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RESUMO

Lorenzi, AT. careHPV™ - teste de captura hibrida em unidade mdvel para melhoria do
programa de rastreio do cdncer cervical em dreas rurais e remotas brasileiras. Tese

(Doutorado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2015.

JUSTIFICATIVA. O céancer cervical (CC) continua a ser um importante problema na saude
publica nos paises em desenvolvimento que ndo possuem um sistema de rastreio adequado.
Cerca de 85% dos casos e mais de 50% das mortes por CC ocorrem nos paises em
desenvolvimento. Grande parte das regides brasileiras tem altos indices de mortalidade por
CC, colocando-o como o segundo tipo de cancer mais frequente entre mulheres brasileiras.
O Brasil possui areas rurais e remotas com importantes deficiéncias na assisténcia médica.
Os programas de rastreio do CC visam melhorar a identificacdo das lesGes precursoras deste
cancer. A associacdo entre um teste molecular para deteccdo Papillomavirus humano e
citologia em base liquida em um dos programas de rastreio foi proposta com intuito de
melhorar a estratégia de protecdao da mulher contra o CC. A sensibilidade do teste de HPV
DNA parece fundamental para a mulher com limitado acesso ao rastreio. A infeccdo
persistente por HPV de alto risco (hr-HPV) é condicdo essencial da carcinogénese cervical.
Por isso, a deteccdo do hr-HPV é importante na identificacdo destas mulheres em idade de
risco de desenvolver lesdes. OBJETIVOS. Avaliar uma nova metodologia de suporte para o
programa de rastreio do cancer cervical em mulheres de varias regides do Brasil, utilizando o
teste molecular (careHPV™ - Qiagen, Gaithersburg, MD, USA) em amostras cérvico-vaginais
coletadas por profissional de saude e/ou por auto coleta, além de comparar os resultados
cito-patoldgicos, com a presenca de HPV de alto risco. METODOS. No total, 5.079 mulheres
com idade entre 18-85 anos participaram de um programa de rastreio oportunistico para
prevencao do cancer cervical, desenvolvido pelo Hospital de Cancer de Barretos no periodo
de Marco a Novembro de 2012. Vinte e sete destas mulheres foram excluidas das analises
por apresentarem histerectomia. As amostras foram obtidas em duas unidades de coleta:
fixa e mdveis. Na primeira, as amostras foram randomizadas entre coletas realizadas por
profissional de salde ou por auto coleta. Nas unidades modveis, foram feitas apenas as

coletas realizadas pelo profissional de saude. O teste careHPV™ foi executado em todas as



amostras obtidas. Todas as mulheres participantes tiveram o teste de Papanicolaou
realizado em base-liquida. Foi aplicado questiondrio sociodemografico para avaliar as
principais caracteristicas da populagao participante. As mulheres que apresentaram citologia
ASC/AGC-H+ (células escamosas/glandulares atipicas de significado indeterminado, porém
ndo se pode excluir lesdo de alto grau) e/ou teste molecular positivo, foram convocadas para
follow-up e exame colposcdpico. As amostras positivas foram genotipadas por tecnologia
Luminex (Luminex Corporation, TX, USA). RESULTADOS. O teste molecular detectou infeccdo
por hr-HPV em 10,6% (536/5068) das mulheres. As mulheres examinadas na unidade fixa
apresentaram frequéncias de HPV similares entre as amostras auto coletadas e aquelas
realizadas pelo profissional de saude: 13,0% (129/993) e 10,1% (100/989), respectivamente.
Nas unidades méveis, a prevaléncia de hr-HPV foi de 10,0% (307/3.068). A maioria das
amostras positivas no teste molecular (79,7%) foi classificada citologicamente como
amostras sem alteragdes malignas (NILM): 81,7% na unidade fixa e 78,2% nas unidades
moveis. Ao considerarmos o total de amostras classificadas com lesdes de baixo (LSIL) e alto
grau (HSIL) pela citologia, 66,2% (47/71) e 90% (18/20) delas foram positivas para hr-HPV,
respectivamente. Estes resultados representam 78,8% (26/33) e 55,3% (21/38) para LSIL e
60,0% (3/5) e 100,0% (15/15) para HSIL, entre as unidades fixa e movel, respectivamente. De
acordo com o critério de avaliacdo estabelecido, foram convocadas 578 mulheres; porém,
46,9% (271/578) delas compareceram para realizacdo da colposcopia, e destas 53,5%
(145/271) foram biopsiadas. Um dos casos de bidpsia teve resultado insatisfatério. Dentre as
mulheres com bidpsia satisfatéria, 11,1% (14/144) das mulheres hr-HPV positivas foram
diagnosticadas como NIC3+, incluindo quatro casos de carcinoma escamoso invasivo. Foi
encontrada infeccdo multipla em 87,6%, 81,25% e 67,4% das amostras obtidas na unidade
fixa: auto coleta e coleta profissional, e mével, respectivamente. CONCLUSOES. O teste
molecular careHPV™ apresentou boa performance para detec¢do de HPV na populacido
estudada e, demonstrou ser uma ferramenta alternativa para o rastreio primario do cancer
cervical no Brasil. A auto coleta mostrou ser uma op¢do importante quando comparada a
coleta por profissional de saude. Os gendtipos mais frequentes nas amostras analisadas
foram: HPV-56, HPV-51, HPV-53, HPV-18, HPV-58, HPV-52 E HPV-16.

Palavras chave: Autoexame; Cancer de Colo do Utero; Genétipo; Prevencdo de Cancer de

Colo Uterino; Testes de DNA para Papilomavirus humano; Rastreamento.



ABSTRACT

Lorenzi, AT. careHPV™ - Hybrid capture test in mobile unit can improve the cervical cancer
screening program in Brazilian rural and remote areas. Thesis (PhD). Barretos: Hospital de

Cancer de Barretos; 2015.

BACKGROUND. Cervical cancer (CC) is a noted disease worldwide and remains a critical
public health issue in developing countries that lack appropriate screening programs.
Persistent hr-HPV infection is the single main risk factor for the development of
premalignant and malignant cervical lesions. About 85% of cases and more than 50% of CC
deaths occur in developing countries. Most Brazilian regions have dramatic indexes of
mortality, ranking the CC as the second most common cancer among Brazilian women. CC
screening programs are tailored to optimize the identification of precursor lesions of cervical
cancer. A combination of HPV testing with liquid-based cytology screening has been
demonstrated to improve the algorithm to protect women against CC. The sensitivity of HPV
DNA testing is fundamental for women with limited access to traditional screening. High-risk
human Papillomavirus (hr-HPV) persistence is the primary cause of cervical neoplasia. Early
detection of hr-HPV is important for identifying women at risk for developing cervical
lesions. Here, a new methodology to support a cervical cancer screening-program was
evaluated in women from Brazilian regions. OBJECTIVE. Compare the results from careHPV™
test in two different units of collection with those obtained through cytology-based analysis,
as well the hr-HPV positive samples genotyping. METHODS. A total of 5,079 women aged
18-85 years were enrolled in an opportunistic CC screening programme developed by the
Barretos Cancer Hospital from March to November 2012. However, twenty-seven
hysterectomy women were excluded. The samples were obtained in two different collection
units: fixed and mobile, where the first one, the samples were randomized into self-vaginal
or health professional-guided cervical sampling groups. The mobile unit was applied just
health professional-guided cervical sampling. Qiagen careHPV™ test was performed on all
samples. Pap tests using liquid-based cytology were performed on all women. It was applied
a social demographic questioner to evaluate the main characteristics of population studied.

All hr-HPV positive samples were tested by Luminex technology (Luminex Corporation, TX,



USA). RESULTS. Positive hr-HPV results were obtained in 10,6% (536/5,068) of women.
Separately, the fixed unit presented similar rates between self-sampled and health
professional-collected samples: 13.0% (129/993) vs. 10.1% (100/989), respectively. In mobile
units, the hr-HPV prevalence was 10.0% (307/3,068). Approximately 79,7% (427/536) of the
women who showed hr-HPV positive were classified as exhibiting normal cytology (NILM),
divided in 81.7% (187) and 78.2% (240) between fixed and mobile units, respectively.
Considering the cytology as low-risk (LSIL) and high-risk (HSIL) lesions, 66.2% (47/71) and
90% (18/20) were hr-HPV positive, respectively. These results represent 78.8% and 55.3% to
LSIL and 60.0% and 100.0% to HSIL, between fix and mobile units, respectively. According to
the criteria established previously, 578 women were referred to follow-up and colposcopy
examination; 46.9% (271/578) attended to the colposcopy examination, and 53.5%
(145/271) of these women, were biopsied. Just one of them had unsatisfactory biopsy.
Among the women with biopsy, 11.1% (14/144) of the hr-HPV positive were diagnosed with
CIN3+, including four cases of invasive carcinoma. It was observed multiple infection in
87.6%, 81.25% and 67.4% of the samples obtained in fixed unit: self-sampling and
professional sampled, and mobile unit, respectively. CONCLUSIONS. The HPV DNA testing
showed significant performance to detect HPV in this population and demonstrated to be a
feasible alternative to primary cervical cancer screening in the Brazil. Self-sampling can be
considered as an option to collect the cervical samples when compared with those obtained
by the health professional. The genotypes most frequent were: HPV-56, HPV-51, HPV-53,
HPV-18, HPV-58, HPV-52 and HPV-16.

Keywords: Cervical Cancer; Cervix Neoplasms Prevention; Genotype; Human Papillomavirus

DNA Tests; Self-examination; Screening.



1 INTRODUCAO

O cancer cervical (CC) ainda é considerado um dos principais problemas de saude
publica para mulheres que vivem em paises em desenvolvimento, representando a quarta
neoplasia mais comum na populagdo feminina mundial e a segunda no Brasil" 2. A infec¢io
pelo Papillomavirus humano de alto risco (hr-HPV) tem sido associada diretamente as
neoplasias intraepiteliais cervicais de alto grau (NIC2+) e a progressdo destas lesGes ao
cancer cervical invasivo®®. Testes moleculares tém sido desenvolvidos (DNA ou RNA) para
identificar HPV de alto risco devido a associacdo da infeccdo persistente do virus e o
desenvolvimento do céancer, principalmente porque estes testes sdo confidveis,

120 uso do teste

reprodutiveis e de facil implementacdo quando comparados a citologia
molecular para deteccdo de HPV tem estado cada vez mais presente nas rotinas de
prevencao de cancer do colo uterino. Quando comparado com citologia convencional ou de
base-liquida, a associacdo com o teste molecular tem demonstrado um aumento na

96711, 13,14 Entretanto,

sensibilidade para detectar leses intraepiteliais em torno de 20-45
atualmente, fala-se sobre a utilizacdo do teste molecular como alternativa de rastreio
primario, sozinho, ndo mais associado, uma vez que tem demonstrado um aumento da
sensibilidade na deteccdo de lesGes NIC2+ e NIC3+ quando comparado a citologia, ou
associado a ela . A caracterizacdo da infecgdo pelo HPV de alto risco é importante para
determinar a real importancia do virus em uma populag¢do especifica, suportando estratégias

|16—18. Um

apropriadas para introduzir e manter os programas de prevenc¢ado do cancer cervica
novo teste de HPV-DNA (careHPV™ - Qiagen, Gaithersburg, MD, USA) aprovado pelo FDA
(Food and Drugs Agency) foi desenvolvido para regides de limitada infraestrutura; esse teste
é uma versao simplificada do bem conhecido teste de Captura Hibrida (HC2). Este novo teste
consiste na hibridizacdo de acidos nucleicos in vitro para detecg¢ao qualitativa de 14 tipos de
HPV de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66,68) em amostras

19, 20

cervicais'* Diferentes estudos tém demonstrado que o careHPV™ tem uma

sensibilidade e especificidade significativas para detectar lesdes pré-cancerosas e cancer™
2124 A populacio feminina de diversas regides do Brasil tem dificuldade de acesso a

assisténcia de saude publica e muitas vezes, essa dificuldade ocorre devido as longas



distancias entre a residéncia das mulheres e o atendimento médico. Baseado neste
contexto, desde 1994, o Hospital de Cancer de Barretos introduziu unidades méveis
dedicadas ao atendimento da populagdo moradora em areas rurais e remotas, incluindo
Centro-Oeste, Sudeste e Norte do pais (regido Amazonica), representando uma parte
significativa das taxas de lesGes associadas ao HPV no Brasil, com o intuito de levar as
populagdes desassistidas um atendimento de qualidade sem a necessidade de percorrerem

longas distancias.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer cervical ou cancer do colo de ttero

O cancer cervical (CC) é a segunda malignidade mais comum entre mulheres
brasileiras, e a quarta no mundo, exceto os casos de cancer de pele ndo melanoma. Mais de
290 milhdes de mulheres sao portadoras do HPV no mundo, e cerca de 32% dessas mulheres
sdo infectadas por HPV tipos 16 ou 18, ou ambos, considerados os mais prevalentes nas
lesGes malignas do colo uterino. Em 2012, foi estimado mais de 528 mil novos casos e 266
mil mortes mundialmente. Mais de 85% dos casos e 87% do total de mortes ocorreram em
paises pobres ou em desenvolvimento, principalmente devido ao acesso precario a

assisténcia médica para detectar precocemente a infecgdo e tratd-las de forma adequada®®

25

As principais areas mundiais de alto risco s3o’: Africa Oriental (42,7 por 100 mil),
Melanésia (33,3 por 100 mil), Africa do Sul (31,5 por 100 mil) e Africa Central (30,6 por 100
mil) (Figura 1). No Brasil, os dados estimados para 2012 foram cerca de 24.500 casos

anualmente, com mais de 11.000 mortes (Figura 2), com risco estimado de 17 casos por 100

mil mulheres®™ %,
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Africa Oriente
Africa Ocidental
América Central
Caribe
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; B Incidéncia
Centro-sul da Asia
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o 10 20 30 a0 50
Taxa estimada por idade [Global) por 100.000
Figura 1 — Incidéncia e mortalidade do cancer cervical na populacgdo mundial. (Fonte:

adaptada de Globocan, 2012%).
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Figura 2 — Incidéncia e mortalidade do cancer cervical na populagdo brasileira. (Fonte:

adaptada de Globocan, 2012).

