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RESUMO

Introducao: O Papilomavirus humano (HPV) compreende membros da familia
Papillomaviridae. A prevaléncia dos genétipos de HPV pode variar de acordo com
a regido e a populagdo estudadas. As comunidades quilombolas sdo grupos
étnico-raciais com maiores dificuldades de acesso aos servicos de salude se
comparado a populacdo geral. Objetivos: Detectar e identificar os tipos
especificos de HPV e relacionar com caracteristicas
sociodemograficas/comportamentais e anormalidades citoldégicas presentes em
esfregacos cervicais de mulheres quilombolas do Maranhdo. Metodologia: Este
estudo de corte transversal incluiu 395 mulheres quilombolas usuarias do Sistema
Unico de Saude dos municipios do Maranhao para rastreamento do cancer de
colo uterino. As amostras foram analisadas quanto a presenga de anormalidades
citolégicas pelo método convencional e testadas para 37 gendétipos de HPV por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com os iniciadores PGMY09/11, seguida
de hibridizacdo reversa em linhas através do Kit Linear Array HPV Genotyping
Test (Roche Molecular System)®. A associagéo dos tipos de HPV e o diagndstico
citolégico foi investigada de acordo com as diferentes faixas etarias. Resultados:
A infeccao pelo HPV foi detectada em 12,6% (50/395) dos mulheres incluidas.
Infecgbes por tipos de HPV de alto risco foram mais frequentes. Os genétipos 68
(26,0%); 58 e 52 (20,0%); 31 (10,0%) e 62 (8,0%) foram os mais prevalentes. A
prevaléncia de infeccdo por HPV em mulheres com diagnéstico de leséao
intraepitelial escamosa de alto grau foi de 42,0%. Houve uma associagéo
estatisticamente significativa entre a infeccao por HPV e a deteccao de
anormalidades citoldégicas em todas as faixas etarias, exceto na mulheres com
mais de 60 anos. Houve associagdo estatisticamente significativa entre municipio
de origem e numero de parceiros com a infeccao pelo HPV. Conclusodes: E
importante incorporar novas técnicas de rastreio de cancer cervical incorporando
a citologia oncética cérvico-vaginal. O conhecimento da saude da populacao
quilombola relacionado a infeccdo por HPV e ao cancer de colo do utero
contribuira para o continuo aperfeicoamento e concretizagcdo da atencao
oncolégica no Estado do Maranhéo.

Palavras-chave: Papilomavirus Humano (HPV). Prevaléncia. Gendétipos. PCR.
Esfregaco Cervical. Quilombolas
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ABSTRACT

Background: Human papillomavirus (HPV) comprises members of
Papillomaviridae family. The prevalence of HPV genotypes may vary according to
the region and the population studied. Quilombo communities are ethnic and racial
groups with difficult access to health services compared to the general population.
Objectives: To detect and identify specific HPV types correlating with
sociodemographic/behavioral characteristics and cytological abnormalities present
in cervical smears of quilombola women. Methods: This cross-sectional study
included 395 quilombola women users of the unified health System of the
municipalities of Maranh&o for screening of cervical cancer. The samples were
analyzed for the presence of cytological abnormalities by conventional methods
and tested for 37 HPV genotypes by polymerase chain reaction (PCR) with
primers PGMY09/11 followed by reverse line blot hybridization performed with the
Linear Array HPV Genotyping Test kit by Roche Molecular System®. The
association of HPV types and cytological diagnosis was investigated according to
the different age groups. Results: HPV infection was detected in 12.6% (50/395)
of the women included. Infections by high-risk types of HPV have been more
frequent. Genotypes 68 (26.0%); 58 and 52 (20.0%); 31 (10.0%) and 62 (8.0%)
were the most prevalent. The prevalence of HPV infection in women diagnosed
with high-grade squamous intraepithelial lesion was 42.0%. There was a
statistically significant association between HPV infection and the detection of
cytological abnormalities in all age groups except in women over 60 years. There
was a statistically significant association between the municipality of origin and
number of partners with HPV infection. Conclusions: It is important to incorporate
new cervical cancer screening techniques incorporating the cervical-vaginal
cytology. Knowledge of health related quilombola population to infection by HPV
and cervical cancer will contribute to the continuous improvement and
implementation of cancer care in the state of Maranh&o.

Keywords: Human papillomavirus (HPV). Prevalence. Genotypes. PCR. Pap
Smear. Quilombola
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1. INTRODUCAO

O céncer de colo do utero (CCU) é o terceiro tipo de cancer mais comum
entre as mulheres no mundo com aproximadamente 528 mil casos novos por ano,
sendo responsavel pelo 6bito de 266 mil mulheres por ano [1]. Segundo dados do
Instituto Nacional de Céancer (INCA), a estimativa de casos para o ano de 2014,
védlida também para o ano de 2015, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 15.590 casos novos de cancer de colo do utero no Brasil. O
cancer cervical é a segunda neoplasia mais frequente na regido Nordeste (18,79
casos/100 mil habitantes). No Maranhao, sao esperados 880 novos casos e em
Sao Luis, 200 novos casos, superando o cancer de mama [2].

O papilomavirus humano (HPV) pertence a familia Papillomaviridae,
género Papillomavirus. E um virus icosaédrico, ndo envelopado, com cerca de 55
nm de diametro. O genoma € constituido de DNA circular de dupla fita contendo
cerca de 7900 pares de base [3]. Até o momento, cerca de 200 tipos de HPV
foram identificados, sendo nomeados pela sigla HPV seguida de um numero que
€ dado, a medida que sao caracterizados [4].

O HPV é classificado como de baixo ou alto risco oncogénico, de acordo
com sua capacidade de causar lesbées malignas como carcinomas cervicais. Os
tipos de baixo risco estdo associados ao surgimento de lesdes benignas como
verrugas (HPVs tipo 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81 e CP6108), e os de
alto risco estao associados ao processo de carcinogénese (HPVs tipo 16, 18, 31,
33, 35, 39, 45, 51, 52, 54, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82, 26, 53 e 66), sendo 0s tipos
HPV 16 e 18, relacionados a mais de 70% dos casos de cancer cervical [5-7].

Excluindo os HPV 16/18, os tipos 31, 33, 35, 45, 52 e 58 sdo os mais
comuns, porém observam-se grandes variagdes nas frequéncias [8]. Por
exemplo, entre os paises desenvolvidos, os tipos de HPV 58, HPV 33 e HPV 45
figuram em 3°, 42 e 5° mais prevalentes respectivamente, quando associados ao
cancer. Ja entre os paises subdesenvolvidos, os tipos HPV 33, HPV 31 e HPV 45

ocupam estas respectivas posicoes [9].
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Estima-se que a maioria dos homens e das mulheres esta infectada com
pelo menos um subtipo do HPV durante a sua vida sexual, embora na maior parte
das pessoas nao persista e nem progride para cancer [10].

A infeccdo persistente pelo HPV ¢é condicdo necessaria para o
desenvolvimento das lesbes pré-neoplasicas intraepiteliais e do cancer cervical
invasivo. Entretanto, foi demonstrado que, por si sbé, o HPV ndo é causa
suficiente, sendo necessaria a associacdo a outros co-fatores para o
desenvolvimento, manutengdo e progressdao das lesdes intraepiteliais [11-13].
Varios estudos tém avaliado fatores de risco para infecgdo genital pelo HPV.
Esses fatores de risco incluem numero de parceiros sexuais, inicio precoce da
atividade sexual, novo parceiro sexual, tabagismo, uso prolongado de
contraceptivos orais, histérico de doencgas sexualmente transmissiveis (DST’s),
como infecgdo por Chlamydia trachomatis, herpes simplex tipo 2 e virus da
imunoHIV, além de fatores como imunossupressao e predisposicdo genética
[14,15].

As primeiras alteragdes de lesbes cervicais sdo anormalidades citolégicas
de baixo grau, tais como, células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS) e leséo intraepitelial escamosa de baixo grau (LSIL).
Uma revisao sistematica de 423 estudos mostrou que o HPV-DNA de 48 tipos
diferentes de HPV do género alfa-papilomavirus alfa estava presente em 52,1%
de ASCUS e 74,2% de lesbes LSIL [16]. Uma meta-andlise de 32 estudos
relataram que HPV de alto risco foram detectaveis em 43% de ASCUS e em 76%
de Neoplasia Intraepitelial Cervical grau 1 (NIC 1) [17].

Atualmente, duas vacinas baseadas em VLPs (do inglés, virus like
particles) formadas por proteinas L1 de HPV 6, -11, -16 e 18 (Gardasil) ou HPV
16 e -18 (Cervarix) estdo disponiveis no mercado. Ambas as vacinas
demonstraram ser altamente imunogénicas em ensaios clinicos, resultando em

100% de soroconversao nas diferentes populagdes estudadas [18,19].

As comunidades quilombolas s&o grupos étnico-raciais, segundo critérios
de auto-atribuicdo, com trajetéria histérica propria, isolamento geograficos
dotados de relacdes territoriais especificas e com presuncao de ancestralidade
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negra, relagdes monogamicas, apenas entre membros dos quilombos e
resisténcia a opressao histérica sofrida [20]. Disparidades étnicas e raciais séo
vistas no cancer de colo do Utero. Mulheres negras nao hispanicas e mulheres
hispanicas apresentam maiores taxas de incidéncia e mortalidade do que outros

grupos raciais [21].

Os dados acerca da saude da populagdo quilombola sdo escassos, em
especial em relagdo a prevaléncia, genoétipos e fatores de risco para a infecgao
pelo HPV. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi determinar a prevaléncia e a
distribuicdo de gendtipos de HPV em mulheres quilombolas e avaliar fatores de
risco associados a infecg¢ao pelo HPV.

2. METODOLOGIA
2.1. Tipo e area de Estudo

Trata-se de um estudo transversal de prevaléncia do cancer de colo do
utero e da infeccao por HPV em mulheres quilombolas do Estado do Maranhéo,
nos municipios de Sao José de Ribamar, Presidente Vargas, Viana, Sao Luis
Gonzaga, Central do Maranh&o e Alcantara. As comunidades quilombolas
estudadas foram Jugatuba (S&o José de Ribamar); Sapucaia, Sororoca, Boa Hora
|, Boa Hora Il, Caviana, Cigana, Estiva dos Cotos, Irma Dorate, Lagoa Grande,
Maraja, Pau D’arco e Fincapé (Presidente Vargas); Sao Cristovao, Rua Grande,
Rua Linares Pinheiros, Rua Santa Luzia e Rua Principal (Viana); Café Pipira,
Monte Cristo, Fazenda Velha, Natal, Vale Verde, Santo Anténio Costa e Antonio
Matos (Sao Luis Gonzaga); Sao Sebastido (Central do Maranhao) e Mocagituba |,
Mogagituba I, Cajueiro, Santo Inacio, Povoado Oitiva, Povoado Castelo, Povoado

Raimundo Su, Novo Belém, Povoado Lisboa, Tubardao e Goiabal (Alcantara).
2.2. Populacao do Estudo

A populacao selecionada para este estudo € constituida por 161 (cento)
familias de quilombolas, sendo o tamanho da amostra calculado em 395 pessoas,
na faixa etaria entre 12 a 84 anos, no periodo de margco de 2012 a fevereiro de
2013.
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Os critérios de inclusdo foram: Mulheres quilombolas, que ja tiveram ou
tém atividade sexual e procuraram espontaneamente pelo exame de PCCU,
sendo usuarias do Sistema Unico de Saude dos Municipios do Maranh&o, e que

assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Critério de exclusdo: Mulheres quilombolas histerectomizadas, aquelas
submetidas a cirurgias em colo uterino e portadoras de déficit mental que
prejudicasse o entendimento das respostas para preenchimento do formulario
especifico, e aquelas amostras que apresentaram degradacdo do DNA ou
esfregaco cervico vaginal considerado insatisfatoério.

