
Persisténcia: 10 a 20%

> O Valor Preditivo do DNA-HPV para SIL e
Cancer Cervical aumenta muito apos os 30 anos
de Idade




Progressao

Sabemos:

NIC 11 p—( CANCER

Fatores Promotores

( PERSISTENCIA VIRAL, reativacio
da infeccao,oncoproteinas,fatores
cromossomicos do hospedeiro)




Progressao

NIC 11 p—( CANCER

Espontaneamente H
NIC Il 24 meses 20 anos

Regressao 35,03%




Conduta

NIC 11 p—( CANCER

|

CONIZACAO CERVICAL

\
! { CURADA  mmmp

DEPOIS (?) — SEGUIMENTO
DOENCA RESIDUAL

71




Doenca residual cervical

 Definicao:

» E a doenca (lesdo) que permaneceu na
paciente apos a ablacao cirurgica
(exerese ou conizacao cervical) ter sido
efetuada.




Gurgel MS

Gynecol Oncol 1997 Jun;65(3):437-40
Gurgel MS, Bedone AJ, Andrade LA, Panetta K

» Histerectomia pos cone

(carcinoma microinvasivo)
e 163 casos entre 1967 e 1994 (Unicamp)




Gurgel MS

Conclusao:

Neoplasia residual na histerectomia
fol mais frequente quando as
margens no cone estavam
comprometidas e quando havia
sinais morfoldgicos de infeccao pelo
HPV.




Costa S e col

Gynecol Oncol 2002 Apr;85(1):119-24

* 699 pacientes conizadas (electrosurgical)

. Doenca residual: 38 pacientes (5,4%)

Nenhum destes fatores influenciou
 |dade da paciente < Grau do NIC

 Periodo de tempo ¢ Tamanho do cone

—

e Tamanho da lesao ¢ Profundidade do cone
e Sito da lesao e Margens Cirurgicas
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Jain S e col.

Gynecol Oncol 2001 Jul;82(1):177-80

 Estudo prospectivo com 79 pacientes
conizadas por NIC 111

e Margens positivas = margens no cone ou
curetagem endocervical positiva

* Realizado teste de DNA (HC I1) antes e
depols da conizacao




>

Jain S e col.

Gynecol Oncol 2001 Jul;82(1):177-80

79 cones pacientes com NIC Il

« Margens positivas J » DNA HPV
47(59,5%) POS 37 (78,7%)
H | NEG 10 (21,3%)

Doenca residual: Nao houve Doenca Residual:

31/47 pacientes (66%) Nos casos HPV NEG

77




Jain S e col.

79 cones pacientes com NIC IlI

j « DNA HPV

e Margens negativas

T 32(50.5%) POS 7 (22%) * —
i - NEG 25 (78%)

* Doenca residual: |
1/7

>




Alex Ferenczy

Alex Ferenczy, Quebec, Forianépolis 2001

'« 184 Mulheres
— * Doenca Residual (NIC [1/111 Pos Cone)

ocorreu em 29 (15,8%)

Sensibilidade:
PAP: 62% DNA-HPV: 90%

"« Valor Preditivo Negativo
(PAP normal + HPV Negativo) : 99 %




* Floriandpolis 2001 AI eX Fe renCZy

Uma et al. Gynecolo Oncol 67:1997
Murdoch et al , Br J Obstet Gynecol 99:1992

Revisao

« Se diagndstico no cone = Lesao Intraepitelial
Escamosa

» 20-80 % nao terao doenca residual
« Margens livres: 4 % terao l
doenca residual no seguimento




Alex Ferenczy

Conclul:

O Teste de DNA-HPV tem :

Sensibilidade elevada
Valor Preditivo Negativo elevado

Margens Cirdrgicas:

Nao tém Valor Preditivo




Jack Cuzick

Jack Cuzick — London,England, Florianopolis 2001

Revisao de 9 estudos de recorréncia de SIL poés
cone

» 90-100% destes casos sao HPV (+)

. » Mulheres HPV (-) provavelmente nao
terdo doenca recorrente




Negri G e col.

Anticancer Res. 2003 Sep-0ct;23(5b):4289-92

* 62 mulheres submetidas a excisao
larga da zona de transformacao

e Controle: HC Il imediatamente apos

cirurgia e 3/9 meses apos + CO de base
liquida




Negri G e col.

CONCLUSOES:

« O teste de HPV na cirurgia e no seguimento
e bem adequado para detectar infeccao
residual pelo HPV mesmo em mulheres
com margens livres.

* Pode substituir a curetagem endocervical e
auxiliar na distincao entre verdadeira
doenca residual e re-infeccoes.