2.2 Lesbes Precursoras
O Papillomavirus humano possui maior afinidade por tecidos epiteliais cutaneos e

mucocutaneos®® '

e, no caso do cancer de colo uterino, infecta preferencialmente a zona de
transicdo entre a juncdo das células epiteliais glandulares da endocérvice e as células
epiteliais escamosas estratificadas da ectocérvice. E dessa forma, afeta a estrutura do
epitélio com as células infectadas, que sdo consideradas responsaveis pelo desenvolvimento
do carcinoma cervical associado a infecgio por HPVZ31,

O cancer cervical pode ser classificado histologicamente em dois principais tipos:
carcinoma de células escamosas — o mais comum, ocorre em 80% dos casos — e
adenocarcinoma, o segundo mais comum entre os casos de cancer cervical. O carcinoma
escamoso € resultado da evolucdo de lesGes precursoras, chamadas neoplasias
intraepiteliais cervicais (NIC), que sdo classificadas de acordo com o grau de alteragGes
morfolégicas provocadas, e frequentemente dependente do tempo da persisténcia da
infeccdo pelo HPV de alto risco e do tempo de evolugdo dessas lesGes até o carcinoma

32,33 A classificacdo das neoplasias intraepiteliais mencionadas é:

invasivo propriamente dito
° NIC 1 —displasia leve, hoje considerada uma lesdo de baixo grau (LSIL)

. NIC 2 — displasia moderada, hoje considerada lesdo de alto grau (HSIL)



° NIC 3 — displasia grave ao carcinoma in situ, hoje considerada lesdo de alto grau (HSIL)

As alteracbes podem ser identificadas por exame microscépio do material coletado no
exame de Papanicolaou (esfregago ou raspado celular). De acordo com o sistema Bethesda
de 2001 e 2014>* *, as alteracdes histoldgicas sdo classificadas em:

° NILM — negativo para lesao intraepitelial ou neoplasia maligna;

. ASC/AGC-US — células escamosas/glandulares atipicas de significado indeterminado;

° ASC/AGC-H — células escamosas/glandulares atipicas de significado indeterminado,
porém nao se pode excluir lesdo de alto grau;

. LSIL — Lesdo intraepitelial escamosa de baixo grau

HSIL — Lesao intraepitelial escamosa de alto grau
° Carcinoma escamoso
° AlS - Adenocarcinoma in situ endocervical

° Adenocarcinoma

2.2.1 Fatores de risco

Sabe-se que a infeccdo por HPV estad diretamente associada ao desenvolvimento do
cancer cervical. No entanto, é necessdrio levar em consideracdo que alguns cofatores
externos podem também estar relacionados ao processo carcinogénico, tais como idade,
habito de fumar, uso de anticoncepcional oral por longo periodo, elevado nimero de

gestacOes e multiplos parceiros sexuais 32,3638,

i. Paridade

O numero elevado de gestacdes é considerado um fator associado ao aumento do
risco de desenvolvimento do cancer cervical invasivo. Risco este que pode ter seus
mecanismos relacionados as lesdes da ectocérvice por diversos anos, facilitando a exposicdo

ao HPV, além dos fatores hormonais envolvidos.



ii. Tabaco

O desenvolvimento de lesdes de alto grau associadas ao HPV de alto risco, também
pode estar relacionado com o habito de fumar, que pode elevar o risco para o carcinoma
cervical, mas ndo o adenocarcinoma quando comparados aqueles que ndao possuem o habito
de fumar. O provavel mecanismo associado é a reducdo da imunoresposta no colo uterino,
que também estd envolvido com o metabolismo hormonal feminino e danos genéticos na

carcinogénese associados ao tabaco.

iii.  Anticoncepcional Oral

O uso continuo de contraceptivo oral pode também estar relacionado ao aumento do
risco de desenvolvimento de cancer cervical. O principal mecanismo envolvido é a acdo dos
estrogenos e progesteronas que elevam a expressdo dos genes do HPV no cérvix, utilizando

os receptores de progesterona, e entdo os elementos de resposta hormonal.

iv.  Numero de Parceiros Sexuais

O elevado numero de parceiros sexuais esta associado ao aumento da exposicdo as
doencas sexualmente transmissiveis, e consequentemente aumentando a chance de
persisténcia de infec¢do pelo Papillomavirus humano, bem como ao aumento da carga viral

nas lesdes do colo uterino.

2.3 Papillomavirus humano (HPV)
O Papillomavirus humano (HPV) é um pequeno DNA-virus, ndo envelopado, com fita

2627 Desde os anos 70,

dupla circular, com mais de 8 mil pares de base em seu genoma
associa-se a infeccdo especifica por HPV ao desenvolvimento de lesGes neoplasicas.
Atualmente, mais de 200 gendtipos de HPV tém sido identificados, e cerca de 40 tipos sdo
passiveis de infectar os tratos oro-genital humano e provocar manifestagdes clinicas
(proliferacdes benignas) como as verrugas (papiloma); neoplasias intraepitelial anal, oro e
esofagea-faringea, além do cancer cervical invasivo, que apresenta elevada morbidade e

27, 38-41

mortalidade . Muitos tipos de HPV promovem doencas epiteliais (assintomaticas ou

infeccOes transientes) e estdo associados a diferentes estratégias de transmissdo e



propagacdo dentro do epitélio e interacdo com o sistema imune®. Considerando o cancer
cervical, o HPV é fator essencial, embora ndo suficiente, para o desenvolvimento do
carcinoma do colo uterino, envolvido em 99,7% dos casos. O processo de desenvolvimento
da doenca precisa da persisténcia viral, progressdo do epitélio infectado, promocado de

lesdes pré-cancerosas e cancerosas, culminando com a invasdo da membrana basal***.

2.3.1 Classificacdo

Os tipos de HPV genitais sdo subdivididos em grupos de alto e baixo risco, dependendo
das evidéncias epidemioldgicas e do desenvolvimento do cédncer. Os tipos mais comuns no
grupo de alto risco (oncogénicos) sdo: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59;
enquanto que no grupo de baixo risco (ndo oncogénicos) encontramos os tipos 6, 11, 40, 42,
43, 44, 54, 61, 70, 72, 81. Ao considerarmos o grupo de alto risco, quando ocorre a
desregulacdo da expressdo do gene viral, a infeccdo pode acometer diferentes locais,
afetando pénis (homens), vagina, colo uterino e vulva (mulheres), zona anal, lingua,

orofaringe e a base da lingua em ambos os sexos * 2% 4144,

2.3.2 O ciclo do Papillomavirus humano

O ciclo do HPV é considerado completo ou ndo dependendo do local da infecdo e
alguns fatores externos (por exemplo, horménios e citocinas)®. Em geral, seu ciclo de vida
(Figura 3) possui trés fases de replicagdo: infecgdo, divisdo e amplificagdo. Primeiro o virion
infecta os queratinécitos basais e o genoma viral produz um pegueno nimero de copias nas
células infectadas. A segunda fase envolve a replicagdo do genoma viral no DNA do
hospedeiro, onde as células sdo divididas em células-filhas. Essas células podem persistir na
camada basal e seguir com a divisdo ou podem mover e iniciar um processo de
diferenciacdo, ativando a expressao de genes tardios e o inicio da amplificacdo do DNA viral
vegetativo (terceira fase). Essa amplificacdo sintetiza um grande numero de cépias do
genoma viral. Assim, as células infectadas fornecem um reservatdrio infectado que ird

reabastecer o epitélio * ***°.
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Figura 3 — Ciclo celular: progressdo da infecgo por HPV. (Fonte: Banks et al, 2012%).

2.4 Carcinogénese
Apesar de ainda muito se pesquisar sobre o cancer cervical, este é o tipo de cancer

mais completamente compreendido e com um modelo de carcinogénese bem definido

(Figura 4)*.
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Figura 4 — llustracdo da carcinogénese da infecgdo por HPV. (Fonte: modificado de Moscicki

et al, 2006%).



2.4.1 Aquisicao
A infeccdo por HPV é facilmente transmitida por relagdo sexual; sua prevaléncia é alta
quando o individuo inicia a atividade sexual — maior exposicdo ao virus — e ha baixa

imunidade®®>2,

Entretanto, ha estudos que mostram que recém-nascidos de maes HPV
positivas apresentam 33% mais risco de adquirir a infec¢do por HPV, quando comparados
aos filhos de mulheres negativas para infeccdo™. A neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e o
cancer cervical tém sido associados diretamente a infeccdo persistente por HPV-
. ., . ;. ~ 54 .
considerado, como ja antecipado, causa necessaria para essas lesdes”. A maioria dos
homens e mulheres sexualmente ativos serd infectada pelo HPV ao menos uma vez na vida.

O cancer cervical ocorre como resultado de uma infec¢do persistente pelo virus HPV.

2.4.2 Clearance

Em geral, a maioria das infecges (90%) clareia espontaneamente, sem sintomas
clinicos, por meio de resposta imune e ndo persiste tempo suficiente para desregular a
expressdao génica e acumular falhas genéticas nas células infectadas. Os individuos que
desenvolvem lesdes benignas podem regredir com a resposta imune. Cerca de 50% das
novas infec¢bes ndo sdo detectadas antes de 6 a 12 meses, e a maioria delas clareia em até
dois anos. Outra hipdtese defendida sobre a regressdo da lesdo é que o genoma viral
permanece latente e pode ser reativado com supressdo imunolégica ou alteracdes de niveis

. 4,28,43,49,51, 52,55
hormonais™ > ™ "7 27 2% >,

2.4.3 Persisténcia

Cerca de 10% das infeccOes por HPV podem se tornar persistentes. Nestes casos,
lesdes n3o tratadas tem uma grande chance de evolug3o para o cancer em alguns anos™ **
>1. Os Papillomavirus promotores dessas lesdes sdo regulados por proteinas virais e acabam

por influenciar a divisio irregular das células infectadas®®

. Uma vez instalada a infeccdo, o
genoma viral estabiliza os elementos extracromossomais (epissomas) no nucleo, e a carga
viral é aumentada de 50 a 100 cépias por célula, mantendo o processo de infeccdo. O

genoma do HPV (Figura 5) possui genes regulatérios que codificam seis proteinas de
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expressao precoce (E1, E2, E4, E5, E6, E7) e genes estruturais que codificam duas proteinas

de expressao tardia (L1, |_2)41, 56,57

Oncoproteinas

Proteina de capsideo

maior
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Replicagao DNA viral

Proteina de capsideo

menor .
Controle Transcripcional

Tethering do episoma viral
Replicagao DNA viral

Amplificagio Genoma Amplificagdo Genoma
Proliferagio Celular Interagdo com citoesqueleto/queratina

Figura 5 — Organizacdo do genoma do HPV. Representacdo esquemadtica adaptada do
genoma circular do HPV16, ilustrando a localizacdo das regides precoces (E) e as tardias (L1 e

L2), e a regido longa de controle (LCR) *%.