2.3. Amostra

A amostra foi constituida por 395 mulheres quilombolas que realizaram
coleta do exame citolégico, PCR e genotipagem para detec¢ao do HPV.

2.4. Coleta de Dados

A coleta das amostras foi realizada entre julho de 2011 e margo de 2012.
Procedeu-se a entrevista no momento da coleta utilizando-se um questionario
epidemiologico estruturado que incluia informagbes sobre caracteristicas

sociodemograficas, habitos e histéria sexual e reprodutiva (Apéndice A).

As mulheres foram submetidas a exame clinico cuidadoso com inspecéo
dos genitais externos e regiao perianal. Secre¢cdes de ectocérvice e endocérvice
foram colhidas para exame citolégico realizado através de método convencional.
Este material também foi colocado em uma solugdo tampao preservadora
(Universal Colection Médium Digene Corporation) e utilizado para deteccao de
DNA-HPV por PCR [22] e genotipagem por meio de hibridizagdo reversa em
pontos utilizando o Kits Linear Array HPV Genotyping Test (Roche Molecular
Systemas). As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até a extracao
de DNA, no BioBanco de Tumores e DNA do Maranhio da Universidade Federal
do Maranhao.

2.5. Exame Citolégico
Os esfregacos citoldgicos convencionais foram constituidos de raspado

ectocervical e endocervical (jungdo escamocolunar), colhidos com espatula de
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Ayre e escova endocervical, realizou-se o esfregaco celular em Iamina de vidro, o
qual foi fixado com alcool e encaminhado para coloragdo pela técnica de
Papanicolau no Laboratério de Imunologia do Nucleo de Imunologia Basica e
Aplicada (NIBA), do Departamento de Patologia (DEPAT) da UFMA. Todos os
esfregacos foram submetidos a um rigoroso controle de qualidade adotado pelo
referido laboratorio realizado através da revisao de todos os esfregagos negativos
para anormalidades citolégicas cervicais. Os resultados de adequabilidade das
amostras e grau de anormalidades cervicais foram interpretados de acordo com o
Sistema de Bethesda revisado em 2001 [23].

2.6 Deteccao do HPV

2.6.1 Extracao do DNA

A extragdo do DNA foi feita a partir das células descamativa cervicais
colhidas com escova coletora mergulhada em solugdo de PBS, kit comercial de
purificacdo de DNA cujo método se baseia na ligacdo seletiva do DNA a uma
membrana de silica na presenca de sais caotrépicos (PureLink™, Invitrogen),
sendo as amostras processadas e extraido o DNA a partir do esfregacgo cervical.
ApOs ressuspensao por agitagao em vortex foi transferido um volume de 200 uL
do meio universal de coleta (UCM) contendo o material para um tubo tipo
eppendorf ao qual foram adicionados 20 uL de Proteinase K e 20 uL de RNAse. A
mistura resultante foi incubada por dois minutos a temperatura ambiente. Apds
esse periodo, foi adicionado ao material 200 yL do tampao de lise/ligagéo e a
mistura incubada por 30 minutos a 55°C. Terminada a etapa de lise, foram
adicionados 200 uL de etanol a 96%, seguido por agitacdo em vortex de modo a
se obter uma solucdo homogénea. O material lisado foi aplicado a coluna e o
procedimento de purificagédo foi realizado de acordo com as instrugdes de uso do
kit comercial em trés etapas: ligagdo do DNA a coluna de silica, lavagem para
retirada de material nao ligado e recuperacao (eluicdo) do DNA ligado a coluna. O
DNA extraido foi armazenado em freezer a -20°C.
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2.6.2 Amplificacao do DNA genémico humano

Para confirmagao de existéncia de material genémico humano e auséncia
de substancia inibidora de PCR foi realizado o controle interno das amostras
extraidas, através de PCR para partes do gene (gliceraldeido-3-fosfato
dehidrogenase) - GAPDH, utilizando-se primers previamente desenhados,
conforme a sequéncia: GAPDH — 5 AAG GCT GGG GCT CAT TTG 3’ e GAPDHr
—-5GTG TGG TGG GGG ACT GAG 3.

A visualizagdo da amplificagdo com primers GAPDH foi feita em gel de
poliacrilamida. As condi¢cdes de amplificacao do GAPDH, para as fases as quais o
termociclador foi regulado encontram-se descritas na técnica (os itens foram
repetidos por 40 ciclos).

Nas amplificacbes do DNA envolvendo o GAPDH, os componentes de
cada reacgao foram: 2,5 mmol/bhL de MgCI2, 200 umol/L de cada dNTPs 10X, 10
pMmol/L de mistura de primer (05 pmol/L de RW e 05 pymol/L de FF), 0,25 unidades
de Taq DNA polimerase. O volume final de reacéao foi de 25uL, sendo completado
com agua de miliQ na quantidade suficiente. No controle negativo da PCR, em um
dos tubos foi utilizada somente agua em substituicdo as amostras contendo DNA
e, como controle positivo, a amostra tida como padrao ouro de extragdo, que em
todos os testes, sempre se apresentou positivo para HPV.

Apbs o término da reacdo, as amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata para verificacdo de uma banda de
aproximadamente 98pb correspondente ao fragmento do gene GAPDH. As
amostras positivas para amplificacdo de GAPDH foram submetidas a reacées de
PCR para a deteccdo do DNA do HPV. As amostras negativas para o gene
GAPDH tiveram o DNA re-extraido e foram novamente testadas para esse gene.

Somente as amostras positivas para o GAPDH foram utilizadas para deteccao.

2.6.3 Amplificacao do DNA e genotipagem do HPV

A amplificacdo do DNA e genotipagem do HPV foram realizadas através
do kit Linear Array HPV Genotyping Test (Roche Molecular Systems, Branchburg
Inc.). O DNA do HPV foi amplificado por PCR com o par de iniciadores de
consenso para a regiao L1 PGMY09/PGMY11 marcados com biotina em um

termociclador utilizando a ciclagem: 95°C por 13 minutos, seguida por 40 ciclos de
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desnaturacao a 95°C por um minuto, anelamento a uma temperatura de 55°C por
um minuto e extensdo a 72°C por um minuto. Ao final, foi realizada uma extensao
terminal de cinco minutos a uma temperatura de 72°C. O controle de amplificagao
foi feito usando par de iniciadores para o gene da B-globina GH20 e PC04
marcados com biotina. A genotipagem do HPV foi realizada por metodologia de
hibridizagdo reversa: o produto da PCR foi desnaturado com uma solugdo de
NaOH a 1,6%.

Apbs a desnaturacdo, o material foi aplicado em uma tira de nylon
contendo sondas imobilizadas para duas concentragdes diferentes de [3-globina,
19 gendtipos de HPV de alto risco oncogénico (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 69, 73 e 82) e 18 tipos de HPV de baixo risco
oncogénico (6, 11, 40, 42, 54, 55, 61, 62, 64, 67, 70, 71, 72, 81, 83, 84, IS39 e
CP6108). A presenca de hibridos na tira foi detectada por um sistema de
precipitacdo de cor nas linhas contendo sondas especificas para os diferentes
genoétipos do HPV, depois da adicdo de um conjugado de estreptavidina-
peroxidase e o respectivo substrato.

2.7. Analise Estatistica

Os dados foram avaliados através do programa estatistico SPSS for
Windows 20.0 (SPSS Inc., Chicago, Estados Unidos). Inicialmente foram feitas
analises exploratorias (descritivas) das varidveis numéricas (idade, idade da
menarca e o inicio da atividade sexual) calculando o maximo, o minimo, a média
e o desvio-padrao. Depois essas variaveis foram avaliadas em relacao ao teste de
HPV pelo teste t de student independente. Das varidveis categédricas calculou-se
as frequéncias absolutas e relativas, organizando em tabelas e gréficos.
Posteriormente para comparar as entre proporcdes das variaveis categoricas com
o teste do HPV e quanto oncogenicidade do virus foi empregado o teste de qui-
quadrado de independéncia. Para verificagdo de associagdo entre as variaveis,
empregou-se como estimador de magnitude o odds ratio (OR) e seu intervalo de
confianga de 95% (IC95%).

Em todos os testes o nivel de significancia (a) foi de 5%, ou seja, foi

considerando significativo quando p < 0,05.
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2.8. Aspectos Eticos

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo sob o numero
233/2011. Para dar continuidade a pesquisa, a solicitacdo de prorrogacao da
vigéncia do projeto foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal do Maranh&o, sob o parecer 785.413/2014 (Anexo A).
Para o desenvolvimento do projeto, as mulheres incluidas assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de
Saude e suas complementares) (APENDICE B).

