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RESUMO

A infeccdo pelo papilomavirus humano (HPV) é uma das infecgbes
sexualmente transmissiveis mais comuns em todo o mundo. O HPV é
classificado de acordo com seu potencial oncogénico, podendo ser de alto ou
baixo risco. Apesar da maioria das doengas ndo malignas associadas ao HPV
serem atribuidas aos tipos 6 e 11, estes também estdo associados a lesdes
epiteliais que podem ter patologia mais agressiva, como € o0 caso da
papilomatose respiratéria recorrente (PRR). A PRR ocorre tanto em criangas
como em adultos, apresentando muitas vezes um curso clinico agressivo
podendo ser fatal devido a sua alta reincidéncia e a tendéncia a se espalhar
pelo trato respiratorio. Este estudo foi do tipo transversal, prospectivo, com 11
pacientes, utilizando amostras frescas de lesdes papilomatosas de laringe.
Com base nisso, caracteristicas sociodemograficas e clinicas, e a infecgao por
HPV foram avaliadas em pacientes com RPR atendidos em um hospital de
referéncia em Sao Luis, Maranhdo. Os dados sociodemograficos e clinicos
foram coletados a partir de um questionario aplicado, e diretamente dos
prontuarios e laudos histopatoldgicos dos pacientes. Para analise de infec¢ao
pelo HPV, o DNA foi extraido das amostras de papilomas coletadas durante a
cirurgia e submetido a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). As amostras
positivas foram submetidas a técnica de sequenciamento automatizado para
genotipagem viral. A maioria dos pacientes era do sexo feminino (54,55%),
parda (90,91%), normal (81,82%), do grupo PRR juvenil (63,63%). 90,91%
apresentaram disfonia, 63,64% dispneia e 27,27% disfagia. 63,64%
apresentaram recidiva da doenca. A presenga de HPV foi detectada em 100%
dos casos, sendo o tipo 6 mais prevalente que o tipo 18. Concluiu-se que os
pacientes com RPR eram compostos por criangas de cor parda, feminina,
capital do estado, nascidas do parto normal, corroborando com a ideia de
transmissao vertical. A prevaléncia de HPV 6 (baixo risco oncogénico) foi
observada em 90,91% das amostras. O HPV-18, considerado de alto risco
oncogénico e associado ao desenvolvimento de cancer, esteve presente em
apenas um paciente (9,09%).

Palavras-chave: Papilomavirus humano; Papilomatose de Laringe;

Papilomatose Respiratéria Recorrente.



ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) infection is one of the most common sexually
transmitted infections worldwide. HPV is classified according to its oncogenic
potential, being high or low risk. Although most non-malignant diseases
associated with HPV are attributed to types 6 and 11, they are also associated
with epithelial lesions that may have more aggressive pathology, such as
recurrent respiratory papillomatosis (PRR). PRR occurs in both children and
adults, often presenting an aggressive clinical course and can be fatal due to its
high recurrence and the tendency to spread through the respiratory tract. This
cross-sectional, prospective study was carried out with 11 patients using fresh
samples of laryngeal papillomatous lesions. Based on this, sociodemographic
and clinical characteristics and HPV infection were evaluated in RPR patients
attended at a referral hospital in Sdo Luis, Maranh&o. Socio-demographic and
clinical data were collected from an applied questionnaire, and directly from the
patient's medical records and histopathological reports. For analysis of HPV
infection, DNA was extracted from papillomavirus samples collected during
surgery and submitted to polymerase chain reaction (PCR). Positive samples
were submitted to the automated sequencing technique for viral genotyping.
The maijority of the patients were female (54.55%), brown (90.91%), normal
(81.82%), and juvenile PRR group (63.63%). 90.91% presented dysphonia,
63.64% dyspnea and 27.27% dysphagia. 63,64% presented recurrence of the
disease. The presence of HPV was detected in 100% of the cases, being type 6
more prevalent than type 18. It was concluded that the RPR patients were
composed of children of brown color, female, capital of the state, born of normal
birth, corroborating the idea of vertical transmission. The prevalence of HPV 6
(low oncogenic risk) was observed in 90.91% of the samples. HPV-18,
considered a high oncogenic risk and associated with the development of
cancer, was present in only one patient (9.09%).

Keywords:  Humanpapillomavirus;  Laryngealpapillomatosis;  Recurrent

Respiratory Papillomatosis.
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1. INTRODUGAO

O Papilomavirus Humano (HPV) é um virus nao envelopado, com
um capsideo de 55nm de didmetro, uma dupla-fita de DNA circular e
aproximadamente oito mil pares de base (pb) (AFONSO et al., 2016). A
infeccdo pelo HPV é uma das infecgdes sexualmente transmissiveis (ISTs)
mais comuns em todo o mundo (ALBERO et al., 2013).

Atualmente existem mais de cem tipos de HPV identificados, sendo
mais de trinta deles transmitidos pelo contato sexual. Segundo a International
Agency for Research on Cancer (IARC), o HPV é classificado de acordo com
seu potencial oncogénico, podendo ser de alto ou baixo risco. A infec¢ao por
tipos de baixo risco pode causar verrugas nas maos e pés, além de condilomas
nas regides genitais (WEI et al., 2016).

Por outro lado, os tipos virais de alto risco podem causar lesdes
intraepiteliais de alto e baixo grau e possuem a capacidade de causar
carcinomas invasivos (GANGULY; PARIHAR, 2009; ZHOU et al., 2017). Os
tipos 16, 18, 33, 39, 45, 52 e 56 sao classificados como de alto risco e estéo
associados ao desenvolvimento de cancer ou lesdes pré-cancerosas, sendo 0s
tipos 16 e 18 responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer
cervical (ZACAPALA-GOMEZ et al., 2016). Os subtipos considerados de baixo
risco oncogénico, principalmente o HPV-6 e HPV-11, sdo responsaveis por até
90% dos casos de verrugas genitais em ambos os sexos (WEI et al., 2016).

O virus HPV infecta as células proliferativas da camada basal do
epitélio escamoso através de micro lesées (BIRYUKOV; MEYERS, 2015;
SCHIFFMAN et al., 2016). Uma vez dentro da célula, o DNA do virus € liberado
do capsideo e transportado para o nucleo onde o DNA do HPV vai se replicar e
se manter na forma epissomal (cerca de cem copias por célula) (FELLER et al.,
2009).

O HPV possui tropismo por células epiteliais, infectando
principalmente pele e mucosas (HONG; LAIMINS, 2017). Estas infec¢des
geralmente sdo eliminadas pelo préprio sistema imunoldgico do hospedeiro,
nao evoluindo para manifestagdes clinicas em até 70% dos casos (ZUR-
HAUSEN, 2009; AKOGBE et al., 2012; .ZACAPALA-GOMEZ et al., 2016).
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Varias lesdes papilomatosas de cabeca e pescoco tém sido
atribuidas ao HPV, mas seu papel no desenvolvimento da lesdo e a sua
correlagdo com o prognostico ainda nao estado claros (NGUYEN et al., 2014;
NIYIBIZI et al., 2014).

Apesar de a maioria das doengas nao malignas associadas ao HPV
serem atribuidas aos tipos 6 e 11 do virus, estes também estdo associados a
lesdes epiteliais que podem ter comportamento mais agressivo, como € o caso
da papilomatose laringea também denominada papilomatose respiratéria
recorrente (PRR) (NGUYEN et al., 2014; NIYIBIZI et al., 2014; OMLAND et al.,
2014).

A PRR é uma doenga crénica de etiologia viral que ocorre tanto em
criangas como em adultos. E causada pelos tipos 6 e 11 de HPV em 90% dos
casos. Apesar de benigna, tende a ter um curso clinico agressivo em criangas
e pode ser fatal devido a sua alta reincidéncia e a tendéncia a se espalhar pelo
trato respiratério. O principal sitio de desenvolvimento dos papilomas é a
laringe, mas pode ocorrer também na cavidade nasal, traqueia e brénquios
(DERKAY; WIATRAK, 2008; VENKATESAN; PINE; UNDERBRINK, 2012;
WANG et al., 2015).