As proteinas E1 e E2 sdo responsaveis pelo ciclo infeccioso do HPV: sdo as primeiras a
serem expressas e funcionam como um indicador do niumero de genoma viral presente na
célula. E2 é uma proteina de ligacdo necessaria para iniciar a replicacdo do DNA viral e
recrutar a helicase E1 (de origem viral), que associadas a certas proteinas celulares (proteina
de replicacdo e DNA polimerase) iniciam a replicacdo do DNA. Além das proteinas E1 e E2,
acredita-se que as proteinas E4 e E5, através da alteracdo do ambiente celular, contribuem
indiretamente para o sucesso da amplificacdo do genoma viral. O bloqueio do ciclo celular
na infeccdo por HPV de alto risco é mediada pelas proteinas virais E6 e E7 através da
degradacdo do p53 e a inibicdo do pRb (Retinoblastoma), respectivamente, desencadeando

4, 39, 40

a proliferacao celular . As proteinas E6 e E7 sdo reprimidas por E2, e a integracdo viral
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ocorre devido ao descontrole transcripcional promovido por E2 e resulta na expressao
aumentada de E6 e E7, promovendo a imortalizacdo e a transformacdo das células
infectadas %2> %% %,

O principal papel das proteinas E6 e E7 é promover o ciclo celular para reentrar na
camada epitelial e permitir a amplificagdo do genoma. Desse modo, a célula infectada
reentra na fase S e aumenta o nimero de cdépias do genoma viral. A replicacdo das proteinas
virais E1 e E2 é essencial para ampliar significativamente a hiperregulacdo do HPV na fase
inicial da amplificacdo; entretanto, depois de estabelecido o nimero de cépias virais, pode
ser dispensavel para a manutencdo da replicacdo epissomal. A amplificacdo do genoma esta
associada as proteinas E4 e E5 *.

No processo de divisdao das células infectadas, um reservatdrio de DNA viral é formado
por células da camada basal, que entdo distribuem o DNA viral para as células filhas, que sao
elevadas em direc3o a superficie epitelial, capazes de persistir por anos na camada basal * *°.

Setenta por cento dos casos de cancer cervical sdo associados aos HPV tipos 16 e 18.
As verrugas genitais sdo predominantemente relacionadas aos tipos 6 e 11. O HPV 16 é mais
persistente que outros tipos e pode ter uma maior contribuicdo para o risco de cancer. O
HPV 18 esta mais associado aos adenocarcinomas. Atualmente, sugere-se que os HPV 16, 18
e 45 sdo diretamente relacionados aos adenocarcinomas e pode infectar células
potencialmente diferenciadas *°.

Acredita-se que 40% das infec¢des por HPV sdo mistas. Por esta razdo, a identificacdo
precisa dos gendtipos de HPV de alto risco em infecgGes mistas é essencial para definir o
risco da mulher para o desenvolvimento do cancer cervical e, apesar da maioria das
infeccdes por HPV desaparecem espontaneamente, a infeccdo persistente com tipos de HPV

oncogénicos é um importante fator de risco para o cancer cervical®.

2.5 Incidéncia do Cancer Cervical

A infeccdo por HPV é mais comum entre mulheres com idade abaixo de 25 anos,
enguanto que o pico da prevaléncia da infeccdo por HPV ocorre em mulheres acima dos 45
anos. Acredita-se que esse pico deva ser ocasionado em funcdo das alteracdes hormonais e

mudanca de comportamento sexual (relagcdes extraconjugais, por exemplo). A maioria das
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lesdes pré-malignas e malignas sdo do tipo escamosas e os HPV tipos 16 e 18 sdo
predominantes®® .

Estima-se que o rastreamento populacional sistematico, e o tratamento de lesbes
precursoras possam reduzir, em média, de 60 a 90% a incidéncia do cancer cervical invasivo
2. A progress3o do cancer cervical é lenta, pode levar anos ou décadas entre a lesdo inicial e
invasiva. No entanto, essa evolugao lenta representa uma oportunidade de detectar as
lesdes mais precocemente e promover ac¢des preventivas eficientes na tentativa de
modificar o quadro evolutivo da doenca® % *3>°.

O reconhecimento de que a infeccdo pelo HPV é uma causa necessdria de cancer
cervical, incluindo a prevencao primdria com vacinas altamente eficazes, e a secunddria, com
testes altamente sensiveis de deteccdo de DNA-HPV, melhorou significativamente o
desempenho dos programas de rastreio com base no teste de Papanicolaou®®. Os programas
de prevencdo atuantes no pais devem garantir o acesso ao exame preventivo de qualidade
as mulheres com idade entre 25 e 64 anos. No entanto, atualmente no Brasil, ndo hd um

programa de rastreio organizado, e dessa forma ndo ha como controlar a periodicidade e as

mulheres que realizam os exames de rotina .

2.5.1 Vacinagao contra HPV

Embora a vacinagao global de adolescentes e mulheres jovens seja um procedimento
vantajoso, os custos e estratégias de saude publica para alcangar este objetivo ainda
representam problemas importantes a serem superados. Os estudos de custo e eficacia
relacionados a reducdo da incidéncia do cancer de colo do Utero devem envolver o rastreio e
a vacinagdao em abordagens integradas e organizadas que tirem proveito dos testes de HPV
como triagem primaria, seguidos de triagem com citologia de Papanicolaou. Um recente
estudo realizado no México apresentou uma elevada melhora na prevencdo do cancer

| %, Isto é significativo porque

cervical com uso do teste HPV em um programa governamenta
o teste de Papanicolaou possui algumas limitagdes importantes, como a interpretacao
subjetiva das alteracdes morfoldgicas; adicionalmente, as amostras de colo do Utero devem
ser colhidas com a devida atencdo a amostragem de células da zona de transformacao; ha

também que se considerar a natureza altamente mondtona da avaliacdo citoldgica no

trabalho de rastreio, o que leva a fadiga e invariavelmente provoca erros de interpretacdo .
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Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude, os HPV tipos 16 e 18 sdo responsaveis por
cerca de 70% dos casos de cancer cervical no mundo. E as vacinas disponiveis contra a
infeccdo por HPV 16 e 18 tém o potencial de reduzir a incidéncia de outros canceres cervical
e anogenital. O Brasil tem uma populagdo de 69,14 milhdes de mulheres com idades entre
15 anos ou mais que estdo em risco de desenvolver cancer cervical e que poderiam se
beneficiar da vacina .

Atualmente, é assumido que a vacinacdo contra o HPV®® poderd reduzir
substancialmente a prevaléncia de lesdes relacionadas com o HPV, e aumentar
significativamente as elevadas taxas de resultados falsos negativos da citologia, além de
potencialmente diminuir a especificidade ®*. A combinacdo da vacinacio de HPV e testes de
HPV com a triagem citolégica é sugerida como o melhor algoritmo para proteger as
mulheres do carcinoma cérvico-vaginal > ®’.

Em 2014, o Sistema Nacional de Satde (SUS) incluiu a vacina quadrivalente contra HPV
(tipos 6, 11, 16 e 18) no calendario de vacinagdo. Inicialmente, oferecida as garotas entre 11
e 13 anos, estendendo-se para 9 a 13 anos a partir de 2015%. A vacinacdo contra o HPV deve
ser considerada um método profilatico na prevencdo do cancer cervical, especialmente ao

considerar adolescentes antes de iniciarem atividades sexuais”.

2.6 Prevengdo do Cancer Cervical
O papel mais importante dos programas de rastreio é prevenir o desenvolvimento de
lesdes HPV-associadas, pois o indice de mortalidade ainda é elevado entre mulheres sem ou

| ¥ % A prevencdo do cancer de colo

com procedimentos inadequados no rastreio cervica
uterino vem obtendo grandes avancos devido as extensas pesquisas tecnoldgicas,
relacionadas ao desenvolvimento de testes moleculares para identificagdo precoce das
mulheres com lesBes pré-cancerosas HPV-induzidas*®. O principal objetivo de rastreio do
cancer é reduzir a mortalidade desta doenca. No rastreio cervical, a reducdo da incidéncia da
doenca invasiva é também um dos objetivos além das lesbes pré-cancerosas que sdo

eficientemente trataveis "> ”°.,
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2.6.1 Screening Citolégico

i. Teste de Papanicolaou

O inicio dos anos 50 foi um marco na 4rea de prevenc¢do do cancer de colo uterino. Foi
guando se iniciou o rastreio com o teste de Papanicolaou (raspado ou esfregaco celular).
Algumas décadas depois, o pesquisado Harald zur Hausen identificou o Papillomavirus
humano nos casos de cancer cervical. Depois disso, nos anos 90 foi estabelecido que o virus
era sexualmente transmitido e alguns HPV carcinogénicos foram identificados e associados
diretamente ao desenvolvimento do céancer cervical’’. O ano de 1999 foi marcado pelo
surgimento da citologia em base liquida (LBC). O material coletado é inserido em um frasco
contendo um meio liquido preservativo que, por sua vez, viabilizou a reducdo da ocorréncia
de sobreposicdo de células no momento do preparo da ldmina para leitura automatizada,
fato este que ocorre em grande parte dos esfregacos manuais sobre ldamina de vidro,
dificultando a leitura. A LBC é utilizada pelo Hospital de Cancer de Barretos (HCB) ja ha
alguns anos. O advento da citologia em base liquida proporcionou uma significativa melhora
na qualidade da amostra, reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade do teste
citolégico. A grande melhoria oferecida pela citologia em base liquida, além da reducdo
significativa de amostras inadequadas, é a possibilidade de adicionar testes moleculares em
combinagcdo com a citologia na mesma amostra. Esta é uma vantagem notdvel, porque os
meios liquidos tendem a preservar o DNA e RNA (além de proteinas), que poderdo ser
testados por diferentes ensaios moleculares ">’ 7,

Os métodos de citologia cervical, seja convencional ou em base liquida, tém sido
considerados padrdes nos programas de rastreio do cancer cervical para detecc¢do de lesGes
pré-cancerosas e do cancer de células escamosas invasivas em mulheres assintomaticas, em
muitos paises, incluindo-se o Brasil. Ambos os testes tém sido implementados na prevengao
secunddria do cancer cervical com diferentes graus de sucesso, funcionando de forma
impressionantemente bem em paises desenvolvidos, mas infelizmente nunca repetiu o
mesmo sucesso em paises pobres ou em desenvolvimento. A metodologia utilizada para o
exame de Papanicolaou também obteve sucesso na identificacdo de displasias de alto grau,

considerada o mais importante precursor do cancer cervical invasivo’”. No entanto, a
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citologia possui limitacdes na execugdo, necessita de treinamento e capacitagdo constantes,
além de boa infraestrutura laboratorial, padronizacdo e rigido sistema de controle de
qualidade®®>%"°.

O teste de Papanicolaou convencional possui algumas limitagdes importantes, como a
interpretacdo subjetiva das alteracbes morfoldgicas observadas nas amostras coletadas;
além do trabalho repetitivo ao se ler diversas laminas por dia, podendo levar a erros de
interpretacdo; mas principalmente, ao alto indice de resultados falso-negativos, que
resultam em graves implicages clinicas. Deve-se ressaltar que com essas limitacdes, o
nimero de repeticdes dos exames ocorre em intervalos menores e com isso hd uma
disparidade econbmica, principalmente em regides de baixos recursos financeiros. Dessa
forma, diversos paises em desenvolvimento mantém as taxas de incidéncia e mortalidade
muito elevadas; enquanto que os paises desenvolvidos jad obtiveram uma reducdo
significativa destes indices”>”".

O uso da citologia em base liquida tem auxiliado na reducdo do problema na eficiéncia
do processamento de amostras celulares, incluindo a interpretacao subjetiva das alteracées
morfoldgicas e a fadiga devido a repetitividade do trabalho. Porém, ainda ndo provou ser
muito mais sensivel que o exame convencional em paises desenvolvidos, o que leva a uma

interpretacdo enviesada sobre as limitagdes de desempenho da citologia” ®* ’°.

2.6.2 Screening com teste HPV DNA

Com base no papel da infeccdo por HPV na causa do cancer cervical, diversas
metodologias tém sido desenvolvidas para serem incorporadas nos programas de prevengao
do cancer cervical, como a vacinagdo e os testes de DNA de HPV de alto risco®®. Os testes
moleculares tém se mostrado sensiveis e confidveis, apesar de sua especificidade ser
reduzida em relacdo aos exames de rotina citopatoldgica. Estudos recentes mostraram que o
teste de HPV DNA tem elevada acurdcia quando comparado a citologia, e este método pode
vir a ser uma ferramenta de escolha para o rastreio, sobretudo para os paises em

48,78, 79
| .Com a

desenvolvimento quanto a salde da mulher e a prevencdo do cancer cervica
associacdo dos testes moleculares a citologia, estima-se que seja possivel reduzir a alta

incidéncia de cancer cervical dentro de 4-5 anos, e a mortalidade em cerca de 8 anos®®. 0
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teste HPV DNA negativo oferece uma garantia mais confidvel quando comparado a um
resultado de citologia negativo. Com esse tipo de teste, é possivel rastrearmos o grupo de
mulheres que realmente necessita de follow-up e aquele em que a intervengdo nao é
necessaria*.

A associacdo dos testes de HPV DNA como coteste a citologia tem sido aceita no
rastreio de mulheres maiores de 30 anos'. Desta maneira, o teste molecular tem sido
proposto para detectar tipos de HPV oncogénicos como uma alternativa do rastreio

>4, 78 Atualmente, o uso de testes moleculares é

primario, combinado ou ndo a citologia
defendido como alternativa primaria, e n3o mais como coteste™.