3. RESULTADOS

Foram incluidas 395 mulheres no estudo, sendo 27,8% (110/395) com
idade inferior a 30 anos; 24,6% (99/395) com idade entre 31 e 40 anos; 20,3%
(80/395) com idade entre 41 e 50 anos; 17,5% (69/395) com idade entre 51 e 60
anos e 9,9% (39/395), idade superior a 60 anos. A idade das pacientes variou de
13 a 84 anos, com idade média de 41.3, DP + 14,4 anos. Em relagdo a
escolaridade, mulheres que cursaram o ensino fundamental, ensino médio e
ensino superior representaram, respectivamente, 66,0% (261/395), 16,5%
(65/395) e 2,3% (9/395) dos casos. Mulheres analfabetas corresponderam a
15,2% (60/395) do total dos casos. Quanto ao municipio de origem das
comunidades quilombolas, 25,6% (101/395) eram provenientes de Alcantara e
25,6% (101/395) de Sao José de Ribamar. Quanto ao estado civil, 30,1%
(119/395) corresponderam as mulheres solteiras; 61,0% (241/395) as mulheres
casadas; 1,6% (6/395) as mulheres divorciadas e 7,3% (29/395) as mulheres
vilvas. Em relacao a raca, 45,5 % (180/395) eram pardas, 32,4% (128/395) e
6,6% (26/395) eram brancas. (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas sociodemograficas de mulheres quilombolas

Variaveis N %
Faixa etaria
<30 110 27,8
31-40 97 24,6
41-50 80 20,3
51-60 69 17,5
>60 39 9,9
Escolaridade
Analfabeta 60 15,2
Ensino Fundamental 261 66,0
Ensino Médio 65 16,5
Ensino Superior 9 2,3
Municipios
Alcantara 101 25,6
Central do Maranhao 50 12,6
Presidente Vargas 63 15,9
Sao José de Ribamar 101 25,6
Sao Luis Gonzaga 54 13,7
Viana 26 6,6
Estado Civil
Solteira 119 30,1
Casada 241 61,0
Divorciada 06 1,6
Vilva 29 7,3
Raca
Branca 26 6,6
Negra 128 32,4
Parda 180 455
Nao informado 61 15,5

A Tabela 2 mostra as caracteristicas comportamentais, sendo mais
prevalentes mulheres que iniciaram atividade sexual com 15 anos ou mais
(61,6%; 243/395); que tiveram mais de um parceiro sexual (54,7%; 216/395); com
idade da menarca superior a 12 anos (59,0%; 233/395); com mais de uma
gestacao (82,5%; 326/395); sem sinais de DST (70,4%; 278/395); sem uso de
contraceptivo (82,3%; 325/395); que realizaram higiene vaginal mais de uma vez
ao dia (82,3%; 325/395); que ja haviam realizado exame citopatoldégico de
Papanicolau (85,3%; 337/395); que apresentaram colo normal (51,4%; 203/395);
que nao faziam uso de bebida alcodlica (63,3%; 250/395) e que ndo fumavam
(91,9%; 363/395). Observou-se a idade minima da menarca foi de 9 anos e
maxima de 17 anos com uma idade média de 13 anos, DP + 1.5 anos e a
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atividade sexual teve seu inicio de 10 anos, tendo ocorrido um caso do inicio com

43 anos com uma média de 16.6 anos, DP + 3.1.

Tabela 2: Caracteristicas comportamentais de mulheres quilombolas

Variaveis N %
Inicio da atividade sexual
<15 anos 152 38,4
> 15 anos 243 61,6
Numero de parceiros
Um 179 45,3
Mais de um 216 54,7
Idade da Menarca
<12 anos 162 41,0
> 12 anos 233 59,0
N2 gestacoes
Até uma 69 17,5
Mais de uma 326 82,5
Sinais de DST
Nao 278 70.4
Sim 117 29,6
Uso de contraceptivo
Sim 70 17,7
Nao 325 82,3
Frequéncia de higiene genital
Uma vez por dia 70 17,7
Mais de uma vez por dia 325 82,3
Realizacdo de exame Papanicolau
Nao 58 14,7
Sim 337 85,3
Inspecao do Colo
Alterado 192 48,6
Normal 203 51,4
Etilista
Sim 145 36,7
Nao 250 63,3
Tabagista
Sim 32 8,1
Nao 363 91,9

Entre as 395 mulheres analisadas, 91,6% (362/395) tiveram diagndstico

negativo para leséo intraepitelial escamosa ou malignidade e 8,4% (33/395)

apresentaram anormalidades citolégicas, variando entre os diagnosticos de ASC-
US e HSIL. Estes diagnésticos incluiram 33,3% (11/33) de ASC-US, 21,2% (7/33)

de LSIL, 30,3% (10/33) de HSIL e 15,2% (5/33) de ASC-H.
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A prevaléncia total de HPV foi de 12,6% (50/395). Considerando as
mulheres que apresentaram anormalidades citoldgicas, 12/33 (36,4%) foram
positivas para HPV. Dos diagnésticos de inflamagéo, 35 (10,4%) casos foram
positivos para HPV. Das 11 pacientes diagnosticadas com ASC-US, 2 (18,2%)
foram positivas para infeccao por HPV. Das 7 pacientes que apresentaram LSIL,
2 (28,6%) tinham infeccdo por HPV. Para os diagnosticos de ASC-H e HSIL, a
taxa de infeccdo encontrada foi, respectivamente, de 40,0% (2/5) e 60,0% (6/10)
(Tabela 3). Houve associacao estatisticamente significativa entre a presenca de
anormalidades citolégicas nos esfregacos cervicais e a presenca de HPV
(p<0.001).

Das 395 pacientes, 50 apresentaram positivo para algum tipo de HPV,
com idade média de 41.3, com DP + 14,5 para as mulheres com HPV negativo e
média de idade 40.6 para HPV positivo com DP + 14.0. Em relagdo idade da
menarca a média foi de 13.0 anos para HPV negativo, DP + 1.5 e 12.8 anos para
HPV positivo, DP + 1.5. Para o inicio da atividade sexual foi observado 16.7 anos,
DP £ 3.1 para HPV negativo e 16.3 anos, DP * 2,9 para HPV positivo.

Tabela 3. Prevaléncia de HPV nas amostras com resultados de anormalidades citologicas em

mulheres quilombolas.

HPV
o Negativo Positivo Total p
Anormalidades Citologicas
n (%) n (%) n (%)
ASC-H 3(60,0) 2(400) 5(100,0)  <0-0001
ASC-US 9(81,8) 2(18,2) 11 (100,0)
HSIL 4 (40,0) 6 (60,0) 10 (100,0)
LSIL 5(71,4) 2 (28,6) 7 (100,0)
Inflamacao 301 (89,6) 35(10,4) 336(100,0
Atrofia 23(88,4) 3(11,6) 26(100,0)
Total 345 (87,4) 50 (12,6) 395 (100,0)

ASC-H ( atypical squamous cells cannot exclude high-grade squamous intraepithelial lesions)
ASC-US - (atypical squamous cells of undetermined significance)
HSIL - ( high grade intaepithelial lesion)

LSIL - (low grade squamous intraepithelial lesion)
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Algumas mulheres apresentaram infeccoes multiplas pelo HPV, mais
frequentes com HPV 68, totalizando 72 tipos de HPV nas mulheres positivas para
HPV, sendo 50 (69,4%) de alto risco oncogénico (Tabela 4). A Figura 1 mostra a
distribuicdo dos tipos de virus HPV na populacdo estudada. Os gendtipos 68
(26,0% - 13/50); 58 e 52 (20,0% - 10/50 cada); 31 (10,0% - 5/50) e 62 (8,0% -
4/50) foram os mais prevalentes. Apenas 6,0% (3/50) dos casos foram positivos
para o HPV-61. Os gendtipos 73, 70, 54, 53, 45, IS39 e 18 representaram
individualmente 4,0% (2/50) do total de casos. Os tipos CP6-108, 84, 72, 71, 66,
59, 56, 55, 51, 39, 33, e 16 representaram individualmente 2,0% (1/50) do total de

casos.

Tabela 4. Prevaléncia de HPV e distribuicdo de acordo com o risco oncogénico em mulheres

quilombolas.
HPV N %

HPV + 50 12,6
HPV - 345 87,4
Risco oncogénico*

Alto risco 50 69,4
Baixo risco 14 19,4
Indeterminado 8 11,2

* A soma dos tipos de HPV estratificados pelo risco € maior que 50 devido a coinfeccao
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Figura 1 - Frequéncia de gendtipos de HPV em mulheres quilombolas
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Em relacdo a presenca de HPV nos diferentes resultados citologicos, os
tipos de alto risco oncogénico foram mais frequentes (78,0%, 39/50) que os de
baixo risco oncogénico (22,0%-11/50). Para aquelas diagnosticadas com alguma
anormalidade, a prevaléncia de infeccao por HPV foi de 24,0% (12/50), sendo
maior nos casos de HSIL (42,0%), seguida por LSIL (21,0%), ASC-US (21,0%) e
ASC-H (16,0%). Em todos os diagnésticos, as infec¢cdes simples foram mais
frequentes que as multiplas (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuicdo dos genoétipos do HPV nos resultados citolégicos de mulheres quilombolas.

Anormalidades Citoldgicas
Tipos de HPV
ASC-H ASC-US HSIL Inflamacdo LSIL Atrofia Total

HPV alto risco n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
16 - - 1

18 - - 1

31 - - -

33 - - -

39 - - -

45 - - -

51 - - -

52 - 1 2

1 2

1 -

—_ N = = 0T N =

56 -
58 -

59 - - -
66 - - -
68 - 1 -
70 - - - 2 -
73 1 - - - -

HPV Baixo risco

7 - - -
53 - - -

54 - - -

55 - - -

61 - - -

62 - - -

71 - - -

72 - -

84 - -
I1S39 1 -
CP6108 - -
Total de
Positivos
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72*

*Este numero refere-se as infecgdes mudltiplas. Entre as 6 infecgdes multiplas do virus 68, 3
estavam associadas ao virus tipo 52. ASC-US, atypical squamous cells of undetermined
significance; LSIL: low grade squamous intraepithelial lesion; ASC-H: atypical squamous cells can
not exclude high-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL: high grade alto squamous

intaepithelial lesion.

A Tabela 6 mostra a prevaléncia de HPV em mulheres com diferentes
resultados citoldgicos, estratificados por faixa etaria. Em mulheres com idade
inferior a 30 anos, a positividade para o HPV variou entre 23,2% (25/108) em
mulheres com esfregacos considerados inflamatérios a 100% em mulheres com

resultados de LSIL e HSIL. Houve uma associacdo significativa entre a



31

positividade para o HPV e a deteccdo de anormalidades citol6gicas nesta faixa
etaria (p = 0,02). A positividade para o HPV foi significativamente associada a
deteccdo de anormalidades citoldgicas na faixa etaria de 31 a 40 anos (p =
0,0009). As pacientes HPV positivas, na faixa etaria de 41 a 50 anos também
mostraram associacdo estatisticamente significativa com a detecgcdo de
anormalidades citoldgicas (p = 0,03). Em pacientes com idade entre 51 e 60 anos,
a positividade para o HPV foi de 9,3% (5/54) nos esfregagos considerados
inflamatérios e de 80,0% (4/5) nos casos de HSIL. Nesta faixa etaria, as mulheres
HPV positivas mostraram associagdo estatisticamente significativa com a
deteccdo de alteragdes citologicas (p = 0,0003) quando comparadas a mulheres
negativas para a infeccao por HPV. As pacientes HPV-positivas, na faixa etaria
acima de 60 anos, ndo mostraram associagao estatisticamente significativa com a

deteccao de anormalidades citologicas (p = 0,12).
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Tabela 6. Prevaléncia de HPV nos diferentes resultados citolégicos de acordo com a faixa etaria

em mulheres quilombolas.