A PRR é uma doenca relativamente rara, com incidéncia no Canada
de 0,24 a cada 100.000 habitantes e nos Estados Unidos de 0,36 a 1,11 a cada
100.000 habitantes (HAWKES et al., 2008; LARSON; DERKAY, 2010). A
forma de transmissao ainda é pouco discutida, uma vez que o HPV & um virus
transmitido através do contato sexual, acredita-se que a transmissao ocorra da
mae para o bebé durante a passagem pelo canal vaginal (VENKATESAN et al.,
2012).

Existem poucos estudos no Brasil sobre a etiologia da PRR e
descrigdo clinica e sociodemografica dos pacientes portadores desta
enfermidade. Em pesquisas nas principais bases de dados (PubMed, SciELO e
LILACS) foi verificado que no Maranhao ainda ndo ha estudos sobre o assunto.
Desta forma, este estudo ira contribuir para o melhor conhecimento do perfil
clinico da doenca, especificamente na populacdo maranhense.

A PRR, por ser uma patologia rara, muitas vezes nao é levada em

conta pelos médicos nos diagndsticos diferenciais de estridor da crianca, sendo
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confundida muitas vezes com asma, alergias, laringite, bronquite e nédulos ou
cistos nas cordas vocais.

O diagnostico precoce € importante de modo a prevenir o
crescimento de papilomas e a consequente obstrugcéo grave das vias aéreas.
Desta forma, os resultados deste estudo podem servir de alerta para os
profissionais da saude sobre a importancia da PRR nos diagnosticos. Além
disso, o conhecimento dos tipos virais envolvidos no desenvolvimento da PRR
€ importante para se definirem medidas profilaticas e terapéuticas na
populagao.

Portanto, objetivou-se avaliar as caracteristicas sociodemograficos,
clinicas e a infeccdo pelo HPV em pacientes com papilomatose respiratoria,

tratados em hospital de referéncia de Sao Luis, Maranhao.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Biologia do virus e ciclo de vida

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus ndo envelopado, com
um capsideo de 55 nm de didametro contendo uma dupla-fita de DNA com
aproximadamente oito mil pares de base (EFTEKHAAR et al., 2017). O
genoma & composto por £ 8000 pb (ou 8kpb) e é dividido em trés regides: uma
nao-codificante denominada LCR (long control region), que controla a
transcrigéo viral e a replicagdo do DNA, uma codificante denominada E (early),
que codifica 6 diferentes genes: E1, E2, E4, E5, E6 e E7e outra também
codificante denominada L (/ate), que codifica dois genes: L1 e L2. (Figura 1)
(GANGULY; PARIHAR, 2009).

L2

L

e

Figura 1. Representagdo esquematica do genoma do HPV.

(MUNOZ et al, 2006).

Existem atualmente mais de cem tipos de HPV descritos e que
infectam o epitélio cutdneo ou de mucosas (HEBNER; LAIMINS, 2006;
GANGULY; PARIHAR, 2009). Sua transmissao €, principalmente, por via
sexual, podendo ocorrer também através de autoinoculagao, ja que as maos
sao consideradas reservatérios da infeccdo tanto em homens como em
mulheres (HERNANDEZ et al., 2008). Estudos sugerem que o HPV também
pode ser transmitido da mae para o bebé durante o parto (RINTALA et al.,
2005; IVANCIC et al., 2018).
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O ciclo de vida do HPV esta intimamente relacionado ao processo
de diferenciagao e renovagao do epitélio. O epitélio escamoso normal cresce
como camadas estratificadas em que apenas as células da camada basal sao
capazes de proliferar, enquanto as células dos estratos superiores tornam-se
diferenciadas e nao proliferativas. Durante a renovagao do epitélio, a célula
basal se divide e uma das células-filha migra para as camadas superiores do
tecido, iniciando sua diferenciagdo e interrompendo o seu ciclo proliferativo,
enquanto a outra célula-flha permanece na camada basal com fendtipo
proliferativo, perpetuando a linhagem. Células infectadas pelo HPV perdem a
capacidade de controlar o ciclo celular mesmo quando diferenciadas
(WOODMAN et al., 2012) (Figura 2).

Cervice normal Lesdo intraepitelial escamosa  Cancerinvasivo
Baixo grau Alto grau

Grau1 + Grau?2 Grau 3

Particulas virais

Epitélio escamoso
Zona superficial

Zona intermediaria

Camada basal
Derme

Figura 2. Progressao tumoral mediada pelo HPV.

(WOODMAN et al., 2012)

A entrada do HPV na célula ocorre através de microfissuras na
camada basal do epitélio. Por meio de um processo ainda ndo conhecido, o
HPV penetra na célula, migra para o nucleo e permanece na forma epissomal,
ou seja, circular no nucleo da célula do hospedeiro. Apds seu estabelecimento,
o HPV inicia sua replicacdo extra cromossdémica na célula hospedeira
chegando ao numero de 50/100 epissomos por célula (HEBNER; LAIMINS,
2006; GANGULY; PARIHAR, 2009).
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A medida que a célula basal se divide, os epissomos do HPV
também sao replicados e se distribuem entre as células-filhas. Nas camadas
mais superficiais do epitélio, o DNA viral é envolvido pelo capsideo recém-
sintetizado e os virions formados séo liberados junto com a descamacéao

normal do epitélio.

2.2. A infeccao pelo HPV

A infecgao pelo HPV pode causar diferentes patologias na epiderme
e nos tratos genital, gastrointestinal e respiratério de humanos (EFTEKHAAR et
al.,, 2017). No trato genital, é considerada uma das infecgbes sexualmente
transmissiveis (ISTs) mais comuns em todo o0 mundo, uma vez que dois tergos
dos adultos jovens adquirem HPV nos dois primeiros anos de atividade sexual
(HEBNER; LAIMONIS, 2006). Estima-se que até 70% da populagédo contrai o
HPV em algum momento de sua vida (KAHN; LAN; KAHN, 2007).

Dentre os fatores de risco para infec¢ao pelo HPV podemos citar: (1)
imunossupressao (transplantados e pacientes HIV positivos); (2) homens ou
mulheres com mais de dez parceiros sexuais; (3) nao utilizacdo de
preservativo; (4) ma higiene intima; (5) tabagismo; (6) terapia com radiagao; (7)
fimose; (8) bebés cujas maes possuem HPV de alto risco (RINTALA et al.,
2005; CROSIGNANI et al., 2013).

A maioria dos virus é de baixo risco e causam apenas verrugas
benignas que nao evoluem malignamente, mesmo se nao tratadas. O HPV-1,
HPV-2, HPV-4 e HPV-26 s&o alguns dos responsaveis pelas verrugas cutaneas
comuns. HPV-6 e o HPV-11 sdo geralmente o0s responsaveis pelo
aparecimento das verrugas genitais também denominados condiloma
accuminata (CROSIGNANI et al., 2013).

Os virus HPV de alto risco sdo os responsaveis pelo aparecimento
de lesdes intraepiteliais que podem progredir para carcinomas escamosos
invasivos. Dentre os tumores cuja presenca de HPV ja foi detectada, o cancer
de colo de utero é o que apresenta maior associagao com a infecgao por este
virus. Cerca de 99% dos tumores cervicais estdo associados a infeccao pelos
virus HPV de alto risco, sendo o tipo 16 o mais prevalente, seguido pelos tipos
18 e 31 (HEBNER; LAIMINS, 2006; GANGULY; PARIHAR, 2009). Os
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carcinomas epidermdides penianos e anais também tém como principal agente
etiolégico o HPV (ABBASAKOOR; BOULOS, 2005; KIDD et al., 2017).