O teste HPV DNA pode ser usado em algumas aplicagcGes clinicas para auxiliar na
investigacdo da infeccdo: triagem (mulher com alteracdo citoldgica — baixo grau ou menos);
rastreio primario (deteccdo precoce de lesdes precursoras — sozinho ou combinado com o
Papanicolaou); follow-up adequado (mulheres rastreadas com citologia alterada e
colposcopia/biopsia ndo alteradas); progndstico (NIC e tratamento); informac&es sobre a
persisténcia do HPV e investigacdo regional para observar sua prevaléncia para desenvolver
novas estratégias de impacto global®®>*>°. Assim, tem-se elevado a taxa de identificacio de
mulheres infectadas, principalmente em regides de baixa infraestrutura, quando comparado

1622 Testes moleculares para identificar HPV permitem detectar

ao teste de Papanicolaou
infeccbes associadas ao HPV de alto risco de maneira mais sensivel e especifica,
possibilitando uma melhoria nas taxas de deteccdo das lesdes de alto grau do colo uterino.
Em areas rurais e remotas, a citologia ndo é uma boa op¢do pelos motivos mencionados
anteriormente; o teste de HPV DNA tem demonstrado consistentemente ser uma excelente

opc3o, quer seja coletado por profissional de satide ou auto coletado®.

i.  Auto Coleta (Self-sampling)

Ainda nos dias atuais, € comum nos depararmos com mulheres que apresentam uma
“barreira emocional” ao passar por um exame ginecolégico, seja por vergonha, receio de
sentir dor ou desconforto, aspectos relacionados a impedimentos culturais ou religiosos, ou
até mesmo pela dificuldade em encontrar um médico em que adquira confianca®.

Considerando este contexto, a auto coleta poderia ser considerado uma alternativa simples
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para tentar superar essas barreiras™®. A auto coleta de amostras vaginais para o teste de HPV
pode ser util também para grupos de mulheres que vivem regides com baixa infraestrutura e
acesso restrito ao sistema de assisténcia médica, aumentando a aceitabilidade e a
efetividade dos programas de rastreio do cancer cervical, podendo assim, proporcionar uma
cobertura populacional mais alargada e efetiva® *®.

Uma meta-andlise realizada recentemente demonstrou uma concordancia aceitavel na
deteccdo de HPV DNA entre amostras auto coletadas cérvico-vaginais e amostras coletadas
por profissional de satide®®. Deve-se ainda considerar a praticidade e a facilidade desse tipo
de teste (pode ser coletado em casa) em ser aplicado em regides remotas; menor
desconforto na coleta; e a maior preferéncia pelas mulheres que realizam auto coleta
quando comparada a realizada por profissional de satde . Além disso, a auto coleta tem
um custo menor e é um procedimento menos invasivo. No entanto, o Gold standard desse
tipo de teste ainda é a coleta realizada por profissional (uso do espéculo)’® .

Estudos recentes constataram que apesar do valor preditivo positivo mais baixo do
teste HPV DNA nas amostras vaginais auto coletadas em comparacao a citologia, eles podem
ser melhores na deteccdo de NIC2+ em locais de baixa renda e infraestrutura restrita, que
reduzem a eficdcia dos programas de rastreio baseados em exames citoldgicos,
independentemente da idade das mulheres participantes dos programas. Observa-se que a
aceitabilidade da auto coleta é superior quando comparado a coleta realizada pelo médico,
tanto em paises desenvolvidos como os subdesenvolvidos™®. Entretanto, ainda nos
deparamos com uma menor especificidade desse tipo de teste, que normalmente é menor
gue a citologia; além da dificuldade dessas mulheres retornarem para continuar o processo

de segmento (colposcopia e bidpsia)®* .

ii. O Teste careHPV™

O sistema careHPV™ (Figura 6) foi desenvolvido pela QIAGEN Corporation, em 2007 e
Bill Gates & Melinda Foundation, especialmente para paises pobres e em desenvolvimento.
E um teste baseado na Captura Hibrida Il (HC2, Qiagen) com algumas mudancas: o tempo de
analise é menor; o meio de coleta ndo contém sais toxicos e é formulado para solubilizar

amostras cervicais coletados por escova. O teste demonstrou ser uma opc¢do vidvel para
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identificacdo de lesdes cérvico-vaginais em populacGes carentes de areas rurais e remotas,
onde ha auséncia de assisténcia médica. Sua sensibilidade é menor que a versdo tradicional

do teste HC2, mas ainda assim oscila em torno de 90%% 78

. Este teste utiliza a hibridizacao
in vitro de acidos nucléicos com a amplificacdo de sinal para detectar qualitativamente um

pool de 14 tipos de HPV de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 69)

22,85

em amostras cervicais

Figura 6 — Equipamento completo careHPV™, constituido de um agitador (A), placa

magnética (B), controlador (C) e luminémetro (D). (Fonte: arquivo pessoal).

Desde 2007, diversos estudos utilizando o careHPV™ tém sido documentados em
paises como China, Ruanda, Nigéria, Nicaragua, india e Uganda. Em 2008, um estudo
publicado na revista Lancet Oncology™, mostrou que o teste careHPV™ apresentou alta
sensibilidade na deteccdo de lesGes intraepiteliais do colo uterino, de moderada a severa.
Em 2012, seu uso foi aprovado para o rastreio primdrio na india e outros paises em
desenvolvimento .

O teste careHPV™, por ser um teste de facil execucdo e ndo necessitar de complexa
infraestrutura é uma poderosa ferramenta para enfrentar os desafios da prevencdo de
cancer para muitas mulheres de paises em desenvolvimento, particularmente aquelas que
vivem em dreas onde os cuidados médicos s3o raros e de dificil acesso. E um teste que pode

ser executado por um profissional de saide com formag¢dao minima de laboratdrio, podendo

ser realizado em qualquer ambiente — inclusive aqueles desprovidos de dgua canalizada e/ou



19

energia elétrica (é possivel utilizar uma bateria externa). O material cervical pode ser
coletado pelo profissional de saude ou pela prépria mulher (auto coleta), uma vantagem
importante onde as barreiras culturais desencorajam exames ginecoldgicos.

Os resultados sdo interpretados facilmente, e disponibilizados em até 4h
(considerando o processo completo, e ndo apenas as 2h30 das rea¢Ges propriamente ditas),
permitindo que a triagem e o tratamento, se necessdrio, sejam realizados em uma Unica
visita. A rapida disponibilidade dos resultados permite que mulheres em risco ou com cancer
cervical sejam rapidamente identificadas.

Conhecido por ser eficaz em estratégias do tipo "detectar e tratar", essa “visita Unica”
é essencial para o controle remoto, uma vez que estas mulheres dificilmente viajam longas
distancias para receber cuidados de saude e follow-up. Quando combinado com o
acompanhamento e tratamento adequados, o teste careHPV™ pode salvar diversas de

mulheres de uma lesdo com potencial para evolucdo ao cancer cervical.

2.6.3 Screening no Brasil

Na década de 70, o Ministério da Saude (MS) decidiu implementar o Programa
Nacional de Controle do Cancer, especialmente ao rastreio do cancer de colo uterino. Em
1984, na tentativa de oferecer servigos de saide a mulher, criou-se o Programa de Atencdo
Integral a Saude da Mulher (PAISM), que contribuiu com o inicio de exames preventivos de
rotina (Papanicolaou) nas consultas ginecoldgicas®®. Dois anos depois, foi langado o
Programa de Oncologia (PRO-ONCO) com o intuito de encontrar medidas significativas para
se conseguir o controle e a prevencdo do cancer de colo uterino. Foi entdo que se
determinou a faixa etdria e o intervalo de exames necessarios para a prevengao do cancer
cervical. Em 1988, com a criagdo do SUS — Sistema Unico de Salde — o Instituto Nacional
Contra o Cancer (INCA) absorveu o PRO-ONCO e assumiu a responsabilidade pela politica do
cancer no pais. Em 1996, um projeto-piloto (Viva Mulher) desenvolvido em Curitiba, Recife,
Distrito Federal, Rio de Janeiro, Belém e Sergipe colaborou com o desenvolvimento de
protocolos de padronizacdo de coleta de material e follow-up. Com o sucesso deste projeto,
o mesmo foi expandido para todo pais. No mesmo ano, 1988, foi criado o SISCOLO — Sistema

de Informacdo do Cancer de Colo do Utero — para monitorar as acdes desenvolvidas no
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controle do cancer cervical. Ja em 2005, voltada para o controle de cancer cervical e mama,
foi criada uma Politica Nacional de Aten¢do Oncoldgica (PNAO) atingindo setores de saude
estaduais e municipais. Entretanto, apesar de todos estes planos e programas, o Brasil ainda

apresenta altos indices de incidéncia e mortalidade do cancer cervical®.

2.6.4 Unidades Méveis do Hospital de Cancer de Barretos

O Hospital de Cancer de Barretos (HCB) iniciou as atividades de unidades modveis em
1994, com uma modesta unidade composta por uma enfermeira utilizando bicicleta e uma
"cama ginecoldgica” portatil. Posteriormente, outros veiculos substituiram a bicicleta e a
abrangéncia de trabalho das unidades méveis aumentou.

Atualmente, sdo dez unidades méveis (Figura 7) utilizadas para realizar mamografias e
coletar amostras citolégicas para o Teste de Papanicolaou, acomodados em 6nibus ou

caminhdes de grande porte, com ampla complexidade, autonomia e conforto.
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Figura 7 — Modelo de unidade madvel utilizada pelo Hospital de Cancer de Barretos. (Fonte:

Departamento de Engenharia do Hospital de Cancer de Barretos).

Duas unidades realizam ambos os exames, trés dedicam-se apenas ao teste de
Papanicolaou e outras cinco servem apenas as mamografias. Essas unidades viajam por
diferentes trajetos que incluem areas remotas das regides Centro-Oeste, Sudeste e Norte, e
representam uma fragdo significativa de mulheres que apresentam lesdes induzidas pelo

HPV no Brasil. Os Estados de Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo
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Paulo, Bahia e Rondbnia fazem parte da rota das unidades méveis. A prevenc¢do de cancer de
colo uterino com o uso dessas unidades compreende um universo de cerca de 26 mil
mulheres/ano (base 2012), entre as 400 cidades brasileiras assistidas (nos sete Estados
citados). Mulheres com teste citolégico anormal (ASC-H+) sdo rotineiramente recrutadas
para exames clinicos (colposcopia e/ou bidpsia), no Hospital do Cancer de Barretos ou
eventualmente encaminhadas para centros hospitalares préoximos as cidades visitadas.

Um dos alvos mais importantes nos estudos de HPV é a melhoraria dos programas de
rastreio regulares e qualifica-los para detectar precocemente as lesdes induzidas por HPV,
em mulheres das dreas atendidas pelas unidades modveis, e obter o segmento adequado e
tratamento desse grupo. Alguns testes de HPV DNA sdo Uteis e podem ser reprodutiveis em
areas remotas, podendo ser utilizados com desempenho satisfatdrio para identificacdo dos

HPVs de alto risco.
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil possui uma das regides mais pobres e carentes em termos de cuidados
médicos no mundo. Ha inuUmeras populagbes localizadas em regides localizadas em areas
rurais e remotas do pais, com deficiéncias criticas na assisténcia médica.

Associando-se a experiéncia do Hospital de Cancer de Barretos — Fundacdo Pio XIl em
Prevencdo de Cancer e a utilizacdo de unidades modveis na realizacdo dos programas de
rastreio, as mulheres destas areas deficientes poderdo ser beneficiadas com a implantacao
de um programa regular de rastreio qualificado e com potencial de melhoria das taxas de
deteccdo de lesGes induzidas pelo HPV, de forma a atendé-las e acompanha-las (follow-up)
adequadamente.

O teste molecular careHPV™ (Qiagen Inc., Gaithersburg, MD), demonstrou ser
facilmente reprodutivel e Gtil em dreas remotas, com excelente desempenho, sensibilidade
e especificidade para identificar HPV de alto risco. Trata-se de um teste diagndstico rapido,
confidvel e de baixo custo, que poderd apoiar uma intervencdo médica mais pragmatica,
juntamente com os exames de colposcopia e bidpsia.

Ainda ha uma descentralizacdo significativa das acdes de saude no pais, que deveriam
ser prioridade nos programas de rastreio, na tentativa de melhorar a detecgdao das lesbes
pré-malignas de uma populac¢do de risco.

A triagem, o diagnéstico e a abordagem terapéutica das mulheres atendidas nas
unidades méveis que assistem principalmente as areas rurais e remotas do Brasil poderao
dar a elas, talvez, uma oportunidade Unica de acesso ao sistema de saude e assim obter um
desfecho que se traduza na redugdo dos indices de mortalidade por carcinoma de colo
uterino.