Deteccao do HPV

¢]
Resultado Citoldgico Negativo Positivo
n (%) n (%)
Faixa etaria (<30 anos)
ASC-US 3 (60,0) 2 (40,0) 0,02
HSIL - 2 (100,0)
LSIL - 2 (100,0)
Inflamacgéo 83 (76,8) 25 (23,2)
Atrofia 2 (100,0) -
Total 88 (74,0) 31 (26,0)
Faixa etaria (31-40 anos)
ASC-H - 2 (100,0) 0,0009
ASC-US 2(100,0) -
HSIL 1 (100,0) -
LSIL 2 (50,0) 2 (50,0)
Inflamacao 77 (84,6) 14 (15,4)
Atrofia - 2(100,0)
Total 82 (80,4) 20 (19,6)
Faixa etaria (41-50 anos)
ASC-H 2 (100,0) - 0,03
ASC-US 2 (66,7) 1(33,3)
HSIL - 2 (100,0)
LSIL 1 (100,0) -
Inflamacéao 62 (85,0) 11 (15,0)
Atrofia 1 (50,0) 1 (50,0)
Total 68 (82,0) 15 (18,0)
Faixa etaria (51-60 anos)
ASC-H - 1 (100,0) 0,0003
ASC-US 1 (100,0) -
HSIL 1 (20,0) 4 (80,0)
Inflamacao 49 (90,7) 5(9,3)
Atrofia 11 (73,3) 4 (26,7)
Total 62 (81,5) 14 (18,5)
Faixa etaria (> 60 anos)
ASC-US - 1 (100,0) 0,12
LSIL 1 (100,0) -
Inflamacéo 19 (82,6) 4(17,4)
Atrofia 10 (90,9) 1(9,1)
Total 20 (80,0) 5 (20,0)




33

ASC-US, atypical squamous cells of undetermined significance; LSIL: low grade squamous
intraepithelial lesion; ASC-H: atypical squamous cells can not exclude high-grade squamous
intraepithelial lesion; HSIL: high grade alto squamous intaepithelial lesion;

A Tabela 7 descreve a associacao entre as variaveis sociodemograficas e
a positividade para o HPV na andlise univariada dos fatores preditores para a
infecgdo viral. Apenas 0 municipio de origem apresentou associagéo significante
com a positividade para o HPV (p<0,0001). As variaveis analisadas (faixa etaria,
escolaridade, estado civil e raga) ndao mostraram associacao significante com a
positividade para HPV.

Tabela 7. Analise univariada de fatores sociodemogréficos associados a infecgédo pelo HPV em

mulheres quilombolas.

Deteccéao do HPV P
Variaveis Negativo Positivo
n (%) n (%)

Idade
< 30 anos 91 (82,7) 19 (17,3) 0,65
31 a 40 anos 87 (89,7) 10 (10,3)
41 a 50 anos 72 (90,0) 8 (10,0)
51 a 60 anos 60 (86,7) 9(13,3)
> 60 anos 35 (89,7) 4 (10,3)
Escolaridade
Analfabeta 51 (85,0) 9 (15,0) 0,72
Ensino Fundamental 231 (88.5) 30 (11,5)
Ensino Médio 56 (86,1) 9(13,9)
Ensino Superior 7(77,7) 2 (22,3)
Municipios
Alcéntara 96 (95,0) 5 (5,0) <0,0001
Central do Maranhao 45 (90,0) 5(10,0)
Presidente Vargas 46 (73,0) 17 (27,0)
Sao José de Ribamar 91 (90,0) 10 (10,0)
Séo Luis Gonzaga 40 (78,4) 11 (21,6)
Viana 25 (96,1) 1(3,9)
Estado civil
Solteira 100 (84,0) 19 (16,0) 0,24
Casada 216 (89,6) 25(10,4)
Divorciada 5(83,3) 1(16,7)
Vidva 24 (82,7) 5(17,3)
Raca
Branca 21 (80,7) 5(19,3) 0,57
Negra 109 (85,1) 19 (14,9)
Parda 159 (88,3) 21 (11,7)

Nao informado 56 (91,8) 5(8,2)
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A Tabela 8 descreve a associacao entre as variaveis comportamentais e a
positividade para o HPV na analise univariada dos fatores preditores para a
infecgdo viral. Dentre as varidaveis analisadas (inicio da atividade sexual, numero
de parceiros, idade da menarca, numero de gestacdes, sinais de DST, uso de
Contraceptivo, frequéncia de higiene, realizagdo de exame de Papanicolau,
resultado da inspegdo do colo, etilismo e tabagismo) houve associacao
significante com a positividade para HPV apenas em relagdo ao numero de
parceiros (p=0,01).
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Tabela 8. Andlise univariada de fatores comportamentais associados a infec¢ao pelo HPV em

mulheres quilombolas.

Deteccao do HPV

p
Variaveis comportamentais Negativo Positivo
n (%) n (%)

Inicio da atividade sexual
<15 anos 126 (82,9) 26 (17,1) 0,65
> 15 anos 219 (90,1) 24 (9,9)
Numero de parceiros
Um 158 (88,2) 21 (11,8 0,01
Mais de um 187 (86,5) 29 (13,5)
Idade da menarca
<12 anos 141 (87,0) 21 (13,0) 0,22
> 12 anos 204 (87,5) 29 (12,5)
Numero de gestacoes
Até uma 63 (91,3) 6 (8,7) 0,32
Mais de uma 282 (86,5) 44 (13,5)
Sinais de DST
N&o 234 (84,1) 44 (14,9) 0,56
Sim 111 (94,8) 6 (5,2)
Uso de contraceptivo
Sim 53 (75,7) 17 (24,3) 0,47
Néo 292 (89,8) 33 (10,2)
Frequéncia de higiene genital
Uma vez 58 (82,8) 12 (17,2) 0,30
Mais de uma vez 287 (88,3) 38 (11,7)
Realizacao de exame Papanicolau
Néo 49 (84,4) 9 (15,6) 0,17
Sim 296 (87,8) 41 (12,2)
Inspecao do Colo
Alterado 169 (88,0) 23 (12,0) 0,59
Normal 176 (86,7) 27 (13,3)
Etilista
Sim 127 (87,6) 18 (12,4) 0,99
Néo 218 (87,2) 32 (12,8)
Tabagista
Sim 25 (78,1) 7 (21,9) 0,98
Néo 320 (88,1) 43 (11,9)
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4. DISCUSSAO

A prevaléncia total de HPV pode variar de acordo com a técnica utilizada,
a populacao e a regidao estudadas. Neste estudo, a prevaléncia de infeccao pelo
HPV em mulheres quilombolas foi de 12,6% através da técnica de hibridizacao.
Resultados diferentes foram encontrados por Akarolo-Anthony et al (2014) que
mostraram uma prevaléncia global de 37% em mulheres nigerianas [24] e por
Watson-Jones et al (2013) que demonstraram prevaléncia de 74% em
mulheres na Tanzania [25]. Rocha et al (2013), em estudo realizado em
populagdes indigenas da Amazénia Boliviana, encontraram uma prevaléncia de
5,9% de DNA do HPV [26].

Algumas mulheres apresentaram infecgdes multiplas pelo HPV, mais
frequentes com HPV 68, totalizando 72 tipos de HPV nas mulheres positivas para
HPV, sendo 50 (69,4%) de alto risco oncogénico. Dos 25 tipos de HPV
encontrados neste estudo, o HPV 68 foi o mais prevalente (26,0%), seguido de
HPV 58 e 52 (20,0%) e HPV 31 (10,0%).

Estudo realizado na Franca apontou o HPV 16 como mais prevalente,
seguidos do HPV 53 e 31 [27]. Estudo realizado no Vietham demonstrou os tipos
de HPV 16, 18 e 58 como mais prevalentes [14]. Xue et al (2015) encontrou os
tipos de HPV 16, 52 e 58 como mais prevantes, sendo o HPV 68 apenas o 8°
mais prevalente [28]

Goldman et al. (2013), observaram que a presenga do HPV 68 ocorreu
numa taxa quatro vezes maior que a esperada em infecgées mdultiplas, indicando
a existéncia de uma interagdo entre HPVs de alto risco oncogénico,
especialmente entre os tipos 31/68, 51/68 e 33/58. Estes autores sugeriram que
alguns gendétipos do virus agem como co-fatores na infeccdo por outros tipos,
evidenciando-se um novo possivel fator de risco [29].

A prevaléncia de HPV em mulheres com diferentes resultados
citologicos, estratificados por faixa etéria. Em mulheres com idade inferior a 30
anos, a positividade para o HPV variou entre 23,2% (25/108) em mulheres com
esfregacos considerados inflamatérios a 100% em mulheres com resultados de
LSIL e HSIL. Houve uma associacao significativa entre a positividade para o HPV
e a detecgdo de anormalidades citoldégicas nesta faixa etaria (p = 0,02). A
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positividade para o HPV foi significativamente associada a deteccao de
anormalidades citologicas na faixa etaria de 31 a 40 anos (p = 0,0009). As
pacientes HPV positivas, na faixa etaria de 41 a 50 anos também mostraram
associacao estatisticamente significativa com a deteccdo de anormalidades
citolégicas (p = 0,03). Em pacientes com idade entre 51 e 60 anos, a positividade
para o HPV foi de 9,3% (5/54) nos esfregacos considerados inflamatérios e de
80,0% (4/5) nos casos de HSIL. Nesta faixa etaria, as mulheres HPV positivas
mostraram associacdo estatisticamente significativa com a detecgcdo de
alterac6es citologicas (p = 0,0003) quando comparadas a mulheres negativas
para a infecgdo por HPV. As pacientes HPV-positivas, na faixa etaria acima de 60
anos, ndo mostraram associagao estatisticamente significativa com a deteccao de
anormalidades citolégicas (p = 0,12). Estes resultados indicam que os testes de
HPV tem utilidade em mulheres com mais de 30 anos, as quais tém maior
possibilidade de serem portadoras de lesbes cervicais significantes.

Segundo Akarolo-Anthony et al (2014), a faixa etaria mais acometida
pela infeccao pelo HPV foi a menor que 30 anos, apresentando um declinio em
mulheres com mais de 45 anos de idade, concordado com os achados deste
estudo [24]. Em Fiji, a populagdo estudada apresentou um declinio da infecg¢ao
pelo HPV em diferentes faixas etarias, de 35,8% em mulheres com menos de 25
anos para 18,6% em mulheres entre 55-64 anos [30].

No estudo de Foliaki et al (2014), a positividade para pelo menos um
gendtipo de HPV foi 24,0% entre 1244 mulheres selecionadas, sendo 35,8% na
faixa etaria 16-24 anos, 25,8% na faixa etaria 25-34 anos, 22,5% na faixa etéria
35-44 anos, 17,7% na faixa etaria 45-54 anos e 18,6% na faixa etaria 55-64 anos.
O HPV-16 foi o gen6tipo mais prevalente. Apenas 14 (1,1%), 6 (0,5 %) e 3 (0,2%)
das mulheres estavam infectadas pelo HPV18, HPV6 e HPV11, respectivamente.
O HPV 68 estava presente em apenas 3 (0,2%) das mulheres infectadas. Dos
casos HPV-positivos, 70,1% apresentaram apenas um genaétipo viral, enquanto
29,9% tinham infecgbes multiplas. Os gendtipos de HPV mais frequentemente
envolvidos em infecgdes multiplas eram de alto risco oncogenico. A maior
prevaléncia foi observada nos primeiros anos de atividade sexual (35,8% de
mulhers HPV positivas tinham idade entre 16-24 anos); sendo a prevaléncia do
HPV foi posteriormente diminuida e estabilizada [30].
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Considerando as mulheres que apresentaram anormalidades
citologicas, 12/33 (36,4%) foram positivas para HPV. Dos diagnésticos de
inflamagéo, 35 (10,4%) casos foram positivos para HPV. Das 11 pacientes
diagnosticadas com ASC-US, 2 (18,2%) foram positivas para infeccao por HPV.
Das 7 pacientes que apresentaram LSIL, 2 (28,6%) tinham infeccao por HPV.
Para os diagnésticos de ASC-H e HSIL, a taxa de infeccdo encontrada foi,
respectivamente, de 40,0% (2/5) e 60,0% (6/10). Houve associacao
estatisticamente significativa entre a presenca de anormalidades citol6gicas nos
esfregacos cervicais e a presenca de HPV (p<0.001). Marks et al (2015)
encontraram as seguintes prevaléncias; 43,8%% de infeccdo por HPV em
mulheres com diagnoéstico de inflamagéo, 36,5% com diagnostico de ASC-US,
80,9% em mulheres com LSIL e 71,5% em mulheres com diagnésticos de HSIL
[31].