2.3. O papel do HPV na PRR

A PRR é uma doencga crdnica rara cujo agente etiologico é o HPV,
sendo os tipos 6 e 11 presentes em 90% dos casos. O virus provoca o
surgimento de papilomas exofiticos na mucosa epitelial do trato respiratério
(Figura 3).

Figura 3.Exemplo de lesdo papilomatosa na regido laringea (seta).
Acometimento glético (mais comum). Lesdes em toda extens&o de prega vocal
direita e 1/3 anterior de prega vocal esquerda.

Fonte: BENEVITI, J. (2018).

A PRR também é conhecida como papilomatose glotal devido a
predilecdo das lesbes em surgir na glote, que € a estrutura anatdbmica
localizada na porc¢ao final na laringofaringe com a funcao de impedir a entrada
de alimentos facilitando a saida e a entrada de ar para os brénquios e pulmdes.
Entretanto, os papilomas podem surgir em qualquer regido ao longo do trato
respiratoério, como traqueia, brénquios, pulmdes, orofaringe e cavidade nasal
(REEVES et al., 2003; GELINAS et al., 2008; MAMMAS et al., 2009).

Baseado na idade do paciente, a PRR pode ser classificada em
PRR-juvenil, quando atinge individuos com doze ou abaixo dos doze anos de
idade; e PRR-adulta, acometendo individuos acima dos 12 anos (FARHADI et
al., 2016; IVANCIV et al., 2018). A forma de transmissdo ainda €& pouco
discutida, porém, a transmissédo vertical € o meio mais provavel e aceito (LEE
etal., 2013; MESZNER et al., 2015; FARHADI et al., 2016).
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Estudos observaram que cerca de 80% dos neonatos nascido de
mulheres com HPV genital possuem o DNA do HPV no aspirado de
nasofaringe e cavidade oral (SILVERBERG et al., 2003; ROMBALDI et al.,
2009; LEE et al., 2013). Apesar disso, o desenvolvimento da doencga clinica é
incomum e parece estar relacionada a uma resposta imune disfuncional
observada em alguns pacientes e que ainda ndo esta bem elucidada
(BONAGURA et al., 2010; DEVOTI et al., 2014).

A PRR-juvenil possui um curso clinico mais agressivo do que a
PRR-adulta (IVANCIC et al., 2018). A transmissdo da PRR-adulta ainda nao
esta clara. Estudos levam a crer que a transmissao poder ser via sexual ou por
reativacdo de uma infec¢do latente adquirida na infancia, porém nada esta
confirmado (OMLAND et al., 2014; RUIZ et al., 2014).

Os sintomas classicos da PRR sao disfonia e dispneia. O
diagnostico precoce é importante, ja que as massas verrucosas crescem e,
progressivamente, levam a afonia e a obstrugdo das vias aéreas superiores
(EFTEKHAAR et al., 2016). Em pacientes onde a doenga € mais agressiva, a
traqueostomia torna-se necessaria (IVANCIC et al., 2018). Além disso, estudos
relatam uma malignizacdo destas lesbes em alguns casos (NEBESIO et al.,
2001; DERKAY; WIATRAK, 2008; TIPLE et al., 2015).

Nao existe cura para a PRR. O tratamento é voltado a manutencgao
da voz do paciente e desobstrugdo das vias aéreas superiores. Para isso, o
manejo tradicional da PRR é a excisdo das les6es, em centro cirurgico, com
instrumentos a frio, laser de CO, ou microdebridacdo (IVANCIC et al., 2018).
Geralmente, especialmente na PRR-juvenil, sdo necessarias multiplas cirurgias
para melhorar a qualidade de vida do paciente (DERKAY; WIATRAK, 2008;
SHETTY et al., 2013).

Tratamentos adjuvantes sado utilizados em alguns casos em que
somente a cirurgia ndo controla a reincidéncia da doenca (SCHRAFF et al.,
2004). Terapias adjuvantes incluem imunomoduladores (interferons), antivirais
(cidofovir), anti-angiogénicos (bevacizumab), anti-inflamatérios (celecoxib) e,
mais recentemente, a vacina contra o HPV (IVANCIC et al., 2018).

A vacina contra o HPV, especificamente o Gardasil®, € utilizada no
Brasil para a prevencédo do HPV, por meio da imunizagdo de meninas de nove
a catorze anos, € meninos de onze a catorze anos (BRASIL, 2017).
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Estudos vém relatando que o tratamento com a vacina de criangas
com PRR severa diminui o tempo de reincidéncia da doenca (FORSTER et al.,
2008; HOCEVAR-BOLTEZAR et al., 2014; YOUNG et al., 2015). Entretanto,
apesar desses resultados promissores, estudos multicéntricos randomizados
controlados sdo necessarios para avaliar a real eficacia da vacinagao contra o

HPV como vacina terapéutica na populagdo com PRR (IVANCIC et al., 2018).

24, Epidemiologia da PRR

Como a PRR é uma doenga rara, poucos estudos avaliam sua
prevaléncia e esses estudos estdo concentrados em paises desenvolvidos,
como Estados Unidos, Canada e Dinamarca (LINDEBERG; ELBROND, 1990;
DERKAY, 1995; ARMSTRONG et al., 2000; REEVES et al., 2003; CAMPISI et
al., 2010).

A PRR é uma doenca relativamente rara, com incidéncia de 0,24 a
cada 100.000 habitantes no Canada, e 0,36 a 1,11 a cada 100.000 nos
Estados Unidos (CAMPISI et al., 2010; LARSON; DERKAY., 2010). Derkay e
Wiatrak (2008) estimaram uma taxa de incidéncia de 4.3 para cada 100.000 da
PRR-juvenil e 1.8 a cada 100.000 para a PRR-adulta.

A prevaléncia da PRR é bastante variavel e depende de varios
fatores, como localizagdo geografica, inicio da patologia e condigéo
socioecondmica. Nao existe ainda um estudo que avalie a incidéncia da PRR
no Brasil. O que existem sao alguns trabalhos com coortes com pequena
amostra de pacientes portadores de papilomatose (XIMENES et al., 2003;
MATOS et al., 2013; SILVA et al., 2014).

O Maranhdo, assim como outros estados da regido Norte e
Nordeste, apresenta condi¢gdes socioecondmicas, educacionais e de saude
inferiores a outros estados do Brasil, principalmente aqueles localizados nas
regides Sul e Sudeste.

Segundo o IBGE (2010), o Maranhdo é o segundo estado com
menor IDH (indice de Desenvolvimento Humano) no Brasil. Devido a estas
caracteristicas, o estado esta sujeito a maiores indices de doengas que se dao
por meio de ma condi¢gao sanitaria, higiene ou falta de informagéo, como é o

caso das lesdes causadas pelo HPV.
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3.0BJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar as caracteristicas sociodemograficos, clinicas e a infecgéo
pelo HPV em pacientes com papilomatose respiratoria, tratados em hospital de

referéncia de Sao Luis, Maranhao.

3.2 Objetivos Especificos
o Descrever os dados sociodemograficos da populagao estudada;
o Avaliar os dados histopatolégicos das amostras;
o Avaliar a prevaléncia da infeccdo pelo HPV nas lesbes

papilomatosas;
o Analisar os tipos mais prevalentes de HPV nas lesbes
papilomatosas;
o Comparar as duas formas de apresentacao, juvenil e adulta, em

relagao as variaveis clinicas avaliadas.
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1. Populagao do estudo e participantes da pesquisa

A populagédo do estudo constituiu-se de individuos atendidos no
Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo (HUUFMA), no
periodo de julho de 2013 a junho de 2019, diagnosticados com papilomatose
laringea, totalizando 12 pacientes, entretanto, um paciente foi excluido do
estudo ja que, posteriormente, o laudo histopatoldgico classificou a lesdo como
um polipo vocal ao invés de papiloma. Portanto, a amostra final foi composta
por 11 pacientes diagnosticados com papilomatose laringea. As amostras
foram coletadas por conveniéncia, de acordo com o numero de pacientes que
deram entrada no referido hospital.