A idéia central deste estudo foi avaliar a performance do teste molecular careHPV™
para ser utilizado como ferramenta de screening primario em algumas regiées do Brasil,
principalmente aquelas em que o sistema de saude é precdrio; através da utilizacdo das
unidades moveis, e discutir criticamente, a potencial utilidade deste método para detectar

lesGes de alto grau associadas ao Papillomavirus humano.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral
Avaliar o desempenho diagnéstico do teste careHPV™ em detectar HPV de alto risco
associado as lesdes do colo uterino em mulheres de populagdes de zonas rurais e remotas

brasileiras.

4.2 Objetivos Especificos

i. Comparar as frequéncias de HPV detectadas pelo teste careHPV™ em amostras
coletadas por profissionais de saude e por auto coleta;
ii. Avaliar o desempenho do teste careHPV™ em diferentes cendrios, em unidades fixa
e moveis, comparando-os com os resultados citolégicos e histopatoldgicos;
iii. Realizar a genotipagem dos HPVs das amostras positivas no teste molecular, das

amostras obtidas nas unidades moveis e fixa.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Desenho do estudo

Este é um estudo de intervencdo, prospectivo, realizado no periodo de Marco a
Dezembro de 2012. Dois tratamentos foram alocados aleatoriamente em mulheres
atendidas no consultério do Departamento de Prevencdo do Hospital de Cancer de Barretos;
e um tratamento foi realizado em mulheres que realizaram o exame nas unidades mdveis da
Instituicdo, envolvendo os Estados de Goids, Minas Gerais, Mato Grosso e Sdo Paulo.

Todas as mulheres participantes, maiores de 18 anos, receberam o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo A) especifico para esta pesquisa. O mesmo
foi assinado apds a concordancia em participar do estudo. Foi aplicado por profissional de
saude, individualmente, um questiondrio sdcio demografico estruturado, contendo
informacdes quanto ao uso de tabaco, anticoncepcional, nimero de filhos e parceiros ao
longo da vida (Anexos B e C). Em seguida foram encaminhadas ao consultério para a coleta
do material.

A coleta das amostras seguiu uma ordem previamente determinada: a primeira coleta
foi destinada para o teste molecular (preservada em meio careHPV™) e a segunda para o
teste citoldgico (preservada em meio SurePath®). As amostras foram devidamente
identificadas com a mesma sequéncia numérica em todo material coletado: amostras, TCLE,

formulario cito-patoldgico e questiondrio.

5.2 Populagdo e Amostragem
A coleta do material cérvico-vaginal seguiu uma ordem previamente determinada:

i. A primeira coleta foi destinada para o teste molecular (preservada em meio
careHPV™). As amostras cérvico-vaginais foram obtidas com a utilizacdo de uma
escova cOnica (Digene, Qiagen, Gaithersburg, MD, USA), conforme demonstrado
no Anexo D. A escova cobnica foi inserida no interior do frasco especifico,

imediatamente ap6s a coleta.
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ii. A segunda coleta foi designada para o teste de Papanicolaou (preservada em meio
SurePath ®). A amostra foi obtida do canal endo e ectocervical, por profissional de
saude, através da utilizacdo de uma escova citolégica Rovers Cervex-Brush Combi
(Rovers, Netherland) com haste removivel, sendo inserida no respectivo frasco,

imediatamente ap6s a coleta.

As amostras foram devidamente identificadas com a mesma sequéncia numérica em
todo material coletado: amostras, TCLE, formulario cito-patoldgico e questiondrio. Em todos
os cenarios de coleta, a segunda amostra foi obtida unicamente por profissionais de salde,

utilizando espéculo vaginal para coletar o material do canal endo e ectocérvico.

5.2.1 Etapa Ambulatorial

Para o tratamento realizado no consultério do Departamento de Prevencdo do
Hospital de Cancer de Barretos, identificado como “unidade fixa”, foram criados dois grupos
de coleta: auto coleta vs. coleta profissional. Os grupos foram igualmente randomizados

(Figura 8).

Citologia em Base Liquida Grupo Auto Coleta

L (SurePath) 1
- n=1.000
Randomizacéo (careHPV)w n= 2|-000 |—

n = 2.000 ]
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Figura 8 — Esquema de coletas executado na fase ambulatorial (“unidade fixa”).

A randomizacdo e a sequéncia numérica dos envelopes para o sorteio foram
executadas pelo Nucleo de Apoio ao Pesquisador (NAP) da Instituicdo; apenas o estatistico
responsavel teve conhecimento do conteudo no interior dos envelopes.

Participaram desta etapa do estudo, 2.000 mulheres, voluntdrias, maiores de 18 anos,
envolvidas no rastreamento oportunistico realizado na unidade fixa (T4). As participantes
foram informadas sobre o Papilomavirus humano (HPV), o cancer cervical, a importancia de
se detectar precocemente possiveis lesdes no colo uterino e sobre prevencdo do cancer
cervical. Apés estas informacgGes e a assinatura do TCLE, a participante retirou um envelope

na sequéncia numerada, que a direcionou para o grupo de coleta (auto coleta e/ou coleta
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profissional). E importante ressaltarmos que a profissional responsavel pela aplicagdo do
sorteio ndo tinha conhecimento do conteddo nos envelopes até o momento em que o
mesmo foi aberto pela mulher participante. No caso da auto coleta, a profissional instruiu a
mulher através de material ilustrativo (Anexo D), como a coleta vaginal deveria ser realizada
para o caso de ter sido selecionada para o grupo de auto coleta. Lembrando que, neste caso,
a profissional de saude ndo permaneceu no local em que a mulher realizaria o
procedimento. No caso do grupo cuja amostra foi coletada por profissional de saude, a
mesma explicou a participante como a coleta cervical seria realizada, semelhante a coleta
para o exame de Papanicolaou (endo e ectocérvice).

As amostras coletadas em meio careHPV™ foram entregues no Centro de Pesquisa em
Oncologia Molecular (CPOM) a responsavel pela pesquisa, para execu¢do das analises
estabelecidas. As amostras coletadas para citologia de base liquida (SurePath®) foram

encaminhadas para o Departamento de Patologia, para a rotina de andlise citopatolégica.

5.2.2 Etapa Unidades Moveis

Participaram desta etapa 3.079 mulheres, voluntarias, maiores de 18 anos,
participantes do rastreio oportunistico oferecido pelas unidades méveis T2, T3, T4 e T5 do
Hospital de Cancer de Barretos, que assistiram aos Estados de Goids, Minas Gerais, Mato
Grosso e Sdo Paulo.

Nesta etapa ndo houve randomizacdo do grupo de coleta, todas as amostras (teste

molecular e Papanicolaou) foram coletadas por profissionais de saude (Figura 9).

Coleta Profissional . .
* Coleta de material para analise

(careHPV) molecular
n=3.079

Citologia em Base
Liquida (SurePath) | e Coleta de material para analise
n=3.079 cito-patoldgica

Figura 9 — Coletas executadas na fase unidades moéveis.

As amostras em meio careHPV™, em um primeiro momento, foram analisadas na
propria unidade mével (T3), durante a permanéncia da responsavel pela pesquisa em dez

das 63 cidades visitadas pela unidade, sendo elas: Mineiros (GO), Portelandia (GO), Alto
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Araguaia (MT), Alto Gargas (MT), Alto Taquari (MT), Rondondpolis (MT), Pedra Preta (MT),

Guiratinga (MT), Sdo José do Povo (MT), Itiquira (MT); totalizando mais de 400 amostras

analisadas in loco (Figuras 10 — 12).

Figura 10 — Interior da unidade mdvel — A) montagem do equipamento no interior da

unidade mével. B) Realizagdo da andlise para deteccdo de hr-HPV.

Figura 12 — Equipe de trabalho na unidade mével. (A) Da esquerda para a direita: D. Creusa

(Enfermeira); Adriana (responsavel pela pesquisa); Lilian (Técnica Enfermagem) e Lidiane

(Técnica Enfermagem). (B) Eduardo (motorista). (C) Carlos Eduardo (Médico).
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Durante a realizacdo dos testes na unidade modvel, foram observadas algumas
dificuldades quanto a logistica do processo no geral, uma vez que o fluxo ideal seria entregar
o resultado do teste molecular no mesmo dia. No entanto, como o tempo de permanéncia
nas cidades era curto, fizemos uma “adaptacdo” no processo, onde criamos uma rotina de
andlise a cada dois dias. Dessa forma ndo houve prejuizo no atendimento as mulheres
previamente agendadas e tampouco a experiéncia de realizarmos o teste molecular no
interior da unidade mével. As demais amostras coletadas posteriormente foram
armazenadas adequadamente e entregues no CPOM a responsavel pela pesquisa e pelas
analises do material. O material coletado em base liquida foi encaminhado normalmente ao

departamento de Patologia da Instituicdo para analise citopatolégica.

5.3 Anadlises Laboratoriais

As amostras cérvico-vaginais em meio preservativo careHPV™ foram mantidas nas
seguintes condicdes:

) 15°C a 30°C: por duas semanas, e/ou

° 2°C a 8°C: por quatro semanas

° -20°C: por dois meses

As amostras cervicais em meio preservativo SurePath® foram mantidas no
departamento de Patologia em temperatura ambiente. O material restante das amostras

positivas foi mantido refrigerado entre 2°C a 8°C.

5.3.1 Teste HPV DNA

O teste molecular HPV DNA foi realizado com o kit de detec¢do careHPV™ (Figura 13),
capaz de detectar qualitativamente 14 tipos de HPV de alto risco (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, 66, 68). Na reacdo ocorre a denaturacdo das células cérvico-vaginais; com
uma hibridizagdao do RNA complementar e a captura dos anticorpos monoclonais revestidos
por microesferas magnéticas. Os hibridos nas esferas sdo detectados por uma solucdo de

fosfatase alcalina que entdo reage com o substrato quimioluminescente. Este ultimo
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reagente promove a emissdo de luz de acordo com as moléculas de fosfatase alcalina ligadas
ao alvo. Os resultados no sistema sdo expressos em unidade relativa de luz (RLU) e
comparados com a RLU do controle positivo (1pg/ml HPV16 DNA) — cutoff. A proporgdo

RLU/cutoff é indicativa de positividade, ilustrada na tela do controller (Figura 14)*.

'S “
(1) Transferéncia da amostra diretamente para a microplaca,
contendo o reagente denaturante.

(2) Adi¢do da sonda contendo RNA complementar.
|

(3) Adicdo de anticorpos monoclonais revestidos de
microesferas magnéticas — formacao do hibrido RNA-DNA.

(4) Adicdo da fosfatase alcalina — atua como um marcador do
complexo hibrido. Ocorre a formagdo dos anéis hibridos no
fundo da microplaca, quando acoplada na base magnética.

|

(5) Processo de lavagem manual.

(6) Adigdo do reagente quimioluminescente.

(7) Leitura da placa no luminémetro.

. v

Figura 13 — Fluxograma das reag¢des durante o processo de andlise das amostras cérvico-

vaginais realizadas com kit careHPV™.

Figura 14 — Imagem do resultado final na tela do controller do sistema careHPV™. O circulo
amarelo indica que a amostra é positiva para hr-HPV. Enquanto que, os circulos verdes

indicam que a amostra é negativa para HPV de alto risco. (Fonte: arquivo pessoal).
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5.3.2 Teste Papanicolaou

As amostras foram enviadas ao departamento de Patologia do Hospital de Cancer de
Barretos. A preparacao da lamina foi realizada por profissional treinado (citotécnicos), uma
vez que se trata da rotina do departamento. A leitura das laminas foi realizada através do
equipamento BD FocalPoint™ GS Imagin System — composto por BD FocalPoint™ Slide
Profiler e pelo BD FocalPoint™ GS Review Station (Becton and Dickinson Corp, USA), e
revisadas por médicos patologistas.

O Ministério da Saude do Brasil considera a citologia como método de escolha para
rastreio de cancer cervical. No estudo, estes resultados foram utilizados apenas como
método complementar. Os achados citoldgicos foram classificados segundo os critérios do

Sistema Bethesda .

5.4 Critério de Avaliagcao

As mulheres com resultado positivo no teste careHPV™ foram convocadas para
realizar exames complementares, como colposcopia e/ou bidpsia (se necessario) na
Instituicdo, e quando nao foi possivel comparecer, foram orientadas a procurar atendimento
na propria regiao.

As participantes do estudo foram informadas dos resultados do teste molecular,
guando negativos, através de carta (Anexo E) e, aquelas que tiveram seus resultados
positivos (Anexo F), foram convocadas por telefone para agendamento do retorno e
avaliacdo complementar. O resultado foi informado pelo médico, no momento da consulta,
para eventuais explicacdes ou questionamentos da participante. A condi¢do para convoca-
las foi o exame de HPV DNA positivo para presenca do virus de alto risco e/ou citologia

alterada (ASC-H ou mais), como mostrado na Figura 15.