Em relagdo a presenca de HPV nos diferentes resultados citologicos, os
tipos de alto risco oncogénico foram mais frequentes (78,0%) que os de baixo
risco oncogénico (22,0%). Para aquelas diagnosticadas com alguma
anormalidade, a prevaléncia de infeccao por HPV foi de 24,0%, sendo maior nos
casos de HSIL (42,0%).

O tipo 68, em infeccdes simples ou multiplas, foi detectado principalmente
em mulheres cujos esfregagos foram considerados como inflamatorios. Os tipos
de HPV de alto risco 58, 52, 18 e 16 foram detectados em mulheres quilombolas
com diagnéstico citolégico de HSIL, concordando com os achados da literatura
[27,31-32].

Em relacdo aos fatores sociodemograficos e a infecgao pelo HPV, apenas
0 municipio de origem apresentou associac¢ao significante com a positividade para
o HPV (p<0,0001). Akarolo-Anthony et al (2014) estudando mulheres nigerianas
também ndo encontrou associacdo entre fatores sociodemograficos
(escolaridade, idade, estado civil) e infeccdo pelo HPV [24]. Isto pode ser
relacionado as caracteristicas da populacdo estudada: isolamento geografico,
habitos conservadores, ndo consumo de alcool e tabaco.

Quanto aos fatores comportamentais analisados houve associacédo
significante com a positividade para HPV apenas em relacdo ao numero de
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parceiros (p=0,01). Trabalho realizado na Guiné por por Keita et al (2009) também
demonstrou associagédo significativa entre o numero de parceiros e a infecgéo
pelo HPV [33].

Acredita-se que os resultados obtidos neste estudo podem subsidiar a
reorganizacao de estratégias voltadas a saude da mulher quilombola no tocante a
prevencao € ao manejo especifico da infeccao por HPV tendo em vista as
particularidades desse grupo. O maior conhecimento, por parte da mulher, sobre
as formas de aquisicao, fatores de risco e frequéncia da infeccao por HPV em
grupos etarios e populacionais distintos pode, provavelmente, contribuir para que
ela tenha maior percepcao em relacdo ao seu risco de desenvolver lesdes pré-
neoplasicas cervicais e, consequentemente, influenciar a sua adesédo permanente
as estratégias de rastreamento, bem como estimular mudangas de

comportamento e estilo de vida considerados de risco para o HPV.

O presente estudo fornece uma estimativa regional da prevaléncia de
infeccdo pelo HPV em mulheres quilombolas. Ressalta-se a maior prevaléncia de
HPV 68, achado incomum na literatura, que pode ser explicado por diferencas
étnico-raciais da populagdo estudada. Esse tipo viral pode contribuir para um
incremento na carcinogénese cervical relacionada a gendtipos especificos de
HPV.

As limitagbes do estudo se relacionaram sobretudo ao uso de
formularios para a coleta de dados referentes aos fatores de risco para aquisicéo
e manutencao do HPV, uma vez que as associagdes estatisticas foram realizadas

exclusivamente com base nas informacdes relatadas pelas mulheres.

5. CONCLUSOES

e A populagdo quilombola estudada foi constituida por mulheres entre 13 e
84 anos, com ensino fundamental (66,0%), provenientes de Alcantara e
Sao José de Ribamar (25,6% cada), casadas (61,0%), pardas (45,5%), que
iniciaram a atividade sexual apds os 15 anos de idade (61,6%), tiveram
mais de um parceiro sexual (54,7%), com idade da menarca acima dos
doze anos (59,0%), tiveram mais de uma gestacdo (82,5%), néao
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apresentaram sinais de DST (70.4%), nao faziam uso de anticoncepcionais
(82,3%), faziam higiene vaginal mais de uma vez ao dia (82,3%), ja
realizaram exame de Papanicolau (85,3%), apresentaram colo do utero
com aspecto normal (51,4%), ndo fumavam (91,9%) e nao faziam uso de
bebidas alcodlicas (63,3%);

e A prevaléncia global de HPV foi de 12,6%, sendo o HPV 68 foi o tipo mais
prevalente (26,0%), seguido pelos tipos 58 e 52 (20,0% cada), 31 (10,0%)
e 62 (8,0%). O tipo 68, em infec¢des simples ou multiplas, foi detectado
principalmente em mulheres cujos esfregagos foram considerados como
inflamatorios. Nove outros tipos de HPV de alto risco oncogénico (31, 18,
45, 70, 39, 56, 59, 66 e 53) também foram identificados em mulheres com
esfregacos considerados como inflamatérios ou negativos para neoplasia.
Outras seis infecgbes por HPV de baixo risco oncogénico (54, 61, 62, 72,
84) foram detectadas em mulheres com esfregacgos inflamatérios. Mulheres
com diagnéstico de ASC-US mostraram infeccao por virus de alto risco
oncogénico (HPV 52, 58 e 68) e as mulheres com diagnéstico de LSIL
mostraram infecgbes por HPV de alto risco oncogénico (HPV 31 e baixo
risco oncogénico (HPV 61 e 62). Os tipos de HPV de alto risco 58, 52, 18 e
16 foram detectados em mulheres quilombolas com diagnéstico citolégico
de HSIL;

e A infeccdo por HPV foi significativamente associada a deteccdo de
anormalidades citol6gicas em mulheres quilombolas;

e Houve uma associacdo estatisticamente significante entre municipio de

origem e nimero de parceiros com a infecgéo pelo HPV.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE DO ADULTO E DA CRIANCA

FICHA PROTOCOLO

PROJETO: CANCER DE COLO DO UTERO: Papilomavirus Humano (HPV) em
Mulheres Quilombolas, Aceitabilidade da Vacina e sua Aplicabilidade para o

SUS. B
DADOS DE IDENTIFICACAO
Nome:

Endereco atual:

Cidade: Estado:

Endereco anterior:

Cidade:

ldade: Ocupacao: Grau de instrucao:
Procedéncia:

A rural B urbano

ANTECEDENTES PESSOAIS
1- Sexarca

A 12 a 15 anos B 16 a 19 anos.........

C acima de 20 anos

2- N° de parceiro

A Unico B além de dois...........

3- Frequéncia de relacdes sexuais
A 01/semana B duas ou mais/semana

4- DSTs

ASIMBNAO...cco e
5- Gestacao

A 01 B 02 ou mais

6 - Idade da 1° gestacao

A 12 a 15 anos B 16 a 19 anos
7- CONTRACEPTIVOS

A sim B nao

8- PARTOS

A eutdcicos B Cesareos



9- ABORTAMENTO
A sim B nao

10- CURETAGEM
A sim B nao

11- TABAGISMO
A sim B nao

12- INGESTA DE BEBIDA ALCOOLICA
A sim B nao

13- Prurido
A sim B nao

14- Leucorréia

A sim B nao
15- Ardéncia
A sim B nao

16- Dispareunia
A sim B nédo

17- Sinusorragia
A sim B nao

18- OCORRENCIA DE NEOPLASIA INTRAEPITELIAL

A sim B nao

AVALIACAO GINECOLOGICA:
19- LESOES VULVARES
A sim B né&o

20- LESOES VAGINAS
A sim B nao

CITOPATOLOGIA ONCOTICA (MS)
21- CITOPATOLOGIA

A- inflamatério

B - lesGes intra epiteliais de baixo grau e HPV
C - les0es intra epiteliais de alto grau
D - carcinoma in situ

E - carcinoma microinvasor

F - carcinoma invasor

22 - ELISA P/ TESTE DE HIV

A positivo B negativo
GENOTIPAGEM POR PCR

A positivo B negativo
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CRITERIOS NAO INCLUSAO
d Gravidez
« Histerectomia
- SIDA
=~ Doengas com corticoterapia prolongada
+ ldade abaixo de 15 anos e acima de 19 anos
# Neoplasia maligna
2 Transplante renal
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APENDICE B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

|“ pris

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DO ADULTO E DA CRIANGA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Vocé esta convidado (a) a participar, como voluntaria, em uma pesquisa:
“CANCER DE COLO DO UTERO: Papilomavirus Humano (HPV) em Mulheres
Quilombolas, Aceitabilidade da Vacina e sua Aplicabilidade para o SUS".
Com o objetivo de Analisar a o cancer de colo do utero, a infecgdo por
Papilomavirus humano (HPV) em mulheres quilombolas, a aceitabilidade da
vacina e sua aplicabilidade no Sistema Unico de Saude (SUS). No caso de vocé
concordar em participar, favor assinar ao final deste documento. Vocé recebera
uma cépia deste termo assinada em duas vias por vocé e pelo pesquisador
responsavel onde ha o telefone e endereco do pesquisador (a) principal, podendo
tirar duvidas do projeto e de sua participagdo antes e durante a pesquisa. Sua
participacdo ndo € obrigatéria, e, a qualquer momento, vocé podera desistir de
participar e retirar seu consentimento sem nenhuma penalizagéo e interrupg¢éao do
seu acompanhamento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relacao
com o pesquisador (a) ou com a Instituicdo. Local de Execucao: Universidade
Federal do Maranhdo — UFMA — Nucleo de Imunologia Béasica e Aplicada— NIBA -
Avenida dos Portugueses, 1966, Bacanga, Prédio do CCBS, Bloco 3, Sala 3A.
Tel: 3272-8535, Sao Luis —MA. Critério de Inclusao dos Individuos: Eu poderei
ser incluida nesta pesquisa se atender aos seguintes critérios: ser afro
descendente, pertencer a uma das comunidades quilombolas em estudo e possuir
faixa etaria entre 12 a 59 anos. Critério de Exclusao: Mulheres HIV positivas,
diabéticas, com uso de imunosupressores, nao ser afro descendente, ndo
pertencer a uma das comunidades quilombolas em estudo e se negar a participar
do estudo. Critérios de Acompanhamento e Assisténcia como responsaveis:
As mulheres selecionadas serdao acompanhadas por médica, bem como pelos
demais investigadores, citados no item 4, sendo estes responsaveis pela tomada
de decisOes pertinentes, durante toda a fase de execucao do projeto. Descricao
do Estudo: Trata-se de um estudo transversal de prevaléncia do cancer do colo
do utero e da infeccdo por HPV em mulheres quilombolas no municipio de Codé-
MA, regidao dos Cocais, em mulheres na faixa etaria de 12 a 59 anos. Realizar-se-
a um estudo prospectivo, descritivo e analitico para pesquisa do cancer de colo
do utero, da infecgao por HPV e da aceitabilidade da vacina em 400 mulheres na
faixa etaria entre 12 a 59 anos, no periodo de margo de 2010 a fevereiro 2012. As
mulheres serdo atendidas pela equipe do projeto de pesquisa da Universidade
Federal do Maranhdo no Posto de Saude da Estratégia de Saude da Familia
existente nas comunidades quilombolas de Codé. (ANEXO 1 e 2). A populacao
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acima descrita sera examinada com a finalidade de detectar resultados de
citologia oncética com lesdes precursoras de baixo e alto grau e comparar com a
andlise por colposcopia, bidpsia da cérvice uterina (exame restrito aquelas, com
efeito, citopatico compativel com HPV). O material coletado ser4d encaminhado
para o laboratério do NIBA. As neoplasias malignas do colo de uUtero detectadas
nesta pesquisa serao estadiadas pelo Sistema de TNM da Uniao Internacional de
Combate ao Cancer (UICC) (MINISTERIO DA SAUDE, 2004). Beneficios para o
Individuo: Eu poderei conhecer melhor meu estado de saude, bem como a
existéncia de infecgao pelo virus HPV. Haver4d um grande beneficio para a
promog¢do da minha saude. Caso detectado alguma lesdo, poderei tratar
precocemente e obter maior chance de cura. Riscos para o Individuo: O estudo
nao oferece riscos. Os desconfortos sdo aqueles associados a coleta do exame
citopatoldgico para rastreio de neoplasia e infecgdo pelo HPV. Em raras ocasides,
pode haver sangramento durante a coleta. Os materiais utilizados para esses
procedimentos serao estéreis e/ou descartaveis.