Como critérios de inclusao, os participantes da pesquisa foram
individuos de todas as idades com diagnéstico final de papilomatose laringea,
de ambos os sexos, submetidos a cirurgia para retirada dos papilomas.

Como critério de exclusdo, pacientes diagnosticados com outras
patologias laringeas como nddulos nas cordas vocais.

Aos participantes e responsaveis pelos menores foi explicada toda a
pesquisa e entregue o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndices A e B). As criancas letradas, geralmente aquelas acima de sete
anos, foi aplicado, apos aceite dos responsaveis, o termo de assentimento
(Apéndice C).

4.2. Coleta de dados

Os participantes com PRR tratados no Hospital Universitario da
Universidade Federal do Maranhao foram identificados e seus dados clinicos e
sociodemograficos foram coletados por meio de revisdo dos prontuarios
médicos e por um questionario sociodemografico aplicado pelo
aluno/pesquisador (Apéndice D).

As caracteristicas histopatoldgicas das lesbes foram obtidas dos
laudos histopatologicos.
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4.3. Coleta das amostras

As amostras foram coletadas durante a cirurgia e acondicionadas
em RNA Later (Life Technologies) a 4°C e, no dia seguinte, armazenadas em

freezer a -80°C.

4.4. Extracao e quantificagcao do DNA

A extracdo do DNA genbmico total das amostras congeladas foi
realizada como descrito pelo manual de uso do kitDNeasy Blood and Tissue
(QIAGEN Ltd,UK). Resumidamente, o fragmento da lesdo foi seccionado e
depositado em tubos de 2 mL, onde foram ressuspendidos em 180uL de
tampao ATL e 20uL de Proteinase K. A digestao ocorreu a 56°C em termomixer
por 24 horas. Posteriormente, foi adicionado 200uL de Tampao AL e os tubos
foram incubados a 56°C por dez minutos em termomixer. Em seguida, foi
adicionado 200uL de Etanol (96-100%) a amostra, e a mistura foi transferida
para um tubo contendo uma coluna de silica. O tubo foi centrifugado e a
coluna lavada com diferentes tampdes. Ao final, foi adicionado no centro da
coluna 100uL de Tampado AE e, em seguida, centrifugada a 14.000 rpm,
durante quatro minutos para a obtencdo do DNA. As amostras foram
identificadas e armazenadas a -20°C para posterior utilizacao nas reagdes de
PCR.

A pureza e a concentracdo do DNA foram determinadas por meio do
espectrofotbmetroNanovue (GE, USA). Quando as relagdes entre as
densidades opticas, A260/A280, for igual ou maior que 1.7, o material sera

considerado puro.

4.5. Analise molecular da infec¢ao pelo HPV: PCR

Para deteccao do virus nas amostras, foi realizada a técnica de PCR
Nested. Esta técnica consiste em duas reagbes subsequentes de PCR. A
primeira utiliza como molde o DNA gendmico e a segunda reacgao utiliza como
molde o produto da primeira reagdo. Os primers utilizados foram PGMY 09 e
PGMY11, e GP+5 e GP+6 (Tabela 1).
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Tabela 1.Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados no estudo

(COUTLEE et al., 2002).
Primers Sequéncia5 —— 3’

PGMY11| PGMY11-A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B GCG CAG GGC CAT AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMY09 | PGMY09-F CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMY09-G CGA CCT AAAGGAAACTGATC
PGMY09-H CGT CCAAAAGGAAACTGATC

PGMY09-la G CCAAGG GGAAACTGATC
PGMY09-J CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGT CCAAGG GGATACTGATC
PGMY09-L CGA CCT AAAGGG AATTGATC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGAAATTGATC
PGMY09-N CGA CCA AGG GGATATTGATC

PGMY09-Pa G CCC AACGGAAACTGATC
PGMY09-Q CGA CCC AAG GGAAACTGG TC
PGMY09-R CGT CCT AAAGGAAAC TGG TC
HMBO1b GCG ACC CAATGC AAATTG GT

GP+5 TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
GP+6 GAA AAA TAA ACT GTA AAT CATATTC

A primeira reacdo utilizou os primers PGMY09/11. A ciclagem
ocorreu com uma desnaturagao inicial por dois minutos a 95°C, seguido por 40
ciclos de desnaturagao por 40 segundos a 95°C, 40 segundos de anelamento a
55°C, 40 segundos de extensao a 72°C. A reacao resultou em um volume final
de 25 pl contendo 10 pmol de cada primer, 2.5yl de tampao 10X, 0.5ul de
cloreto de magnésio a 50 Mm, 10 Mm dNTP e 0.2 yl de Taq Polimerase
Platinum (Invitrogen) (COUTLEE et al., 2002).
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A segunda reacdo foi realizada somente se a primeira reagéao foi
negativa para infecgdo pelo HPV. Nesta reagao, foram utilizados os primers
GP5+/GP6+, onde a desnaturacao inicial ocorreu por quatro minutos a 95°C
seguida por 45 ciclos de desnaturacao por 45 segundos a 95°C, anelamento a
40°C por 1 minuto e extensao por 1 minuto a 72°C. A reacgéao resultou em um
volume final de 25 pL contendo 10 pmol de cada primer, 2.5uL de tampéao 10X,
1.5ul de cloreto de magnésio a 50 Mm, 10 Mm dNTP e 0.3 pL de Taq
Polimerase Platinum (Invitrogen) (COUTLEE et al., 2002).

4.6. Visualizagao dos produtos amplificados

Os produtos das reagdes foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose 1.5% em tampdo TBE 1X. Uma aliquota de 5uL de DNA foi
homogeneizada em uma solugédo de tampéao de carregamento (Sigmal-Aldrich,
USA) e corante 0.1% de Gel Red, sendo toda a mistura aplicada no gel. A
eletroforese foi realizada por 30 - 50 minutos a 5 V/cm? em cuba horizontal (Life
Technologies, EUA). Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados

em um transiluminador de luz ultravioleta (BIO-RAD Laboratories, EUA).

4.7. Purificagao do produto de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o kit Genelute PCR
Clean up, de acordo com o protocolo do fabricante (Sigma-Aldrich, USA). Em
cada microtubo foi adicionado 500 uL de tampé&o de captura a 100 pL de
produto de PCR. Esta solugao foi transferida a uma coluna Microspin com tubo
coletor e depois de uma série de lavagens com tampdes, foram adicionados ao
centro da coluna 25 uL de tampao de eluigdo. O material foi centrifugado e

armazenado a -20 °C para posterior sequenciamento.

4.8. Sequenciamento automatico

As reagdes de sequenciamento foram realizadas no Laboratério de
Biologia Molecular da Universidade Estadual do Maranh&o localizado no Centro
de Estudos Superiores de Caxias-CESC-UEMA, sob a supervisdao do Doutor

Elmary da Costa Fraga. O sequenciamento foi realizado com o KitET
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DyeTerminatorCycleSequencing kit (GE Healthcare, UK), de acordo com o
protocolo do fabricante. Foram utilizados, em cada reagdo, 2 uL do produto de
PCR purificado, 40 ng dos oligonucleotideos especificos para cada exons
(senso ou antisenso) e 2 uL do kit. O sequenciador que foi utilizado é o
MegaBACE 1000 (GE Healthcare, UK).

4.9. Analise estatistica

As frequéncias das variaveis categoricas foram calculadas no
programa Epi Info 7® (CDC). Nas comparagdes entre as duas formas de
apresentacao clinica da papilomatose laringea, foi realizado uma comparagao
por meio do teste exato de Fisher, sendo os resultados considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05. Toda a analise estatistica foi

realizada também no programa Epi Info 7® (CDC).

4.10. Aspectos éticos

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Maranhdo e aprovado sob parecer n° 1.377.876
(Anexo A).