Foram desenvolvidos trés modelos de padrdo-ouro para avaliacdo dos modelos de
screening propostos:
e GS1: Corresponde a bidpsia do colo. Se a biépsia ndo foi realizada durante a

colposcopia, o padrdo-ouro foi a colposcopia: livres de doenca (D(-)) se o padrdo
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colposcopico foi de normalidade ou sugestivo de LSIL; com doencga (D(+)) se o
padrdo colposcépico foi sugestivo de HSIL;

e (GS2: Corresponde ao padrdo-ouro GS1 e, nos casos em que nao se fez colposcopia,
mulheres com exames Pap(-) e HPV(-) foram consideradas livres de doencga (D(-));

e GS3: Corresponde ao padrdo-ouro GS1 e, nos casos em que ndao se fez
colposcopia, as mulheres com exame HPV(-) foram consideradas livres de doenca

(D(-)).

Mulheres Participantes
(18-85 anos)

Informagdes sobre o estudo

\ J
I
TCLE e Questionario
\ l J
- Citologia de base
[ careHPV™ test J [ liquida (SurePath®) J

I_l_I I

|
. . NILM a ASC/
[ Positivo ] [Nega‘uvo] [ AGC-US } [ > ASC/AGC-H ]

Colposcopia

Bidpsia
(se necessaria)

i
( Normal } NIC1 ’ [ >NIC2 ]

FIM

diretrizes nacionais

Tratamento de acordo }

\

Figura 15 — Fluxograma do critério de avaliacdo utilizado para convocacdo das mulheres

participantes do estudo.
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5.5 Identifica¢dao dos tipos de HPV
As amostras positivas para o teste careHPV™ foram selecionadas para identificacdo
dos tipos de HPV através do método Luminex. As amostras utilizadas foram mantidas a

temperatura de -80°C até o momento do preparo para extracdo do DNA.

5.5.1 Extracao de DNA

O DNA das amostras positivas mantidas em meio careHPV™ foi extraido através do kit
QIAmp MinElute Virus Vaccum (Qiagen Co), de acordo com o protocolo do fabricante: o
material cérvico-vaginal foi tratado com protease para lise celular, seguido da adicdo de
etanol. A protease, juntamente com o buffer AL (composto por guanidina) e um carrier de
RNA, agem para inativar as RNases. O processo de filtracdo inicia-se com a adicdo do
material tratado nas colunas, onde apds a primeira filtracdo, sdo adicionados os buffers de
lavagem e etanol novamente. Por fim, apds secagem da membrana na coluna de filtracdo, o
DNA foi eluido em buffer EB (10mM Tris-Cl, pH 8.5), para melhor conservagdo do DNA. O
DNA foi mantido em freezer -20°C.

A adicdo do dlcool no procedimento otimiza a ligacdo entre RNA viral e DNA na
membrana da coluna de filtracdo (silica-gel). Os tamp&es de lavagem atuam para remogdo

das impurezas.

5.5.2 Tipagem dos HPVs

A tipagem do DNA foi realizada no Centro de Investigacdo Translacional em Oncologia,
do Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo (ICESP). O material foi analisado através da
tecnologia Luminex (Luminex Corporation, TX, USA). Esta metodologia utiliza beads de
poliestireno (5.6.M) contendo dois diferentes fluoréforos em seu interior, e permite acoplar
sondas de oligonucleotideos. E possivel detectar simultaneamente 100 tipos diferentes de
HPV utilizando sondas tipo-especificas em uma Unica reacdo. Neste estudo, foram utilizadas
sondas para identificacdo de 21 tipos de HPV: i) baixo risco: 6, 11 e 70, ii) alto risco: 16, 18,
26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82.
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O protocolo foi realizado com a utilizacdo do Qiagen Multiplex PCR kit (Qiagen,
Dusseldorf, Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante: considerando uma
reagdo de 25pl, utilizou-se 10uL do DNA extraido. Foram efetuados 45 ciclos de
amplificacdo, de acordo com os parametros:

- Denaturagao: 30 segundos a 94°C
- Anelamento: 3 minutos a 63°C
- Extensdo (alongamento da cadeia): 90 segundos a 72°C.

O primeiro ciclo é precedido por 15 minutos de denaturagdo a 95°C e o ultimo ciclo é
estendido por 10 minutos de alongamento a 72°C. O controle negativo da PCR ndo continha
amostra de DNA, apenas os reagentes da reacao.

O produto de PCR foi denaturado e hibridizado com um conjunto de sondas tipo-
especifica. O material passa por etapa de lavagem com filtro, para remo¢do do DNA nao
hibridizado. Apds as etapas realizadas, o material foi analisado no Luminex 200 Reader
(Millipore), constituido de dois lasers que identificam o local das beads pela cor interna e
guantifica a fluorescéncia.

Foi utilizado um controle de quantificacdo de beta-globina para monitoramento da
gualidade do DNA molde. Quando nao obtido sinal positivo para alpha-HPV e beta-globina, a
amostra foi considerada inadequada. Aqueles casos em que o sinal positivo para alpha-HPV

ndo foi observado, porém a beta-globina foi detectada, foram considerados negativos.

5.6 Analise Estatistica

Para uma andlise estatistica adequada, um banco de dados foi criado com todas as
informacdes relevantes de cada uma das participantes do estudo e os resultados obtidos de
cada exame realizado. Toda andlise estatistica foi realizada através dos softwares para
computador IBM® SPSS® Statistics (Statistical Package for Social Sciences) versdo 20.1 para
Windows (/IBM Corporation, Route 100, Somers, NY 10589) e MedCalc® versdo 11.1 para
Windows (Broekstraat 52, B-9030 Mariakerke, Belgium).
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Inicialmente, os dados foram reunidos considerando as estatisticas descritivas, em
funcdo da média, desvio padrdo, minimo e maximo quartis para as varidveis quantitativas, e
em funcdo da frequéncia e porcentagem para as qualitativas.

Para as comparacdes de frequéncias e entre grupos com varidveis categéricas utilizou-
se o teste de Qui-quadrado (X%) ou o teste exato de Fisher, dependendo dos valores
esperados nas tabelas de contingéncia. O teste t de Student foi utilizado para comparar
médias entre os grupos e o teste exato de Fisher foi usado quando os pressupostos do teste
de Qui-quadrado ndo foram satisfatérios para a comparacdo dos grupos. Para relacionar
duas ou mais varidveis com desfecho dicotémico foi utilizada Regressao Logistica. Em todo
estudo foi considerada a significancia de 0,05.

Foram estabelecidos quatro possiveis modelos de screening para avaliacdo estatistica
dos resultados obtidos nas analises desenvolvidas no estudo:

a) Citologia ou teste hr-HPV positivos

b) Citologia e teste hr-HPV, ambos positivos

c) Somente a citologia alterada (ASC-H+)

d) Somente o teste hr-HPV positivo (careHPV™)

No total, 27 mulheres foram excluidas das analises por apresentarem histerectomia

(Figura 16). Entretanto, 17 destas mulheres obtiveram resultado positivo para HPV de alto

n=5.079

risco. ( Coleta de amostras J

‘ Unidade Fixa J

n=2.000

Unidade Mével
n=3.079

Grupo Auto Coleta
n =1.000

Grupo Coleta

Profissional ’
n =1.000 Amostra excluida
n=11
Amostra excluida Amostra excluida
n=6 n= 10
Grupo-Final Auto Grupo-Final Coleta .
_ Final
Coleta Profissional n=3068
n =994 n =990 e
Figura 16 — Fluxograma de exclusdo de amostras provenientes de mulheres com

histerectomia.
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5.7 Aspectos Eticos

As mulheres que concordaram em participar deste estudo foram previamente
informadas dos objetivos e das possiveis aplicagGes futuras oriundas dos resultados deste
projeto. Elas assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) — Anexo A,
especifico para este estudo, permitindo que as amostras coletadas fossem utilizadas nas
analises descritas. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de

Cancer de Barretos — Fundacdo Pio XlI, protocolo nimero 404/2010 (Anexo G).

5.8 Financiamento

Os kits para o teste careHPV™, bem como os equipamentos, meios de preservacao,
material de consumo e escovas para o teste molecular, foram fornecidos pela empresa
Qiagen® do Brasil..

A aluna teve suporte financeiro (bolsa-auxilio) do Instituto Nacional de Pesquisa e
Tecnologia em HPV (INCT — HPV) de S3o Paulo, através dos auxilios CNPg processo n@
573799/2008-3 e FAPESP processo n? 2008/57889-1, através. E processo CNPg n2
203348/2014-1, contemplado com bolsa de doutorado sandwich no exterior.

Os vials e insumos para citologia em base liquida SurePath” s3o rotineiramente
utilizados pelo hospital em suas unidades moéveis e nos consultérios do Departamento de

Prevencao da Instituicao.
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6 RESULTADOS

No total, foram coletadas 5.079 amostras cérvico-vaginais de mulheres com idade
entre 18 e 85 anos, para realizacdo das andlises propostas para detec¢cdo de HPV de alto

risco e andlise citoldgica entre os grupos e unidades de coleta.

6.1 Amostras ambulatoriais (unidade fixa)

Na unidade fixa — ambulatdrio de prevencdo do Hospital de Cancer de Barretos — 2.000
participantes foram envolvidas no estudo, divididas entre os dois subgrupos de coleta
previamente determinados, auto coleta vs. profissional.

A faixa etdria do grupo geral variou de 18 a 77 anos, com média de 46,3 anos
(SD=11,83). Ao considerarmos apenas grupo negativo e positivo para HPV de alto risco,
encontramos uma média de 45,8 e 38,4 anos, respectivamente. Dentre os subgrupos,
obtivemos a média de 44,5 anos para auto coleta e 45,6 anos para coleta profissional. Ao
analisarmos a diferenca de idade entre os subgrupos de coleta, foi encontrada diferenca
estatistica significativa pelo teste t-Student (p=0,034). Na tabela 1, estdo compilados os

dados da casuistica estudada, distribuidos por grupo de coleta.
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Tabela 1 — Distribuicdo dos dados gerais da populacdo estudada na unidade fixa, de acordo

com os grupos de coleta (Hospital de Cancer de Barretos, 2012).

Frequéncia [n(%)](”

Caracteristicas —
Grupo Auto Coleta  Grupo Coleta Profissional

Idade (anos) 994 990
>25 64 (6,4) 46 (4,6)
25-34 165 (16,6) 139 (14,0)
35-44 241 (24,2) 263 (26,6)
45—-54 325(32,7) 302 (30,5)
>55 199 (20,0) 240 (24,2)
Papanicolaou Prévio 978 981
Sim 942 (96,3) 946 (96,4)
N3o 36 (3,7) 35 (3,6)
Consumo de Tabaco 983 983
Sim 114 (11,6) 114 (11,6)
N3o 869 (88,4) 869 (88,4)
Uso de Anticoncepcional 979 976
Sim 165 (16,9) 158 (16,2)
Ndo 814 (83,1) 818 (83,8)
Numero de Filhos 986 985
Nenhum 146 (14,8) 132 (13,4)
1-3 717 (72,7) 735 (74,6)
4-6 107 (10,9) 109 (11,1)
>6 16 (1,6) 9(0,9)
Multiplos Parceiros® 952 936
N3o (apenas um) 576 (60,5) 569 (60,8)
Sim 376 (39,5) 367 (39,2)
Citologia 993 989
NILM 951 (95,8) 954 (96,5)
ASC/AGC-US 10 (1,0) 15 (1,5)
ASC/AGC-H 11(1,1) 3(0,3)
LSIL 17 (1,7) 16 (1,6)
HSIL 4 (0,4) 1(0,1)
Teste careHPV™ 993@ 989
Negativo 864 (87,0) 889 (89,9)
Positivo 129 (13,0) 100 (10,1)
Tipagem 105" 80"
Infecgdo Simples (apenas um tipo HPV) 13 (12,4) 15 (18,75)
Multipla infeccdo 92 (87,6) 65 (81,25)

(1) Foram desconsideradas da analise aquelas informagGes nado fornecidas pela participante.

(2) Considerados mais de um parceiro sexual ao longo da vida.

(a) Uma amostra insatisfatéria no teste, (b) Valor desconhecido em onze amostras. (c) Valor desconhecido em
cinco amostras. NILM = negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ASC/AGC-US = células escamosas/
glandulares atipicas de significado indeterminado; ASC/AGC-H = células escamosas/glandulares atipicas de
significado indeterminado, ndo se afasta lesdo de alto grau; LSIL = lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau;
HSIL = lesdo escamosa intraepitelial de alto grau.
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Dentre os resultados obtidos no teste careHPV™ para HPV de alto risco, foi encontrada
uma positividade de 11,5% (229). O teste de Qui-quadrado (X?) foi utilizado para comparar
frequéncias entre os grupos de coleta (auto coleta vs. profissional) para positividade de hr-
HPV: 13,0% (129) foram encontrado no grupo de auto coleta e outros 10,1% (100) no grupo
de coleta profissional. Os resultados foram estatisticamente significativos (p=0,044, teste
Qui-quadrado e 0,05 de significancia). Entretanto, os dados sugerem que os grupos de
coletas sdo semelhantes, apesar da diferenca estatistica apresentada. Observamos que a
maioria (96,4%) das mulheres que participaram do estudo realizou pelo menos um exame
preventivo (Papanicolaou) anteriormente e, ndo foi encontrada diferenca estatistica
significativa quando comparamos os grupos de coletas quanto ao numero de filhos, nimero

de parceiros, uso de tabaco e consumo de contraceptivos (p>0,05).