11. Alternativa para o Estudo: nao se aplica.

12. Exclusao dos Individuos: Eu poderei ser excluida do projeto se nao
conseguir completar os requisitos de cada etapa.

13. Direitos dos Individuos para recusar-se a participar ou retirar-se do
estudo: Eu entendo que minha participacdo no projeto € voluntaria e posso
recusar-me a participar ou posso interromper minha participacdo em qualquer
hora, sem penalizagéo.

14. Direitos dos individuos quanto a privacidade: Eu concordo com a
publicacao dos dados obtidos, desde que preservado o meu nome. Estou ciente
que havera total protecdo a minha participagdo. Concordo ainda que os
resultados poderdo estar disponiveis para a Agéncia Financiadora da Pesquisa,
observando a privacidade do meu nome.

15. Publicacao das Informacoes: As informacdes coletadas referentes ao
projeto estardo disponiveis para a Equipe envolvida na pesquisa e para a Agéncia
Financiadora. Poderao ser publicados de acordo com o item 14.

16. Informacao Financeira: Minha participacdo neste estudo ndo implica em
contrato de trabalho. Eu n&o receberei nenhuma compensagéo financeira para
participar do estudo.

17. Dano a Saude: Fui comunicada que qualquer ocorréncia que nao seja
decorrente do estudo e surja durante o estudo, devera ser tratada por conta
prépria, ou seja, o estudo que participo ndo assume nenhum compromisso no
tratamento de outras enfermidades. Nestes casos, deverei comunicar a equipe do
projeto todas as informacgdes referentes a enfermidade e o seu tratamento. Se
existe alguma intercorréncia decorrente da pesquisa comunicarei ao investigador
principal no telefone: (098) 8189-0191, em qualquer horario do dia ou da noite.

18. Assinaturas: O estudo foi discutido comigo e todas as questdes forma
respondidas. Eu entendo que perguntas adicionais relacionadas ao estudo devem
ser dirigidas aos investigadores relacionados acima. Eu entendo que se tiver
dividas sobre direitos dos voluntarios, posso contatar o Comité de Etica da
Universidade Federal do Maranh&o. Eu concordo com os termos acima e acuso o
recebimento de uma cépia desse consentimento.

Pesquisador Responsavel
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Voluntaria

PARA QUAISQUER INFORMAGCOES, POR FAVOR, DIRIGIR-SE A OS
SEGUINTES ENDERECOS:

MEDICA : Profa. Dra. Maria do Desterro Soares Brandao Nascimento
ENDERECO: Rua Duque Bacelar, Qd-33, n° 41, Quintas do Calhau CEP
65067510 S&o Luis -MA

TELEFONE: (98) 814727

COMITE DE ETICA EM PESQUISA:

ENDERECO: Avenida dos Portugueses, 1966, Predio CEB Velho, Pré-Reitoria de
Pesquisa e Pés-Graduagéao, Sala 07 CEP 65080-805

TELEFONE : (098) 3272-8701_ )

COORDENADOR DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA:

Prof. Dr. Francisco Navarro
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MARANHAO/MA
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa- CANCER DE COLOC DO UTERO: Papliomavirus Humano (HPV) em Muiheres
Quilombolas, Aceltadliidade da Vacina e sua Aplicabilidade para o SUS.

Peeguisadgor: Mara do Destermo Soares Sranddo Nascimento

Arsa Tematica: Genetca Humana
(Trata-se ge pesquisa envolvendo Gentica Humana que ndo necessha de analse
&tica por pane da CONEP;);

Vers3o0: 3

CAAF: 13685313.6.0000.5C87

Instituic30 Proponente: FUNDACAC UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Patrocinador Principal. FUND DE AMPARO A PESQUISA AO DESEN CIENTIFICO E TECNCLOGICO
DO MARANHAD - FAFPEMA

DADOS DO PARECER

Nomero do Parecer. 765413
Data ¢a Redatoria: 280872014

Apressntag3o do Projeto:

© Papiomavirus humano (HPV) compreende memibeos da famila Papilomaviricas. Foram Igemifcado mais
de 200 ipos de HPV e carca oe 40 s30 responsavels peia Infecgdo da regilo anogenital € mucosa oral.
(P.CATES, 1993, WEINSTOCK, 2004; PSYRRI; DIMAIO 2007; Doordar et al., 2012; Curado and Bayle,
2013;). Entre os ratores de risCo ha uMa refagldo entre 0 DaIXo nivel socioecondmico 0os pacients € balxa
nigiene passoal gus s30 CONSICErados 0s MAEs IMporianies para o gesenvoivimanto do cancer oe panis.
(FAVORITO et &, 2003; Chaux €t al., 2012; Forman =t al., 2012). A Infecg3o pefio HPV tem sido 3s500ada
COM CIArCNOMa anogenital, Inciuindo cancar cenvical, vuivar, anal, peniano € mals recentemeants um
SuUbCONjUNID JE CIrcNOMa 08 CEESs epidermoice de Cabega © Pescogo (GILLISON, 2005; Forman =t al.,
2012) Aproximadaments 25% 00S CIrcinomas epidermokies 0o cabega e Pascoco 550 mundaiments
3550Ci3d0s CoMm 3ito risco para o papiiomavirus humano dos tipos 16, 18, 31, 33, 35 encontrados nNo
genoma de DNA (KREIMER et d., 2005 Curado and Boyle, 2013). A prevaiancia de Infecgdo por HPV na
mMucosa oral & o2 6,6%. Cerca de 60% 3 70% Jos canceres 43 orofannge 530 positivos para iRV e 103
19% s30 WuMmores 03 C3VICIDE oral, lanngs e Npoafanngs. O HPV 15 & responsaved por 37% dos ©3505

dow P 1058 CE8 Vet
Bairto: 8iocs C Sale 7, Comith de Stex CEPF. &5 030040
UF. wa Municiplo: S840 LUIS
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MARANHAO/MA

Comentarios @ Conalderagdes sobre 3 Pesquiaa:

Todos os comenianos € consideragies enviados pealo relator fol 3c3tado peio pesquisador e fToram
corrigidos.

Consideragdes sobre o Termoe de apressntac3o obrigatona:

Todas as consigeracles sobre os temnos oe apresentac3o ctrigatona foram ac3tados  comigloos pelo
PesSQUESTOr.

Recomendagies:

Todas 35 recomendagdes foram 3c33C3s & CoMmgaas pala pesquisadora

Conciuadea ou Pendéncias & Lista de Inadequagtas:

Tod3as as penosncias € Inadegquacies foram acatadas € comgidas pela pesquisadora e 25130 o2 acordo
COM 3 resoiug3o 466712 do CNS.

SKuagio do Parecer:

Apeoaco

Necsesita Apreciag3o da CONEP:

N3o

Consideragies Finais a critdrio do CEP:

Comtruacic do Parscer TIE 40

SAC LUIS, 10 ge Sstembro de 2014

Azsinado por-
FRANCISCO NAVARRO
{Coordenador)
dow Fas, 1958 CER Vaihe
Batrro: Siocs & Sele 7, Coomise de Crcn CEP. &% 530040
UF: wa Municiplo: BAD LS
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ANEXO B: NORMAS DE PUBLICAGAO

Periodioco: Plos One

Classificacao WEBQUALIS: A1 na area de avaliagdo Medicina |l
Submission Guidelines

Style and Format

File format

Manuscript files can be in the following formats: DOC, DOCX, RTF, or PDF.
Microsoft Word documents should not be locked or protected.

LaTeX manuscripts must be submitted as PDFs. Read the LaTeX guidelines.
Length

Manuscripts can be any length. There are no restrictions on word count, number of
figures, or amount of supporting information.

We encourage you to present and discuss your findings concisely.
Font

Use any standard font and a standard font size.

Headings

Limit manuscript sections and sub-sections to 3 heading levels. Make sure
heading levels are clearly indicated in the manuscript text.

Layout

Manuscript text should be double-spaced.

Do not format text in multiple columns.

Page and line numbers

Include page numbers and line numbers in the manuscript file.

Footnotes

Footnotes are not permitted. If your manuscript contains footnotes, move the

information into the main text or the reference list, depending on the content.
Language
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Manuscripts must be submitted in English.

You may submit translations of the manuscript or abstract as supporting
information. Read the supporting information guidelines.

Abbreviations
Define abbreviations upon first appearance in the text.

Do not use non-standard abbreviations unless they appear at least three times in
the text. List all non-standard abbreviations (with definitions) in alphabetical order
in a separate section at the beginning of the manuscript.

Keep abbreviations to a minimum.

Reference style

PLOS uses “Vancouver” style, as outlined in the ICMJE sample references.
See reference formatting examples and additional instructions below.
Equations

We recommend using MathType for display and inline equations, as it will provide
the most reliable outcome. If this is not possible, Equation Editor is acceptable.

Avoid using MathType or Equation Editor to insert single variables (e.g., A or Qz)
in running text. Wherever possible, single symbols should be inserted as normal
text with the correct Unicode (hex) values.

Do not use MathType or Equation Editor for only a portion of an equation. Rather,
ensure that the entire equation is included. Avoid “hybrid” inline or display
equations, in which part is text and part is MathType, or part is MathType and part
is Equation Editor.