4.11. Financiamento

Todo o material foi adquirido através do financiamento da FAPEMA
(Universal-00460/15).
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5.RESULTADOS

Fez-se a analise dos dados e das amostras de doze pacientes
atendidos no Hospital Universitario Presidente Dutra, no periodo de julho de
2013 a junho de 2019. Entretanto, um paciente foi excluido do estudo, pois o
laudo histopatoldgico classificou a lesdo como um pélipo de cordas vocais, ao
invés de papiloma, posteriormente. Portanto, a amostra final foi composta por
onze pacientes diagnosticados com Papilomatose Respiratdria Recorrente.

A tabela 2 refere-se as variaveis sociodemograficas e clinicas, onde
a maioria dos pacientes eram do sexo feminino (54,55%), de cor declarada
parda (90,91%), residentes na capital do estado (54,55%). O parto vaginal foi o
mais frequente entre os pacientes analisados (81,82%). Dentre as
manifestacdes clinicas mais comuns no quadro de PRR, observou-se que
quase todos os participantes apresentaram disfonia (90,91%), mais da metade
apresentou dispneia (63,64%), sendo que somente dois pacientes
necessitaram de traqueostomia devido ao agravamento do quadro de dispneia
(18,18%), e somente trés pacientes relataram sofrer de disfagia (27,27%). A
PRR juvenil foi mais frequente em nosso estudo, com 63,63%. Mais da metade
dos pacientes (63,64%) apresentaram recorréncia dos papilomas, sendo

submetidos a multiplas intervengdes cirurgicas.

31



Tabela 2. Descricdo sociodemografica e clinica de 11 pacientes atendidos no
HUUFMA com diagnostico de PRR, Sao Luis, Maranhao.

N (11) %
Idade média (DP)
12,63 (11,54)
Sexo
F 06 54 .55
M 05 45.45
PRR
Juvenil (£ 12 anos) 07 63.63
Adulta (> 12 anos) 04 36.36
Cor declarada
Branco 01 9,09
Pardo 10 90,91
Procedéncia
Capital 06 54.55
Interior 05 45 .45
Tipo de parto
Vaginal 09 81.82
Cesaria 01 9.09
N&o informado 01 9.09
N° de recorréncias
Nenhuma 04 36.36
=2 07 63.64
Dispneia
Sim 07 63.64
Nao 04 36.36
Disfagia
Sim 03 27.27
Nao 08 72.73
Disfonia
Sim 10 90.91
Nao 01 9.09
Traqueostomia
Sim 02 18.18
Nao 09 81.82
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Todos os onze pacientes estudados foram submetidos a ressecgao
cirurgica dos papilomas, através da técnica de laringoscopia direta com
utilizacao de pingas frias (microcirurgia de laringe convencional). Com relagéo a
presenca do virus HPV, todas as amostras (100%) estavam infectadas. Entre
os tipos virais identificados, 90,91% dos pacientes apresentaram o HPV de
baixo risco tipo 6, enquanto somente em um paciente foi identificado o HPV-18,

conhecido como de elevado risco oncogénico (Tabela 3).

Tabela 3.Presengca do HPV em lesbes papilomatosas de laringe de 11
pacientes atendidos no HUUFMA com diagndstico de PRR, Sao Luis,
Maranh&o.

N (11) %
Sim 11 100
HPV-6 10 90,91
HPV-18 01 09,09

Quando comparadas as duas formas de papilomatose (juvenil e
adulta) com parédmetros relacionados a agressividade da doenga, né&o
encontramos associagao com nenhuma das variaveis (Tabela 4).

Entre os onze pacientes estudados, cinco eram do sexo masculino,
sendo dois do grupo juvenil e trés do grupo adulto. Seis eram do sexo feminino,
sendo cinco do grupo juvenil e uma do grupo adulto. Comparando os dois
grupos, nao foi encontrada diferenga estatistica significante em relagao ao sexo
dos pacientes (p=0,24). Todos os pacientes com PRR-juvenil haviam nascido
de parto normal, enquanto o Unico paciente nascido por meio de cesarea foi no
grupo PRR-adulta (p=0.3).

As recorréncias das lesées foram mais frequentes no grupo PRR-
juvenil, porém sem diferenga significativa (p=0,36). A disfonia e a dispneia
também foram mais frequentes no grupo PRR-juvenil, mas sem significancia
estatistica quando comparado ao grupo PRR-adulto (p=0,36 e p=0,08,
respectivamente). O sintoma de disfagia ocorreu somente em pacientes do
grupo PRR-juvenil. Todos os pacientes com PRR-juvenil apresentaram HPV de

baixo risco oncogénico. O unico paciente portador do HPV de alto risco era do
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grupo PRR-adulta. Os dois pacientes que necessitaram do procedimento de

traqueostomia eram do grupo PRR-juvenil.

Tabela 4.Comparacgdes entre as duas formas de apresentacéo clinica da PRR
e as variaveis de agressividade. N=11.

PRR-Juvenil PRR-Adulta P
Sexo 0.24
Masculino 2 (29%) 3 (75%)
Feminino 5 (71%) 1(25%)
Cor 1.00
Pardo 6 (86%) 4 (100%)
Brancos 1(14%) 0
Parto 0.3
Natural 7 2
Cesarea 0 1
N&o informado - -
Recorréncia 0.36
Sim 6 (86%) 2 (50%)
Nao 1 (14%) 2 (50%)
Dispneia 0.08
Sim 6 (86%) 1 (25%)
Nao 1 (14%) 3 (75%)
Disfagia 0.23
Sim 3 (43%) 0
Nao 4 (57%) 4 (100%)
Disfonia 0.36
Sim 7 (100%) 3 (75%)
Nao 0 1(25%)
Tipo de HPV
Baixo risco 7 (100%) 3 (75%)
Alto risco 0 1(25%)
Traqueostomia 0.49
Sim 2 (29%) 0
Nao 5 (71%) 4 (100%)
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6. DISCUSSAO

Nao ha uma unanimidade entre os estudos sobre a prevaléncia da
PRR entre os sexos. Alguns autores reportam uma maior ocorréncia no sexo
masculino, enquanto outros relatam uma taxa de prevaléncia igual da PRR em
ambos os sexos (OMLAND, 2014; FORTES, 2017; FIGUEIREDO, 2018;
JAMES, 2018). Em nosso estudo, ndo observamos diferenga estatistica
significante entre os grupos de PRR juvenil e adulto no que diz respeito ao
sexo dos individuos (P=0.24).

A PRR juvenil foi mais frequente em nosso estudo, com 63,63% dos
pacientes com 12 anos de idade ou menores, além disso, todos os individuos
do grupo PRR juvenil nasceram de parto normal. Alguns estudos apontam que
a doenga € mais comum em criangas, e acredita-se que o virus seja transmitido
pelo contato com secregdes infectadas durante a passagem pelo canal vaginal,
durante o parto. Em adultos, a infeccao pelo HPV pode ocorrer apds o sexo oral
(MARCHIORI, 2008; KATSENOS, 2011; FUSCONI, 2014; CARIFI, 2015;
FORTES, 2017).

Estudos prévios mostraram que a PRR na maioria dos casos esta
afetando uma populacéo pediatrica e a maior prevaléncia é entre menores de 5
anos (CARIFI, 2015; JAMES, 2018). Em nosso estudo, 45.45% dos pacientes
tinham até 5 anos de idade no momento do diagndstico. A imaturidade do
sistema imune e o tipo de HPV podem estar relacionados a maior gravidade da
PRR em criangas (XIMENES, 2003; BUCHINSKY, 2008; FIGUEIREDO, 2018).

A disfonia € o sintoma mais comumente observado entre os
pacientes (ADOGA, 2008; SILVA et al.,, 2014), o que corrobora com nosso
estudo, o qual esteve presente em 90,91% dos pacientes avaliados.