Johnson N e col

BJOG. 2003 Oct;110(10):952-5

 Predicting residual disease after
excision of cervical dysplasia.

e /02 mulheres foram seguidas por 30
meses apos excisao cervical




Johnson N e col

« RESULTADOS:

* O risco de persisténcia de
anormalidade citologica fol o dobro

guando: margens endocervicals
comprometidas e/ou evidencia de HPV

* Margem ectocervical comprometida ou
grau da NIC nao se associaram com
aumento de risco para doenca residual
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Bar-Am A e col
Gynecol Oncol. 2003 Oct;91(1):149-53

* Follow-up by combined cytology and human

papillomavirus testing for patients post-cone
biopsy: results of a long-term follow-up

e 67/ mulheres conizadas por NIC II/111 foram
seguidas por 63 meses com CO e HPV-DNA




Bar-Am A e col

Duas CO + ou HPV-DNA +
|

'
Colposcopia/biopsia dirigida
|

|
NIC II/111 ou carga viral alta

Reconizacao




Bar-Am A e col

 Valor Preditivo Positivo (VPP) de

-NIC qqg NIC 11/11]

LIEBG citologica 60% 15%

e Carga viral alta com LIEBG ou CO normal
— 80% de risco para NIC 1I/11I




Bar-Am A e col

« CONCLUSAQO:

 Adicionar o teste de DNA-HPV com carga
viral no protocolo de seguimento de
pacientes pos-conizadas por NIC /111 pode
auxiliar na deteccao de LIEAG residual
entre pacientes com LIEBG e COnletema
vantagem de diminuir o numero de
colposcopias e procedimentos cirurgicos




Houfflin Debarge V

Gynecol Oncol. 2003 Sep;90(3):587-92

 Value of human papillomavirus testing after
conization by loop electrosurgical excision

for high-grade squamous intraepithelial
lesions

» 205 pacientes conizadas por NIC /111

 HPV-DNA (HC II) antes e 3 meses apos
conizacao




Houfflin Debarge V

e Seguimento: intervalos de 3 e 6 meses

* Doenca residual: Lesao histologica
comprovada gue ocorreu dentro do primeiro
ano apos tto primario (citologia com atipia
neste intervalo)

* Doenca recorrente: Lesao histologica
comprovada gque ocorreu apos duas
citologias normais no seguimento




Houfflin Debarge V

FregUéncias

HPV+ antes da conizacao 94,1%
HPV+ apds conizacao 34,6%
Margens + 36,1 %
Doenca residual 13,2%
Doenca recorrente apos 18 meses 2%




Houfflin Debarge V

RESULTADOS
e Margens + tiveram mais DR que margens -

e HPV antes do tto nao se correlacionou ¢/ DR

» HPV pos tto correlacionou-se ¢/ DR:

— Sensibilidade: 81% para DR e 100% para
recorréncia

— VPN: 96% para DR e 100% para recorréncia
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PORTANTO, COM BASE
NESTES ESTUDOS NOSSA
HIPOTESE:




HPV-DNA na SIL

Auxilia:
e Diagnostico
e Seguimento

e Controle terapeutico




HPV-DNA na SIL

mm) < Melhor indicador de doenca
residual pos cone com elevadas

sensibilidade e valor preditivo

negativo sendo Indicado para
controle terapéutico no seguimento







Estudo prospectivo

 Estudo prospectivo de 1000 pacientes
conizadas por NIC Il ou HI




Objetivos Gerals

e Definir e comparar os indicadores de
doenca residual cervical pds cone na lesao
Intraepitelial escamosa ( NIC Il ou 111)

e Comparar os resultados com dados da
literatura




ODbjetivos especificos

Determinar risco relativo para
doenca residual, estabelecendo
valores preditivos positivos e
negativos para os seguintes fatores
Isoladamente ou combinados:




ODbjetivos especificos

Presenca de DNA de HPV na amostra
coletada apos a cirurgia,

Carga viral,

Situacdo das margens cirargicas ecto e
endocervicais,

Grau da lesao,

. Atipila na citologia oncoética cervical
tradicional.
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Paclentes e métodos
e Primelro ano:

— solicitacao de aprovacao do projeto pela
comissao de ética institucional (1 més) .

— envio do projeto aos orgaos fomentadores
para buscar financiamento (2 meses).

— convite a servicos de referéncia em oncologia
para participar da pesquisa (2 meses)

— definir protocolo com critérios de inclusao, de
exclusao e de procedimentos frente aos
achados laboratoriais (2 meses).




Paclentes e métodos
e Primelro ano:

— escolha dos laboratorios onde serao
processadas as amostras (1 més)

— eleicao das pacientes, coleta de assinatura
convidando para participar da pesquisa e
autorizando a manipulacao das amostras com
finalidade para pesquisa (1ano)

— conizacao cervical, processamento da peca,
leitura das laminas com determinacao do grau
da lesao e situacao das margens (1 ano)




Paclentes e métodos

e Primeiro e segundo ano:

— coleta das amostras para citologia oncotica
convencional, HC Il e PCR imediatamente apos
a cirurgia e com 3 e 6 meses apos, no
seguimento (2 anos)

— processamento das amostras e leitura dos
resultados




Paclentes e métodos

e Primeiro e segundo ano:

— Coleta das amostras provenientes da
orocedimentos pos-cone (bidpsias, re-cones ou
nisterectomias), processamento e leitura das
aminas

— Analise estatistica e redacao dos resultados.