Nomenclature
Use correct and established nomenclature wherever possible.

Units of measurement Use SI units. If you do not use these exclusively,
provide the Sl value in parentheses after each value. Read more about Sl units.
Drugs Provide the Recommended International Non-Proprietary Name (rINN).
Species names Write in italics (e.g., Homo sapiens). Write out in full the genus
and species, both in the title of the manuscript and at the first mention of an
organism in a paper. After first mention, the first letter of the genus name followed
by the full species name may be used (e.g., H. sapiens).

Genes, mutations, genotypes, and alleles Write  in  italics. Use the
recommended name by consulting the appropriate genetic nomenclature database
(e.g., HUGO for human genes). It is sometimes advisable to indicate the
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synonyms for the gene the first time it appears in the text. Gene prefixes such as
those used for oncogenes or cellular localization should be shown in roman
typeface (e.g., v-fes, c-MYC).

Manuscript Organization

Manuscripts should be organized as follows. Instructions for each element appear
below the list.

Beginning section
The following elements are required, in order:

Title page: List title, authors, and affiliations as first page of manuscript
Abstract

Introduction

Middle section

The following elements can be renamed as needed and presented in any order:

Materials and Methods

Results

Discussion

Conclusions (optional)

Ending section

The following elements are required, in order:

Acknowledgments

References

Supporting Information Captions (if applicable)

Other elements

Figure captions are inserted immediately after the first paragraph in which the
figure is cited. Figure files are uploaded separately.

Tables are inserted immediately after the first paragraph in which they are cited.
Supporting information files are uploaded separately.

Please refer to our downloadable sample files to make sure that your submission
meets our formatting requirements:

Download sample title, author list, and affiliations page (PDF)
Download full manuscript sample (PDF)

Parts of a Submission

Title

Include a full title and a short title for the manuscript.

Title Length Guidelines Examples

Full title 250 characters Specific, descriptive, concise, and
comprehensible to readers outside the field
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Impact of Cigarette Smoke Exposure on Innate Immunity: A Caenorhabditis
elegans Model

Solar Drinking Water Disinfection (SODIS) to Reduce Childhood Diarrhoea in
Rural Bolivia: A Cluster-Randomized, Controlled Trial

Short title 50 characters State the topic of the study

Cigarette Smoke Exposure and Innate Immunity

SODIS and Childhood Diarrhoea

Titles should be written in title case (all words capitalized except articles,
prepositions, and conjunctions). Avoid specialist abbreviations if possible. For
clinical trials, systematic reviews, or meta-analyses, the subtitle should include the
study design.

Author list
Who belongs on the author list

All authors must meet the criteria for authorship as outlined in the authorship
policy. Read the policy.

Those who contributed to the work but do not meet the criteria for authorship can
be mentioned in the Acknowledgments. Read more about Acknowledgments.
Author names and affiliations

Enter author names on the title page of the manuscript and in the online
submission system.

On the title page, write author names in the following order:

First name (or initials, if used)

Middle name (or initials, if used)

Last name (surname, family name)

Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes department,
university, or organizational affiliation and its location, including city, state/province
(if applicable), and country.

If an author has multiple affiliations, enter all affiliations on the title page only. In
the submission system, enter only the preferred or primary affiliation.

Author names will be published exactly as they appear in the manuscript file.
Please double-check the information carefully to make sure it is correct.
Corresponding author

One corresponding author should be designated in the submission system as well
as on the title page.

One corresponding author should be designated in the submission system.
However, this does not restrict the number of corresponding authors that may be



56

listed on the article in the event of publication. Whoever is designated as a
corresponding author on the title page of the manuscript file will be listed as such
upon publication.

Include an email address for each corresponding author listed on the title page of
the manuscript.

Consortia and group authorship

If a manuscript is submitted on behalf of a consortium or group, include the
consortium or group name in the author list, and include the full list of members in
the Acknowledgments or in a Supporting Information file.

The corresponding author is responsible for making sure all authors approve the
final manuscript before submission. PLOS ONE will contact all authors by email at
submission to ensure that they are aware of the submission

Cover letter

Upload a cover letter as a separate file in the online system. The length limit is 1
page.

The cover letter should include the following information:

Summarize the study’s contribution to the scientific literature

Relate the study to previously published work

Specify the type of article (for example, research article, systematic review, meta-
analysis, clinical trial)

Describe any prior interactions with PLOS regarding the submitted manuscript
Suggest appropriate Academic Editors to handle your manuscript (see the full list
of Academic Editors)

List any opposed reviewers

IMPORTANT: Do not include requests to reduce or waive publication fees in the
cover letter. This information will be entered separately in the online submission
system.

Read about publication fee assistance.
Title page

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first
page of the manuscript file.

Abstract

The Abstract comes after the title page in the manuscript file. The abstract text is
also entered in a separate field in the submission system.

The Abstract should:
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Describe the main objective(s) of the study

Explain how the study was done, including any model organisms used, without
methodological detail

Summarize the most important results and their significance

Not exceed 300 words

Abstracts should not include:

Citations
Abbreviations, if possible
Introduction

The introduction should:

Provide background that puts the manuscript into context and allows readers
outside the field to understand the purpose and significance of the study

Define the problem addressed and why it is important

Include a brief review of the key literature

Note any relevant controversies or disagreements in the field

Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment
about whether that aim was achieved

Materials and Methods

The Materials and Methods section should provide enough detail to allow suitably
skilled investigators to fully replicate your study. Specific information and/or
protocols for new methods should be included in detail. If materials, methods, and
protocols are well established, authors may cite articles where those protocols are
described in detail, but the submission should include sufficient information to be
understood independent of these references.

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-
established methods as Supporting Information. Read the Supporting Information
guidelines.

Human or animal subjects and/or tissue or field sampling

Methods sections describing research using human or animal subjects and/or
tissue or field sampling must include required ethics statements. See the reporting
guidelines for human research, clinical trials, animal research, and observational
and field studies for more information.

Data

Methods sections of manuscripts using data that should be deposited in a publicly
available database should specify where the data have been deposited and
provide the relevant accession numbers and version numbers, if appropriate.
Accession numbers should be provided in parentheses after the entity on first use.
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If the accession numbers have not yet been obtained at the time of submission,
please state that they will be provided during review. They must be provided prior
to publication.

A list of recommended repositories for different types of data can be found here.
Cell lines

Methods sections describing research using cell lines must state the origin of the
cell lines used. See the reporting guidelines for cell line research for more
information.

New taxon names

Methods sections of manuscripts adding new taxon names to the literature must
follow the reporting guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon,
or fungal taxon.

Results

The Results section should provide details of all of the experiments that are
required to support the conclusions of the paper, including information on the
number of replicates (if relevant to ensure replicability). There is no specific word
limit for this section, but details of experiments that are peripheral to the main
thrust of the article and that detract from the focus of the article should not be
included. The section may be divided into subsections, each with a concise
subheading. Large datasets, including raw data, should be submitted as
supplemental files; these are published online alongside the accepted article. The
Results section should be written in past tense.

Results, Discussion, Conclusions

These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed
Results/Discussion section (commonly labeled “Results and Discussion”) or a
mixed Discussion/Conclusions section (commonly labeled “Discussion”). These
sections may be further divided into subsections, each with a concise subheading,
as appropriate. These sections have no word limit, but the language should be
clear and concise.

Together, these sections should describe the results of the experiments, the
interpretation of these results, and the conclusions that can be drawn.

Authors should explain how the results relate to the hypothesis presented as the
basis of the study and provide a succinct explanation of the implications of the
findings, particularly in relation to previous related studies and potential future
directions for research.
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PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so
authors should avoid overstating their conclusions. See the PLOS ONE Criteria for
Publication for more information.

Copyediting manuscripts

Prior to submission, authors who believe their manuscripts would benefit from
professional editing are encouraged to use language-editing and copyediting
services. Obtaining this service is the responsibility of the author, and should be
done before initial submission. These services can be found on the web using
search terms like “scientific editing service” or “manuscript editing service.”

Submissions are not copyedited before publication.

Submissions that do not meet the PLOS ONE publication criterion for language
standards may be rejected.
Acknowledgments

Those who contributed to the work but do not meet our authorship criteria should
be listed in the Acknowledgments with a description of the contribution.

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments
agrees to be named.

Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in the
manuscript file. Funding information should only be entered in the financial
disclosure section of the online submission system.

References

Any and all available works can be cited in the reference list. Acceptable sources
include:

Published or accepted manuscripts

Manuscripts on pre-print servers, if the manuscript is submitted to a journal and
also publicly available as a pre-print

Do not cite the following sources in the reference list:

Unavailable and unpublished work, including manuscripts that have been
submitted but not yet accepted (e.g., “unpublished work,” “data not shown”).
Instead, include those data as supplementary material or deposit the data in a
publicly available database.

Personal communications (these should be supported by a letter from the relevant
authors but not included in the reference list)

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that
they appear in the text. In the text, cite the reference number in brackets. PLOS
uses the numbered citation (citation-sequence) method and first six authors, et al.

Do not include citations in abstracts or author summaries.
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Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the
citations.

Formatting references

PLOS uses the reference style outlined by the International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE), also referred to as the “Vancouver” style. Example
formats are listed below. Additional examples are in the ICMJE sample references.

Because all references will be linked electronically as much as possible to the
papers they cite, proper formatting of the references is crucial.

Journal name abbreviations should be those found in the National Center for
Biotechnology Information (NCBI) databases.

Source Format

Published articles

Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y, Su XL, Sun B, et al. cDNA, genomic sequence
cloning and overexpression of ribosomal protein gene L9 (rpL9) of the giant panda
(Ailuropoda melanoleuca). Genet Mol Res. 2011;10: 1576-1588.

Devaraju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Negi VS. Susceptibility to SLE in
South Indian Tamils may be influenced by genetic selection pressure on TLR2 and
TLR9 genes. Mol Immunol. 2014 Nov 22. pii: S0161-5890(14)00313-7. doi:
10.1016/j.molimm.2014.11.005

Note: A DOI number for the full-text article is acceptable as an alternative to or in
addition to traditional volume and page numbers.

Accepted, unpublished articles Same as published articles, but substitute “In
press” for page numbers or DOI.

Web sites or online articles

Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HBM. The health impacts of globalisation: a
conceptual framework. Global Health. 2005;1: 14. Available:
http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14.

Books
Bates B. Bargaining for life: A social history of tuberculosis. 1st ed. Philadelphia:
University of Pennsylvania Press; 1992.

Book chapters Hansen B. New York City epidemics and history for the public.
In: Harden VA, Risse GB, editors. AIDS and the historian. Bethesda: National
Institutes of Health; 1991. pp. 21-28.

Deposited articles (preprints, e-prints, or arXiv) Krick T, Shub DA, Verstraete
N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, et al. Amino acid metabolism conflicts with
protein diversity; 1991. Preprint. Available: arXiv:1403.3301v1. Accessed 17
March 2014.