A dispneia é o segundo sintoma mais relatado na literatura (SILVA et
al., 2014; WILCOX, 2014), o que pode ser observado em nosso trabalho, onde
mais da metade dos pacientes apresentaram dispneia (63,64%). Levando em
consideragdo somente o grupo de PRR juvenil, 86% dos individuos
apresentaram dispneia. Isso se deve ao fato de que a laringe da crianga,
especialmente na regido subglotica, € menor que a dos adultos, o que facilita a
ocorréncia de obstrugdo nos estagios iniciais da doenga (XIMENES, 2003;
BUCHINSKY, 2008; FIGUEIREDO, 2018).
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A incidéncia de traqueotomia em pacientes com papilomatose
laringea observada na literatura varia de 1,8 a 64%. Em nosso estudo
observamos que somente dois pacientes, equivalente a 18,2% da populacao
estudada, necessitaram do procedimento. Corroborando com outros autores,
onde estudos preliminares demonstram maior necessidade do procedimento
em individuos com menos de 11 anos, os dois individuos do nosso estudo
eram do grupo PRR-juvenil, o que demonstra uma maior agressividade da
doenga neste grupo (FILHO, 2003; NOVAKOVIC, 2016; IVANCIC, 2018;
MAIGA, 2018).

A taxa de recidiva da doenca foi de aproximadamente 64%, sendo
que 86% em individuos pertencentes ao grupo juvenil e 50% apresentaram
PRR adulta (P=0,36). Dados semelhantes foram observados por Ximenes e
colaboradores (2003), onde a taxa de recidiva geral foi de 66%, sendo de
76,2% na forma juvenil e 56,5% na forma adulta (p=0,17); e por Garcia-Romero
e colaboradores (2015), onde a taxa de recidiva de 35 individuos com PRR-
adulta foi de 40%.

O HPV-DNA foi encontrado em 100% das lesbes, 0 que corrobora
com a literatura, onde o HPV é o agente etiologico da PRR, e com outros
trabalhos, que também detectaram a presenca do DNA-HPV em todas as
amostras de papilomas analisados (WIATRAK, 2004; MONTANO-
VELAZQUEZ, 2017; SEEDAT, 2018; MATINHIRA, 2019).

Os HPV de baixo risco do tipo 6 e 11 sdao mais comumente
encontrados nas lesdes papilomatosas de laringe (WILCOX, 2014; GARCIA-
ROMERO, 2015; NOVAKOVIC, 2016; MONTANO-VELAZQUEZ, 2017;
IVANCI, 2018; SEEDAT, 2018; MATINHIRA, 2019). A genotipagem dos tipos
virais na populagdo deste estudo demonstrou que o unico tipo viral de baixo
risco encontrado foi o HPV-6. O HPV-11 ndo foi encontrado nas lesbes
papilomatosas analisadas. Outros estudos também observaram maior
prevaléncia do HPV-6. Matos e colaboradores (2013) observaram em uma
populagao brasileira a presenca do HPV-6 (72%) sobre o HPV-11 (28%) em 25
pacientes com PRR. Eftekhaar e colaboradores (2017) observaram em 12
pacientes iranianos com PRR uma prevaléncia do HPV-6 de 75% sobre o HPV-
11 (16,7%). Em um estudo sueco, com 55 pacientes com PRR, Tjon e

colaboradores (2015) viram que dos 76% dos pacientes estavam infectados
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com HPV-6 e 24% com HPV-11. Garcia-Romero e colaboradores (2015)
demonstraram a presencga do HPV-6 em 80% dos casos e viram que apenas
8% possuiam o HPV-11. Assim como em nosso estudo, um dos pacientes
apresentou um HPV de alto risco, no caso o tipo 18.

Um dos pacientes desse estudo, de 14 anos e do sexo masculino,
apresentou infeccdo pelo HPV de alto risco oncogénico, no caso, o tipo 18.
Baseado na classificacdo de Farhadi e colaboradores (2016) e Ivancic e
colaboradores (2018), a PRR neste caso é classificada como adulta e pode
estar relacionado com uma provavel transmissdo através do sexo oral
(GARCIA-ROMERO, 2015; FORTES, 2017; FIGUEIREDO, 2018). Porém, néo
podemos inferir que este foi o caso.

A incidéncia do HPV em uma populagdo esta diretamente
relacionada a sua condigao socioecondmica (SOUSA et al., 2015), o mesmo se
refere a PRR. Estudos demonstram que a PRR é mais frequente em pacientes
com condi¢cdo socioeconémica menos favorecida, como é o caso de grande
parte da populagdo maranhense (LEUNG, 2007; MARSICO, 2015; CARIFI,
2015; FORTES, 2017).
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7. CONCLUSAO

Com o presente estudo, foi possivel observar que a populagao
avaliada de portadores de papilomatose respiratéria era composta,
principalmente, por criangas de cor declarada parda, do sexo feminino,
residentes na capital do estado. A maioria dos pacientes nasceram de parto
natural, corroborando com a ideia de transmissédo vertical. Observou-se a
prevaléncia do HPV 6 (baixo risco oncogénico) em 90,91% das amostras. O
HPV-18, considerado de alto risco oncogénico e associado ao desenvolvimento
do céncer, esteve presente em apenas um paciente (9,09%). O sintoma mais
relatado foi a disfonia (90,91%), e a maior parcela de pacientes (63,64%)
apresentaram duas ou mais recorréncias, caracterizando uma alta taxa de
reincidéncia da doencga.

Contudo, por ser uma doencga rara, os trabalhos sobre o assunto
possuem um numero amostral reduzido, e estdo limitados a pacientes da
regido Sudeste do pais. Portanto, este estudo é o primeiro trabalho que analisa

uma populacdo com Papilomatose Respiratéria na regido Nordeste brasileira.
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APENDICE A —- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(menores de 18 anos)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(menores de 18 anos)

ESTUDO: Envolvimento do papilomavirus humano na progressdo de

les6espapilomatosas de laringe em pacientes de Sao Luis, Maranhao

Prezado(a) Senhor(a),

Vocé esta sendo convidado a autorizar a participagao de seu filho (a) ou
menor sob sua responsabilidade no presente estudo. O objetivo deste estudo &
determinar através de exames de laboratorio, a presenga e o tipo de virus

presente na lesdo que sera retirada na cirurgia.

N&o sera realizado nenhum procedimento a mais no menor. E solicitada
a vossa senhoria somente uma pequena amostra da lesdo que sera retirada

durante a cirurgia.

Os dados do menor como o nome e idade, serdo consultados nos
registros médicos somente pela equipe de pesquisadores envolvidos nesse
estudo. O nome do menor e seus dados pessoais (endereco, telefone) néo

serao revelados.

Esta pesquisa tem como beneficios conseguir novas informagdes sobre
a papilomatose de laringe no Maranhdo, podendo ajudar no futuro, individuos
com a mesma doenga. Os beneficios, portanto, ndo sdo direcionados ao

menor.

Sua autorizagao devera ser voluntaria. Vocé nao recebera nenhum valor
em dinheiro e também nao tera despesas referentes a participagao do menor.
Vocé podera entrar em contato com a nossa equipe a qualquer momento para

tirar duvidas.

No caso de aceitacdo no estudo, assine ao final deste documento que
esta em duas vias assinada pelo pesquisador responsavel. Uma das vias €&

sua.

Sua colaboracao sera muito importante para nés. Mas, se quiser desistir

a qualquer momento, isto ndo causara nenhum prejuizo, nem a vocé, nem ao
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menor. Vocé tera a garantia de sigilo, direito de retirar o consentimento a
qualquer tempo, sem prejuizo da continuidade na forma de tratamento,

assisténcia, cuidado, ou acompanhamento proporcionado ao menor.

A pesquisa sera encerrada apos a publicagado dos resultados em meios

de divulgacéao da area cientifica.

Eu aceito que o menor sob

minha responsabilidade participe da presente pesquisa. Entendi os riscos e
beneficios da pesquisa e que eu posso a qualquer momento desistir da
participacédo, sem qualquer prejuizo. Os pesquisadores tiraram minhas duvidas.