6.2 Amostras das unidades moéveis

Na etapa desenvolvida nas unidades moéveis, participaram 3.079 mulheres. A faixa
etaria deste grupo foi de 18 a 85 anos. A média de idade entre as mulheres envolvidas nesta
etapa foi de 46,3 anos (SD = 12,4). Em relagdo aos resultados negativo e positivo na analise
molecular, a média de idade foi de 46,9 e 41,0 anos, respectivamente. Essa diferenca
estatistica foi significativa pelo teste t de Student (p<0,0001). Dentre os resultados obtidos
no teste molecular careHPV™ para HPV de alto risco, encontramos 10,0% (307) de
positividade.

A tabela 2 mostra a distribuicao dos dados gerais da populagao estudada nas unidades
moveis. Observou-se que a maioria (94,5%) das mulheres que participaram do estudo, fez

pelo menos um exame preventivo (Papanicolaou) anteriormente.



Tabela 2 - Distribuicdo dos dados gerais da populacdo estudada na unidade moével

(Hospital de Cancer de Barretos, 2012).

Frequéncias [n(%)](”

Idade (anos) 3.068
>25 115 (3,7)
25-34 477 (15,5)
35-44 740 (24,1)
45 — 54 918 (29,9)
>55 818 (26,7)
Papanicolaou Prévio 3.059
Sim 2.927 (95,7)
N3o 132 (4,3)
Consumo de Tabaco 3.064
Sim 426 (13,9)
Nao 2.638 (86,1)
Uso de Anticoncepcional 3.060
Sim 545 (17,8)
Nao 2.515 (82,2)
Numero de Filhos 3.063
Nenhum 252 (8,2)
1-3 2.055 (67,1)
4-6 596 (19,5)
>6 160 (5,2)
Muiltiplos Parceiros Sexuais'? 3.034
N3o (apenas um) 1.779 (58,6)
Sim 1.55 (41,4)
Citologia 3.068
NILM 2.936 (95,7)
ASC/AGC-US 66 (2,2)
ASC/AGC-H 13 (0,4)
LSIL 38 (1,2)
HSIL 15 (0,5)
Teste careHPV™ 3.068
Negativo 2.761 (90,0)
Positivo 307 (10,0)
Tipagem 258@
Infecgdo Simples (apenas um tipo HPV) 84 (32,6)
Multipla infeccdo 174 (67,4)

(1) Foram desconsideradas da anélise aquelas informag¢des ndo fornecidas pela participante. (2)
Considerado mais de um parceiro sexual ao longo da vida. (a) Valor desconhecido em dez amostras.
NILM = negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ASC-US = células escamosas atipicas de
significado indeterminado; ASC-H = células escamosas atipicas de significado indeterminado, mas
ndo se afasta lesdo de alto grau; LSIL = lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau; HSIL = lesdo
escamosa intraepitelial de alto grau; AGC-US = células atipicas glandulares de significado
indeterminado; AGC-H = células atipicas glandular de significado indeterminado, mas ndo se pode
afastar lesdo de alto grau.

39
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Quando comparamos os resultados do teste molecular as varidveis sociodemograficas
idade, numero de filhos, multiplos parceiros e uso de contraceptivo oral, foi encontrada uma
diferenca estatistica significativa (p<0,001); entretanto, essa diferenca nao foi observada em

relacdo habito de fumar (p=0,148), pelo teste de Qui-Quadrado e 0,05 de significancia.

6.3 Desempenho do teste careHPV™ nos diferentes cendrios de coleta

6.3.1 Unidade Fixa

A maioria das mulheres hr-HPV positivas, em ambos os grupos de coleta, pertenciam
ao grupo de mulheres consideradas saudaveis (NILM) pela citologia. Na tabela 3 podemos
observar a relagdo entre os resultados da citologia com o teste molecular de acordo com o
grupo de coleta. Os valores encontrados diferiram estatisticamente (teste Exato de Fisher,

p<0,0001).

Tabela 3 — Resultados citolégicos associados aos resultados do teste molecular careHPV™,

na unidade fixa (Hospital de Cancer de Barretos, 2012).

Teste careHPV™

Grupo Auto coleta Profissional de Satde
Citologia Negativo(l) Positivo Valor p Negativo(” Positivo Valor p
NILM 89,1% (847) 10,9% (104) 91,3% (871)  8,7% (83)

ASC/AGC-US 60,0% (6)  40,0% (04) 80,0% (12) 20,0% (3)

ASC/AGC-H 54,5%(6)  45,5%(05) <0,0001®  66,7% (2) 33,3% (1)  <0,0001®
LSIL 17,6% (3)  82,4% (14) 25,0% (4) 75,0% (12)

HSIL 50,0% (2) 50,0% (2) 0,0% (0) 100,0% (1)

Total 87,0% (864) 13,0% (129) 89,9% (889)  10,1% (100)

NILM = negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ASC/AGC-US = células escamosas/glandulares
atipicas de significado indeterminado; ASC/AGC-H = células escamosas/glandulares atipicas de significado
indeterminado, mas ndo se afasta lesdo de alto grau; LSIL = lesdo escamosa intraepitelial de baixo grau; HSIL =
lesdo escamosa intraepitelial de alto grau.

(a) Teste Exato de Fisher, com 0,05 de significancia.

(1) Uma amostra foi excluida da anélise por apresentar resultado insatisfatério.



6.3.2 Unidades Mdveis

Nas unidades madveis, observou-se que 78,2% (240/307) das mulheres positivas para o

teste de hr-HPV foram consideradas pela citologia como mulheres saudaveis (NILM). A

tabela 4 apresenta a comparagao dos resultados obtidos no teste molecular em relagdo ao

diagnéstico citolégico.

Tabela 4 — Resultados citoldgicos relativos ao teste careHPV™ nas unidades moveis

(Hospital de Cancer de Barretos, 2012).

Teste careHPV™ Valor de p®
Negativo Positivo
NILM 91,8% (2696) 8,2% (240)
ASC/AGC-US 60,6% (40) 39,4% (26)
ASC/AGC-H 61,5% (08) 38,5% (05)
<0,0001
LSIL 44,7% (17) 55,3% (21)
HSIL 0,0% (0) 100,0% (15)
Total 90,0% (2761) 10,0% (307)

NILM = negativo para lesdo intraepitelial ou malignidade; ASC/AGC-US = células escamosas/glandulares
atipicas de significado indeterminado; ASC/AGC-H = células escamosas/glandulares atipicas de
significado indeterminado, mas ndo se afasta lesdo de alto grau; LSIL = lesdo escamosa intraepitelial de
baixo grau; HSIL = lesdo escamosa intraepitelial de alto grau.

(a) Teste Exato de Fisher, com 0,05 de significancia.

Como era esperado, os resultados citolégicos das unidades méveis e fixa mostraram

frequéncias distintas e significativas (p<0,05). A proporcdo de resultados negativos foi algo

semelhante, sem diferengas importantes; entretanto, houve maior frequéncia de alteragGes

citolégicas menores nas pacientes atendidas na unidade fixa do que aquelas nas unidades

moveis. Contudo, as lesdes de alto grau foram significativamente maiores nas mulheres

atendidas nas unidades moéveis, o que talvez reflita o isolamento dessas mulheres aos

centros de atendimento médico regular.
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6.3.3 Colposcopia e Bidpsia

Tanto na unidade moével quanto na fixa, todas as mulheres que tiveram citologia
alterada (ASC-H+) e/ou resultado do teste de hr-HPV positivo foram convocadas para
comparecer ao Departamento de Prevencdo do Hospital de Cancer de Barretos para
realizacdo dos exames complementares (colposcopia e/ou biopsia). Ao todo, 578 (11,4%)
mulheres corresponderam ao critério de avaliagao, conforme descrito previamente.

Para que nao houvesse comprometimento no atendimento, tanto na rotina do
departamento de Prevengdo, quanto as mulheres que foram inseridas no sistema devido a
pesquisa, um médico especialista foi exclusivamente destacado para realizar as referidas
colposcopias.

Dentre as participantes convocadas, 46,9% (271) compareceram para realizagdo dos
exames complementares (colposcopia), e destas, 53,5% (145) foram biopsiadas. Ao
dividirmos por unidade de atendimento (fixa ou modvel), obtivemos as frequéncias

apresentadas na tabela 5.

Tabela 5 — Frequéncias de comparecimento para os exames complementares,
relativo aquelas mulheres que tiveram citologia alterada e/ou teste de HPV positivo

(Hospital de Cancer de Barretos, 2012).

Unidade

Moavel Fixa

N total Profissional de Saude  Auto coleta Profissional de Satde

COLPOSCOPIA
Nzo® 307 66,6% (221) 36,4% (51) 33,0% (35)
Sim 271 33,4% (111) 63,6% (89) 67,0% (71)
BIOPSIA

Nzo® 126 40,5% (45) 51,7% (46) 49,3% (35)
Sim 145 59,5% (66) 48,3% (43) 50,7% (36)

(a) Mulheres que ndo comparecerem a consulta de follow-up.

A tabela 6 apresenta a distribuicdo dos resultados obtidos nos exames de colposcopia

e bidpsia nas mulheres que foram convocadas para realizar o follow-up.
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Tabela 6 - Distribuicao dos resultados obtidos nos exames complementares das mulheres
que foram convocadas de acordo com o critério estabelecido (Hospital de Cancer de

Barretos, 2012).

Unidade

Caracteristicas p -
Moavel Fixa

N Total Prof. de Saude Auto coleta Prof. de Saude

COLPOSCOPIA 271"

Dentro dos padrdes de 24,3% (27) 37,5% (33) 33,8% (24)
normalidade

Consistente com neoplasia de baixo 36,0% (40) 29,5% (26) 35,2% (25)
grau

Consistente com neoplasia de alto 7,2% (8) 5,7% (5) 4,2% (3)
grau

Insatisfatéria 32,4% (36) 27,3% (24) 26,8% (19)
BIOPSIA 145

Cervicite Croénica 40,9% (27) 39,5% (17) 34,3% (12)
NIC1 40,9% (27) 41,9% (18)  42,9% (15)
NIC2 7,6% (5) 4,7% (2) 5,7% (2)
NIC3/Carcinoma in situ 6,1% (4) 7,0% (3) 8,6% (3)
Carc. Espinocelular (CEC) 3,0% (2) 0,0% (0) 0,0% (0)
Carcinoma escamoso invasor 1,5% (1) 2,3% (1) 5,7% (2)
Sem atipias 0,0% (0) 4,7% (2) 2,9% (1)

(1) Um follow-up foi perdido. Ndo consta informac¢do de laudo da colposcopia no prontudrio da
paciente. (2) Uma das amostras analisadas obteve resultado insatisfatério.

Na unidade fixa, dentre os trés casos com resultados positivo para o teste de HPV e
citologia HSIL, uma das participantes convocadas (coleta por profissional de salude) nao
compareceu para seguimento. As outras duas tiveram colposcopia sugestiva para lesdao de
alto grau e na bidpsia foram diagnosticadas com carcinoma invasor e NIC3. As pacientes,
ambas realizaram auto coleta, tinham 25 e 48 anos, com colposcopia realizada em tempo
menor ou igual a 90 dias. As duas participantes que apresentaram citologia HSIL e HPV de

alto risco nao detectado no teste molecular tinham 50 e 64 anos, realizaram seguimento,
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com colposcopia insatisfatéria e dentro dos padrdes de normalidade, e bidpsia NIC1 e NIC3,
respectivamente. A colposcopia foi realizada com 333 e 64 dias.

No grupo das unidades moéveis, dentre os 15 casos de citologia HSIL e teste de hr-HPV
positivo, sete ndo compareceram nas consultas de seguimento. Aquelas que realizaram
colposcopia, quatro foram sugestivas de lesdo de alto grau, trés sugestivas de lesdo de baixo
grau e uma com avaliacdo dentro dos padrdes de normalidade. Na bidpsia, os diagndsticos
foram: dois casos de NIC1, dois NIC2, um NIC3, dois carcinoma espinocelular (CEC) e um
carcinoma invasor. A idade média destas pacientes foi de 37,6 anos, com colposcopia
realizada entre 55 e 118 dias.