Published media (print or online newspapers and magazine articles) Fountain
H. For Already Vulnerable Penguins, Study Finds Climate Change Is Another
Danger. The New  York  Times. 29 Jan 2014. Available:
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http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-change-taking-toll-on-
penguins-study-finds.html. Accessed 17 March 2014.

New media (blogs, web sites, or other written works) Allen L. Announcing PLOS
Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 2014]. In: PLOS Blogs [Internet]. San

Francisco: PLOS 2006 - : [about 2  screens].  Available:
http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/.
Masters' theses or doctoral dissertations Wells A. Exploring the development

of the independent, electronic, scholarly journal. M.Sc. Thesis, The University of
Sheffield. 1999. Available: http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09
Databases and repositories (Figshare, arXiv) Roberts SB. QPX Genome Browser
Feature  Tracks; 2013. Database: figshare [Internet].  Accessed:
http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/701214.
Multimedia (videos, movies, or TV shows) Hitchcock A, producer and director.
Rear Window [Film]; 1954. Los Angeles: MGM.

Supporting Information

Authors can submit essential supporting files and multimedia files along with their
manuscripts. All Supporting Information will be subject to peer review. All file types
can be submitted, but files must be smaller than 10 MB in size.

Authors may use almost any description as the item name for a Supporting
Information file as long as it contains an “S” and number. For example, “S1
Appendix” and “S2 Appendix,” “S1 Table” and “S2 Table,” and so forth.

Supporting files should be publication-ready, as they are not copyedited.
Supporting Information captions

List Supporting Information captions at the end of the manuscript file. Do not
submit captions in a separate file.

The file number and name are required in a caption, and we highly recommend
including a one-line title as well. You may also include a legend in your caption,
but it is not required.

Example caption

S1 Text. Title is strongly recommended. Legend is optional.
In-text citations

We recommend that you cite Supporting Information in the manuscript text, but
this is not a requirement. If you cite Supporting Information in the text, citations do
not need to be in numerical order.

Read the Supporting Information guidelines for more details about submitting
Supporting Information and multimedia files.
Figures and tables
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Figures

Do not include figures in the main manuscript file. Each figure must be prepared
and submitted as an individual file.

Cite figures in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript
file.

Read the guidelines for figures.
Figure captions

Figure captions must be inserted in the text of the manuscript, immediately
following the paragraph in which the figure is first cited (read order). Do not include
captions as part of the figure files themselves or submit them in a separate
document.

At a minimum, include the following in your figure captions:

A figure label with Arabic numerals, and “Figure” abbreviated to “Fig” (e.g. Fig 1,
Fig 2, Fig 3, etc). Match the label of your figure with the name of the file uploaded
at submission (e.g. a figure citation of “Fig 1” must refer to a figure file named
“Fig1.tif").

A concise, descriptive title

The caption may also include a legend as needed.

Read more about figure captions.
Tables

Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript
file.

Place each table in your manuscript file directly after the paragraph in which it is
first cited (read order). Do not submit your tables in separate files.

Tables require a label (e.g., “Table 1”) and brief descriptive title to be placed above
the table. Place legends, footnotes, and other text below the table.

Read the guidelines for tables.
Data reporting

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted
manuscript should be deposited in an appropriate public repository, unless already
provided as part of the submitted article.

Read our policy on data availability.
Repositories may be either subject-specific (where these exist) and accept specific
types of structured data, or generalist repositories that accept multiple data types.
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We recommend that authors select repositories appropriate to their field.
Repositories may be subject-specific (e.g., GenBank for sequences and PDB for
structures), general, or institutional, as long as DOls or accession numbers are
provided and the data are at least as open as CC BY. Authors are encouraged to
select repositories that meet accepted criteria as trustworthy digital repositories,
such as criteria of the Centre for Research Libraries or Data Seal of Approval.
Large, international databases are more likely to persist than small, local ones.

To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have
integrated our submission process with a select set of data repositories. The list is
neither representative nor exhaustive of the suitable repositories available to
authors. Current repository integration partners include Dryad and FlowRepository.
Please contact data@plos.org to make recommendations for further partnerships.

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration
partner repository:

Deposit data in the integrated repository of choice.

Once deposition is final and complete, the repository will provide you with a
dataset DOI (provisional) and private URL for reviewers to gain access to the data.
Enter the given data DOI into the full Data Availability Statement, which is
requested in the Additional Information section of the PLOS submission form.
Then provide the URL passcode in the Attach Files section.

If you have any questions, please email us.

Accession humbers

All appropriate datasets, images, and information should be deposited in public
resources. Please provide the relevant accession numbers (and version numbers,
if appropriate). Accession numbers should be provided in parentheses after the
entity on first use.

Suggested databases include, but are not limited to:

ArrayExpress

BioModels Database

Database of Interacting Proteins

DNA Data Bank of Japan [DDBJ]

DRYAD

EMBL Nucleotide Sequence Database

GenBank

Gene Expression Omnibus [GEQ]

Protein Data Bank

UniProtKB/Swiss-Prot

ClinicalTrials.gov

In addition, as much as possible, please provide accession numbers or identifiers
for all entities such as genes, proteins, mutants, diseases, etc., for which there is
an entry in a public database, for example:
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Ensembl

Entrez Gene

FlyBase

InterPro

Mouse Genome Database (MGD)

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

PubChem

Providing accession numbers allows linking to and from established databases
and integrates your article with a broader collection of scientific information.

Striking image

You can choose to upload a “Striking Image” that we may use to represent your
article online in places like the journal homepage or in search results.

The striking image must be derived from a figure or supporting information file
from the submission, i.e., a cropped portion of an image or the entire image.
Striking images should ideally be high resolution, eye-catching, single panel
images, and should ideally avoid containing added details such as text, scale bars,
and arrows.

If no striking image is uploaded, we will designate a figure from the submission as
the striking image.

Striking images should not contain potentially identifying images of people. Read
our policy on identifying information.

The PLOS content license also applies to striking images. Read more about the
content license.
Additional Information Requested at Submission

Funding statement

This information should not be in your manuscript file; you will provide it via our
submission system.

This information will be published with the final manuscript, if accepted, so please
make sure that this is accurate and as detailed as possible. You should not include
this information in your manuscript file, but it is important to gather it prior to
submission, because your financial disclosure statement cannot be changed after
initial submission.

Your statement should include relevant grant numbers and the URL of any
funder's web site. Please also state whether any individuals employed or
contracted by the funders (other than the named authors) played any role in: study
design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the
manuscript. If so, please name the individual and describe their role.

Read our policy on disclosure of funding sources.
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This information should not be in your manuscript file; you will provide it via our
submission system.

All potential competing interests must be declared in full. If the submission is
related to any patents, patent applications, or products in development or for
market, these details, including patent numbers and titles, must be disclosed in
full.

Read our policy on competing interests.
Manuscripts disputing published work

For manuscripts disputing previously published work, it is PLOS ONE policy to
invite input from the disputed author during the peer review process. This
procedure is aimed at ensuring a thorough, transparent, and productive review
process.

If the disputed author chooses to submit a review, it must be returned in a timely
fashion and contain a full declaration of all competing interests. The Academic
Editor will consider any such reviews in light of the competing interest.

Authors submitting manuscripts disputing previous work should explain the
relationship between the manuscripts in their cover letter, and will be required to
confirm that they accept the conditions of this review policy before the manuscript
is considered further.

Related manuscripts

Upon submission, authors must confirm that the manuscript, or any related
manuscript, is not currently under consideration or accepted elsewhere. If related
work has been submitted to PLOS ONE or elsewhere, authors must include a
copy with the submitted article. Reviewers will be asked to comment on the
overlap between related submissions.

We strongly discourage the unnecessary division of related work into separate
manuscripts, and we will not consider manuscripts that are divided into “parts.”
Each submission to PLOS ONE must be written as an independent unit and
should not rely on any work that has not already been accepted for publication. If
related manuscripts are submitted to PLOS ONE, the authors may be advised to
combine them into a single manuscript at the editor's discretion.

Guidelines for Specific Study Types
Human subjects research
All research involving human participants must have been approved by the

authors’ Institutional Review Board (IRB) or by equivalent ethics committee(s), and
must have been conducted according to the principles expressed in the
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Declaration of Helsinki. Authors should be able to submit, upon request, a
statement from the IRB or ethics committee indicating approval of the research.
We reserve the right to reject work that we believe has not been conducted to a
high ethical standard, even when formal approval has been obtained.

Subjects must have been properly instructed and have indicated that they consent
to participate by signing the appropriate informed consent paperwork. Authors may
be asked to submit a blank, sample copy of a subject consent form. If consent was
verbal instead of written, or if consent could not be obtained, the authors must
explain the reason in the manuscript, and the use of verbal consent or the lack of
consent must have been approved by the IRB or ethics committee.

All efforts should be made to protect patient privacy and anonymity. ldentifying
information, including photos, should not be included in the manuscript unless the
information is crucial and the individual has provided written consent by
completing the Consent Form for Publication in a PLOS Journal (PDF). More
information about patient privacy, anonymity, and informed consent can be found
in the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) Privacy and
Confidentiality guidelines.

Manuscripts should conform to the following reporting guidelines:

Studies of diagnostic accuracy: STARD

Observational studies: STROBE

Microarray experiments: MIAME

Other types of health-related research: Consult the EQUATOR web site for
appropriate reporting guidelines

Methods sections of papers on research using human subjects or samples must
include ethics statements that specify:

The name of the approving institutional review board or equivalent committee(s). If
approval was not obtained, the authors must provide a detailed statement
explaining why it was not needed

Whether informed consent was written or oral. If informed consent was oral, it
must be stated in the manuscript:

Why written consent could not be obtained

That the Institutional Review Board (IRB) approved use of oral consent

How oral consent was documented

For studies involving humans categorized by race/ethnicity, age,
disease/disabilities, religion, sex/gender, sexual orientation, or other socially
constructed groupings, authors should:

Explicitly describe their methods of categorizing human populations

Define categories in as much detail as the study protocol allows

Justify their choices of definitions and categories, including for example whether
any rules of human categorization were required by their funding agency

Explain whether (and if so, how) they controlled for confounding variables such as
socioeconomic status, nutrition, environmental exposures, or similar factors in their
analysis
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In addition, outmoded terms and potentially stigmatizing labels should be changed
to more current, acceptable terminology. Examples: “Caucasian” should be
changed to “white” or “of [Western] European descent” (as appropriate); “cancer
victims” should be changed to “patients with cancer.”

For papers that include identifying, or potentially identifying, information, authors
must download the Consent Form for Publication in a PLOS Journal (PDF), which
the individual, parent, or guardian must sign once they have read the paper and
been informed about the terms of PLOS open-access license. The signed consent
form should not be submitted with the manuscript, but authors should securely file
it in the individual's case notes and the methods section of the manuscript should
explicitly state that consent authorization for publication is on file, using wording
like:

The individual in this manuscript has given written informed consent (as outlined in
PLOS consent form) to publish these case details.

For more information about PLOS ONE policies regarding human subjects
research, see the Publication Criteria and Editorial Policies.