Recebi uma cépia deste termo de consentimento, li e concordo.
RESPONSAVEL ... e s

Data do aceite / /

Sao Luis, de de 20

Pesquisador responsavel:
lagho José Lima Diniz

Telefone de contato (98) 99238-1340

Pesquisador:
Dra. Flavia Castello Branco Vidal
Telefone de contato (98) 98225-9660

Impressao do dedo polegar
Comité de Etica em Pesquisa — Hospital

Universitario - UFMA

Caso ndo saiba assinar

Rua Baréo de ltapary, 227, 4° andar, Centro. Telefone: 2109-1250
E-mail: cep@huufma.br

Responsavel: Dr. Rita da Graga Carvalhal Frazdo Corréa
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APENDICE B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: Envolvimento do papilomavirus humano na progressao de lesées

papilomatosas de laringe em pacientes de Sao Luis, Maranhao
Prezado(a) Senhor(a),

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo que pretende analisar
através de exames de laboratorio, a presencga e o tipo de virus presente na sua

lesdo.

Para a realizacdo dos exames, ndo sera realizado nenhum procedimento
a mais no senhor (a). Sera solicitada somente, uma pequena amostra da leséo
que sera retirada durante a cirurgia pelo médico. Apds os exames, as amostras

serao desprezadas de forma adequada.

Seu registro no hospital (prontuario) sera consultado pela equipe de
pesquisadores envolvidos nesse estudo. Seu nome e dados pessoais

(endereco, telefone) nado serao revelados.

Os beneficios da sua participacao serao representados pela obtengao de
dados importantes para a epidemiologia da papilomatose de laringe no
Maranhdo. Desta forma os pesquisadores e médicos poderdo melhorar o
conhecimento sobre a doencga e estudar a possibilidade de novas formas de

tratamento. Os beneficios, portanto, ndo sao direcionados a vocé.

Os riscos potenciais de participagdo nesta pesquisa sdo minimos e
representados por algum constrangimento ou intimidagédo que o(a) senhor(a)
possa sentir com o0 pesquisador que vai lhe explicar a pesquisa. A entrevista
sera realizada por profissional treinado, portanto, ndo tema. Além disso, o (a)

senhor(a) esta livre para se recusar a participar da pesquisa.

Sua autorizacido devera ser voluntaria. Vocé nao recebera nenhum valor
em dinheiro e também n&o tera despesas referentes a participagdo. Vocé
podera entrar em contato com a nossa equipe a qualquer momento para tirar

duvidas.
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Caso aceite participar, assine ao final deste documento que esta em

duas vias assinada pelo pesquisador responsavel. Uma das vias é sua!

Sua colaboracdo sera muito importante para nés. Mas, se quiser desistir
a qualquer momento, isto ndo causara nenhum prejuizo. Vocé tera a garantia
de sigilo, direito de retirar o consentimento a qualquer tempo, sem prejuizo da
continuidade na forma de tratamento, assisténcia, cuidado ou

acompanhamento.

A pesquisa sera encerrada apds a publicagao dos resultados em meios

de divulgacéao da area cientifica.

Eu aceito participar da

pesquisa Envolvimento do papiloma virus humano na progressao de lesbes
papilomatosas de laringe em pacientes de S&o Luis, Maranhao. Entendi os
riscos e beneficios da pesquisa q eu posso a qualquer momento desistir da
minha participagdo, sem qualquer prejuizo. Os pesquisadores tiraram minhas
duvidas. Recebi uma copia deste termo de consentimento, li e concordo em
participar da pesquisa.

Participante da PesquiSa: ...........ooi i

Data do aceite / /

Sao Luis, de de 20

Pesquisador responsavel:
lagho José Lima Diniz
Telefone de contato (98) 99238-1340

Pesquisador: Impressdo do dedo polegar

Dra. Flavia Castello Branco Vidal Caso ndo saiba assinar

Telefone de contato (98) 98225-9660

Comité de Etica em Pesquisa — Hospital Universitario - UFMA
Rua Barao de Itapary, 227, 4° andar, Centro. Telefone: 2109-1250
E-mail: cep@huufma.br

Responsavel: Dr. Rita da Graga Carvalhal Frazdo Corréa
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APENDICE C — TERMO DE ASSENTIMENTO

TERMO DE ASSENTIMENTO

ESTUDO: Envolvimento do papilomavirus humano na progressdao de lesoes

papilomatosas de laringe em pacientes de Sao Luis, Maranhao
Ola,

Vocé esta sendo convidado para participar na nossa pesquisa. Seus pais

permitiram que vocé participe.

A pesquisa que nos vamos fazer tem como objetivo descobrir o tipo de
virus que esta no machucado que sera retirado na cirurgia. Iremos trabalhar
somente com o que sera retirado pelo médico. Nada a mais sera realizado em

VOCé.

Outras criangas e adultos vao participar dessa pesquisa. Vocé nao
precisa participar se nao quiser, € um direito seu, ndo tera nenhum problema se

desistir.

A pesquisa sera feita no Banco de Tumores e DNA do Maranhé&o,

préximo ao Hospital onde sera realizada sua cirurgia.

As coisas boas que podem acontecer com sua participagado na pesquisa
sera o melhor conhecimento dos pesquisadores e médicos sobre a sua
doenca. Conhecendo melhor o seu machucado, poderemos criar novas formas

de tratamento e controle para criangas e adultos no futuro.

Vocé pode sentir alguma vergonha quando o pesquisador for lhe explicar
a pesquisa. Nao Fique! Ele é treinado para isto. Além disso, vocé pode dizer

que nao quer participar!

Caso vocé tenha alguma duvida, nos procure pelos telefones que estdo

no final da pagina.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, nao falaremos
a outras pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der.
A pesquisa sera encerrada apds a publicacido dos resultados em meios de
divulgagéo da area cientifica. mas sem identificar as criangas que participaram

da pesquisa.
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Apo6s estas informacbes, se vocé aceitar, assine ao final deste
documento que estda em duas vias assinada pelo pesquisador responsavel.

Uma das vias € sua.
Sua colaboragao sera muito importante para nés.

Eu aceito participar da

pesquisa Envolvimento do papilomavirus humano na progressdo de lesdes
papilomatosas de laringe em pacientes de S&o Luis, Maranhdo. Entendi as
coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer
“sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir
que ninguém vai ficar furioso. Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e
conversaram com O0S meus responsaveis. Recebi uma cépia deste termo de

assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Participante da PesSqUuiSa: .......ccooiiiiiiiii e

Data do aceite / /

Sao Luis, de de 20

Pesquisador responsavel:

lagho José Lima Diniz
Telefone de contato (98) 99238-1340

Pesquisador:
Impressao do dedo polegar

Dra. Flavia Castello Branco Vidal o )
Caso ndo saiba assinar

Telefone de contato (98) 98225-9660

Comité de Etica em Pesquisa — Hospital Universitario - UFMA
Rua Baréo de ltapary, 227, 4° andar, Centro. Telefone: 2109-1250
E-mail: cep@huufma.br

Responsavel: Dr. Rita da Graga Carvalhal Frazdo Cor
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APENDICE D - QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO

QUESTIONARIO SOCIO-DEMOGRAFICO DO PROJETO Envolvimento do
papilomavirus humano na progressdo de lesées papilomatosas de laringe em
pacientes de Sao Luis, Maranhao.

N° do Prontuario:

Nome do paciente:

Idade:

Cor: ( )branca ( ) parda ( )preta ( )outra:

Data da coleta : Naturalidade:

Data de Nascimento: Telefone/Celular:
Endereco:

Renda familiar: Nivel de Educacao:

( ) analfabeto

(

) Programas Sociais

- AT ensino fundamental
) até V2 salario minimo

C ensino médio
) entre 72 a 1 salario minimo

ensino superior
) sem renda

)
()
()
) mais de 1 a 2 salarios minimos (1) Completo (') Incompleto

(
(
(
(
(
(

) mais de 3 salarios minimos

Tipo de parto: ( ) natural ( ) cesarea

Idade dos primeiros sintomas:

Idade do diagndstico:

Idade da primeira intervengao/cirurgia:

Quantidade de recorréncias: ( )Uma ( )Duas ( )Trés ( ) Quatro ou mais

Intervalo de tempo entre as recorréncias: ( ) Meses () Anos

Sintomas: () Dispneia ( ) Disfagia ( ) Disfonia ( ) Estridor ( ) Vémitos

Traqueostomia: ( ) Sim ( ) Nao
Vacinagao contra HPV: ( ) Sim ( ) Nao

Melhora apés vacinagao: ( ) Sim () Nao

Entrevistador:

Observagoes do entrevistador:
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Wﬂp
MARANHAO UFMA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Envolvimento do papilomavirus humano na progiessao de lesoes papllomatosas de
laringe am pacientes de Sac Luis, Maranhao

Pesquisador: Flavia Castollo Branco Vidal Cabral

Area Temética: Genética Humana:
(Trata-se do pesquisa envolvendo Gonélica Hutnana que nao nocessila de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2
CAAE: 406812156.6 1001 6087
Instltuil;io Proponente: | UNUACAO UNIVEHSIDADL | LOLHRAL DO MAHANHAO

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DO MARANHAO -
FAPEMA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.377.876

Apresentacao do Projeto:

Introducao: O papiomavirua humano (HPV) é um virus nao envelopado que infecta o epitélio cutaneo ou de
mucosas, Sua transmissao & principalmente por via sexual. podendo ocorrer tambem através de auto-
Inoculagao ou transmissao vertical, da mae para o bebé& duranta o parto. A papilomatoze respiratéria
recorente (PRH) ¢ sausada pelos tipos 6 @ 11 de HPV em 90% dos cases. Apesal de bengno, lende a tor
um curso

clinico agressivo em criangas & pode ser falal devido a sua alia reincxddneia e lenddneia a se espalhar pelo
trato tespitatono. A lorma de conlagio

mais peeila sera através do canal vagingl durante o parto nommal. Objatives: Analisar o papel do HPV na
prograssac de lesdaes papllomatosas de

laringe am paclenies de Sao Lulg, Maranhao. Materials & Mélodos: Trata-se de um estudo epidemiolbgico
do tipo analitico, prospectivo & seccional

de casna de lesdes papilomatosas de larings sm criangas & adolascentes (menores de 18 anna) As
amosltras serao coletadas no Hospital

Universitario da Universidade Fedaral do Maranhao Unidade Matemo-infantil. Apds leitwa do TCLE

Enderego:  Aweinda dus Poituguesss, 1666 CEB Velho

Balrro: Binco C© Sala 7 Comize e Eiica CEP: 65.080-040
UF: MA Munigipio: SAO LIS
Telefone: [9Blu272-5708 Fax: (38)3272-8708 E-mail:  capuimadutma by

53



Contrucco do Parocer 1.377 876

a consentimento do responsavel pelo menor, as

amoslias serdo colsladas durante a cirurgia & o DNA extiaido para analise da inlecgao pslo HPV. As
amoatras positives para o vins sarao

genotipadas e a corelagan entre a presenga & o tipo de HPFV com o desfecho clinico dos pacientes, sera
analisado. Oulios paramelios laboralotiais

como obaervagao da Integracao do DNA viral ao DNA humane serdo realizados para enrquecimento dos
resultados da pesquisa. Para a avaliacao

da refacac entre os dados epidemiologicos e clinicos ¢ a presenca de HPV, serao utlzados o leste Qui-
(quadrado o o teste exatlo de Fisher sendo

08 resultados considerados estatisticamante significativos quando p<u,05. Toda a analisa estatistica sara
laita no programa GraphPad. Resullados

Faperados: Com os dados obtidos neata projato, pretenda-se adiclonar informagoes a esclarecsr quastoes
que envolvam a patologia paplicmatose

respitalona reconente. Alraves da anabse molscular da prassnca do HPV e sua genolipagsm, podersmos
monitorar a prevaldneia do HPV nas

lestes papilomatosas, e apontar o tipo viral mais comum, associando a gravidade da doenga com algum tipo
viral espocifico. A andlise do status do

HPV se integrado ou nao ao genoma humano, nas cadlulas Infectadas nos dara Informacoes vallosas acerca
da patoganese do vitus nas lasdes

avaliadas. Conclusao: Esta tipo de estikdo am lesoes papilomatosas de larnnga serd o primeire do Estado do
Maranhao, € um dos poucos no Brasil.

A sclicitagao de recurso financelo para este projeto foi enviada a FAPEMA e aguarda resultado.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primano:

Anahisar o papsl do papilomavirus humano na progressao de lesbes papilomatosas de larnings em pacisnles
dn Sao Luls. Maranhao

Obietivo Secundarnio:

1. AvaBiar a provaldndia da infecgao pelo HPY am lesdes de latinge.

2 Anallsar os tipos mais prevalentes de HPV nas lasnes de laringe.

3. Conrelacionar a presanca e o lipe de HFV com a expressao do marcador p16 e de genes de proliferacao
colular o os deslochos clinicos de pacientes com papilomas de laringed, Analisar a inlegragao do HPV ac
DNA humano por PCR em tempin real nas amostras de papilomas de laringe

| Endetego: Avenida dos Portugueses. 1966 CEB Velho

Bairro: Eloco C.Sala 7. Comite o Etca CEP: 15 060-040
UF: MA Munioiplo:  SAO LUIS
Telefone: (08)3272-8708 Fax: (98)2272-8708 E-mall; coputmad ulmats
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Continuagao do Maecer 1 377 140

Avallagéo dos Riscos e Beneficlos:
Riscos:

Nenhum procedimento cirirgico adicional sera realizado no paciente para a realizagao do presente astudo.

As amoslras uliizadas na pesquisa serao coletadas durante a crurgia de rotina para retirada dos papillomas
de laringe nos pacientes. Os potancials fscos @ incomodos que a pesquisa possa acarretar & rapresentado
pol algum possivel constrangimento ou intimidaczo que o profissional de salde possa causar na hora da
axplanagao da pesquisa. Esle risco sera minimizado através da aluagao de um profissional treinado
aspecialmonte para asto fim.,

Beneaficlos:

Os baneficios desta paaquisa para o paciente sao indiretns baseados no ganho de conhecimento acerca da
patologia. Com a avaliagao da incidéncia da Infecgao pelo HPV am papilomas de laringe. poderemos
comparar 05 dados obtidos com os nacionais e Intemacinnais de Incidancia assim como avallar 0s lipos
virals mais prevalentes espeacilicamentsa na regiao maranhense. Os resultados da pesquisa poderao
contribuir para

melhor conhecimento sobre a etiologia da PHH gque pode levar ao desenvolvimento de novas formas de
tralamento desla patologia,

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa apresenta lodoa os elementos necessarnios para o seu desenvolvimento de maneira satisfatnia.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

lodos os leimos de apresentacé&o obrigatona toram apresentados e estao de acordo com a rasolucao
4086/12 do CNS.

Recomendacoes:

Todas as recomendagies luram acatadas e corigidas pola pesquisadora.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Todas as pendéncias foram acatadas e corigidas pela pesquisadora & astao da acordo com a resolugan
466/12 CNS.

Consideracoes Finals a critério do CEP:

Esta paracer foi elaborado baseado nos documantos abaixo relaclonados:

[ Two Documenta | ATQUIVO T Postagem | Autor [Sitiacao]
Enderego.  Aveticda dom Ponuguesss, 1965 CEB Yelhu
Beirro: Bloco C Sala 7, Comilo de Evca CEP: 65080040
UF: MA Municipio: SAO LIS
Tolofone: au)d2/2-8/08 Fax: (98)3272 £T03 E-mail:  ceputmais uima br
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