Considerando-se que a maioria dos programas de screening é estabelecida com
mulheres acima dos 30 anos, fizemos um grafico comparativo (Figura 17), onde conseguimos
observar a frequéncia de mulheres com idade menor ou maior de 30 anos, a partir dos
resultados alterados obtidos nas andlises realizadas.
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Figura 17 — Distribuigdo de mulheres com idade menor ou maior a 30 anos, com resultados

alterados, dividas por grupo e unidade de coleta.
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6.4 Modelos de Screening e Gold Standard (GS)

Os modelos de screening mostraram diferentes performances conforme as estratégias
propostas anteriormente. Nas tabelas 7 a 9, é possivel observar os resultados obtidos em
relacdo a acurdcia dos testes utilizados, de acordo com o local de coleta e o rastreamento
utilizado a distribuicdo dos casos de acordo com o local da coleta e o rastreamento utilizado.
As figuras de 18 a 20 representam as curvas ROC de cada um dos modelos de screening

considerados, de acordo com cada um dos Gold Standards utilizados.



Tabela 7 — Analise de acuracia de acordo com o local da coleta e o tipo de rastreamento. Padrdo - Ouro GS1. (Hospital de Cancer de

Barretos, 2012).

Valor Valor
Padrao de Sensibilidade Especificidade AUC
Unidade/grupo de coleta preditivo positivo preditivo negativo
rastreamento (1C95%) (1C95%) (1C95%)
(1€95%) (1€95%)
Pap (+) ou HPV (+) NA NA 13,5% (7,4 — 22,0) NA NA

Movel/Profissional Saude

Fixa/ Auto coleta

Fixa/Profissional Saude

Pap (+) e HPV (+)
Pap (+)
HPV (+)

Pap (+) ou HPV (+)
Pap (+) e HPV (+)
Pap (+)

HPV (+)

Pap (+) ou HPV (+)
Pap (+) e HPV (+)
Pap (+)

HPV (+)

76,9% (46,2 — 95,0)
76,9% (46,2 — 95,0)
100,0% (75,3 — 100)

NA
75,0% (34,9 — 96,8)
87,5% (47,4 - 99,7)
87,5% (47,4 —99,7)

NA
11,1% (0,3 — 48,3)

44,4% (13,7 — 78,8)
66,7% (29,9 — 92,5)

75,9% (65,3 — 84,6)
65,1% (53,8 - 75,2)
10,8% (5,1 — 19,6)

NA
78,6% (67,1 —87,5)
68,6% (56,4 —79,2)
10,0% (4,1 - 19,5)

NA
85,2% (72,9 — 93,4)
72,2% (58,4 — 83,5)
13,0% (5,4 — 24,9)

33,3% (17,3 - 52,8)
25,6% (13,0 —42,1)
14,9% (8,2 — 24,2)

10,3% (4,5 - 19,2)
28,6% (11,3 —52,2)
24,1% (10,3 — 43,5)
10,0% (4,1 - 19,5)

14,3% (6,8 — 25,4)
11,1% (0,3 — 48,3)
21,1% (6,1 — 45,6)
11,32% (4,3 —23,0)

95,5 (87,3 — 99,1)
94,7 (85,4 — 99,0)
100,0% (66,4 — 100)

NA
96,5% (87,9 —99,6)
98,0% (89,2 — 100,0)
87,5% (47,4 —99,7)

NA
85,2% (72,9 - 93,4)
88,6% (75,4 — 96,2)
70,0% (34,8 - 93,3)

0,76 (0,62 —0,91)
0,71 (0,56 — 0,86)
0,55 (0,40 — 0,71)

NA
0,77 (0,59 - 0,95)
0,78 (0,63 —0,93)
0,49 (0,27 - 0,70)

NA
0,48 (0,28 - 0,68)
0,58 (0,37 - 0,79)
0,40 (0,18 - 0,62)

AUC: Area sob a curva ROC (area under the ROC curve).

1C95%: Intervalos de confianga de 95%.

NA:  Ndo avalidgvel porque mulheres com exames Pap (-) e HPV (-) ndo foram convocadas para colposcopia.

46



47

Tabela 8 — Analise de acuracia de acordo com o local da coleta e o tipo de rastreamento. Padrdo - Ouro GS2. (Hospital de Cancer de Barretos,

2012).

Unidade/grupo de coleta

Padrdo de

rastreamento

Sensibilidade
(1€95%)

Especificidade
(1c95%)

Valor
preditivo positivo

(1C95%)

Valor
preditivo negativo

(1C95%)

AUC
(1c95%)

Moével/Profissional Saude

Fixa/Auto coleta

Fixa/Profissional Saude

Pap (+) ou HPV (+)
Pap (+) e HPV (+)
Pap (+)

HPV (+)

Pap (+) ou HPV (+)
Pap (+) e HPV (4)
Pap (+)

HPV (+)

Pap (+) ou HPV (+)
Pap (+) e HPV (+)
Pap (+)

HPV (+)

100,0% (75,3 — 100)
76,9% (46,2 — 95,0)
76,9% (46,2 — 95,0)
100,0% (75,3 — 100)

100,0% (63,1 — 100)
75,0% (34,9 — 96,8)
87,5% (47,4 —99,7)
87,5% (47,4 —99,7)

100,0% (66,4 — 100)
11,1% (0,3 — 48,3)

44,4% (13,7 - 78,8)
66,7% (29,9 — 92,5)

97,0% (96,3 — 97,6)
99,3% (98,9 — 99,6)
99,0% (98,5 — 99,3)
97,3% (96,7 — 97,9)

92,4% (90,5 — 94,0)
98,4% (97,3 - 99,1)
97,6% (96,4 — 98,5)
93,1% (91,3 — 94,7)

94,2% (92,5 — 96,0)
99,1% (98,3 — 99,6)
98,4% (97,3 - 99,1)
94,9% (93,3 — 96,2)

13,5% (7,4 — 22,0)
33,3% (17,3 -52,8)
25,6% (13,0 —42,1)
14,9% (8,2 — 24,2)

10,3% (4,5 - 19,2)
28,6% (11,3 —52,2)
24,1% (10,3 —43,5)
10,0% (4,1 - 19,5)

14,3% (6,8 — 25,4)
11,1% (0,3 — 48,3)
21,1% (6,1 — 45,6)
11,3% (4,3 — 23,0)

100,0% (99,9 — 100)
99,9% (99,7 — 100)
99,9% (99,7 — 100)
100,0% (99,9 — 100)

100,0% (99,6 — 100)
99,8% (99,2 — 100)
99,9% (99,4 — 100)
99,9% (99,4 — 100)

100,0% (99,6 — 100)
99,1% (98,3 —99,6)
99,5% (98,7 - 99,8)
99,7% (99,0 —99,9)

0,99 (0,98 —0,99)
0,88 (0,74 — 1,00)
0,88 (0,74 — 1,00)
0,99 (0,98 - 0,99)

0,96 (0,94 - 0,98)
0,87 (0,69 — 1,00)
0,93 (0,79 — 1,00)
0,90 (0,77 — 1,00)

0,97 (0,96 —0,99)
0,55 (0,35 - 0,76)
0,71 (0,50 —0,93)
0,81 (0,62 —0,99)

AUC: Area sob a curva ROC (area under the ROC curve).

1C95%: Intervalos de confianca de 95%.

NA:  Ndo avaliavel porque mulheres com exames Pap (-) e HPV (-) ndo foram convocadas para colposcopia.
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Tabela 9 — Andlise de acuracia de acordo com o local da coleta e o tipo de rastreamento. Padrdo - Ouro GS3. (Hospital de Cancer de Barretos,

2012).

Unidade/grupo de coleta

Padrdo de

rastreamento

Sensibilidade
(1€95%)

Especificidade
(1c95%)

Valor preditivo
positivo

(1C95%)

Valor preditivo
negativo

(1C95%)

AUC
(1c95%)

Mével/Profissional Satde

Fixa/ Auto coleta

Fixa/Profissional Saude

Pap (+) ou HPV (+)
Pap (+) e HPV (+)
Pap (+)

HPV (+)

Pap (+) ou HPV (+)
Pap (+) e HPV (4)
Pap (+)

HPV (+)

Pap (+) ou HPV (+)
Pap (+) e HPV (+)
Pap (+)

HPV (+)

100,0% (75,3 — 100)
76,9% (46,2 — 95,0)
76,9% (46,2 — 95,0)
100,0% (75,3 — 100)

100,0% (63,1 — 100)
75,0% (34,9 — 96,8)
87,5% (47,4 —99,7)
87,5% (47,4 —99,7)

100,0% (66,4 — 100)
11,1% (0,3 — 48,3)

44,4% (13,7 - 78,8)
66,7% (29,9 — 92,5)

95,1% (94,2 — 95,9)
99,3% (98,9 — 99,6)
97,0% (96,3 — 97,6)
97,4% (96,7 — 97,9)

91,5% (89,5 — 93,2)
98,4% (97,3 - 99,1)
96,7% (95,3 — 97,7)
93,2% (91,4 — 94,7)

93,4% (91,6 — 94,9)
99,1% (98,3 — 99,6)
97,5% (96,3 — 98,4)
95,0% (93,4 — 96,3)

8,5% (4,6 —14,2)
33,3% (17,3 -52,8)
10,5% (5,2 — 18,5)
14,9% (8,2 — 24,2)

9,2% (4,1-17,3)
28,6% (11,3 —52,2)
18,4% (7,7 — 34,3)
10,0% (4,1 —19,5)

12,7% (6,0 —22,7)
11,1% (0,3 — 48,3)
14,8% (4,2 — 33,7)
11,3% (4,3 — 23,0)

100,0% (99,9 — 100)
99,9% (99,7 — 100)
99,9% (99,7 — 100)
100,0% (99,9 — 100)

100,0% (99,6 — 100)
99,8% (99,2 — 100)
99,9% (99,4 — 100)
99,9% (99,4 — 100)

100,0% (99,6 — 100)
99,1% (98,3 —99,6)
99,5% (98,7 - 99,8)
99,7% (99,0 —99,9)

0,98 (0,97 —0,99)
0,88 (0,74 — 1,00)
0,87 (0,73 — 1,00)
0,99 (0,98 - 0,99)

0,96 (0,94 - 0,98)
0,87 (0,69 — 1,00)
0,92 (0,79 — 1,00)
0,90 (0,77 — 1,00)

0,97 (0,95 - 0,98)
0,55 (0,35 - 0,76)
0,71 (0,50 —0,92)
0,81 (0,62 —0,99)

AUC: Area sob a curva ROC (area under the ROC curve).

1C95%: Intervalos de confianca de 95%.

NA:  Ndo avaliavel porque mulheres com exames Pap (-) e HPV (-) ndo foram convocadas para colposcopia.
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6.5 Tipagem dos HPVs

Dentre as 578 amostras selecionadas para seguimento, de acordo com o critério de
avaliacdo pré-estabelecido, foram analisados 515 (89%) DNAs extraidos das amostras
coletadas em meio careHPV™, nas duas unidades de coleta (fixa e mével). Um grupo de 22
(4,3%) amostras apresentou resultado inadequado na metodologia utilizada para
genotipagem, outro de 50 (9,7%) amostras obteve resultado negativo para os tipos
avaliados, e ambos foram excluidos das analises estatisticas. A tabela 10 apresenta a

distribuicdo geral dos resultados quanto a positividade e o tipo de infec¢do encontrada.

Tabela 10 — Distribuicdao dos resultados obtidos no teste de genotipagem de DNAs

(Hospital de Cancer de Barretos, 2012/ICESP/INCT-HPV, 2014-2015).

Frequéncias [n(%)]

Unidade
Mével Fixa
Prof. Saude Auto coleta Prof. Saude
Infec¢ao 443
HPV alto risco 369 86,4% (223) 77,1% (81) 81,3% (65)
HPV baixo risco® 2 0,4% (1) 0,0% (0) 1,3% (1)
HPV alto e baixo risco 72 13,2% (34) 22,9% (24) 17,5% (14)

(a) As duas amostras foram positivas para HPV-6.

As amostras negativas na genotipagem estavam distribuidas entre as duas unidades de
coleta, sendo 68,0% (34) na unidade movel e 32,0% (16) na fixa: 37,5% (6) no grupo de auto
coleta e 62,5% (10) no grupo da coleta profissional.

Todos os 21 tipos de HPV presentes na metodologia utilizada foram detectados na
anadlise. Considerando apenas os casos positivos para HPV, foi observada, no geral, infec¢do

por um Unico tipo de HPV em 25,3% (112/443) das amostras, duas delas por HPV de baixo
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risco (HPV 6). Entretanto, 74,7% (331/443) das amostras apresentaram multipla infeccéo,
qguer entre os tipos de alto risco ou quer dentre os HPVs de alto e baixo risco.

Dentre as amostras HPV positivas, os HPV-56 e HPV-51 foram os tipos mais comuns,
sendo detectados em 32,3% e 31,4% das amostras, respectivamente. O que representaria
cerca de 3,7% de positividade, se considerarmos a porcentagem de mulheres HPV positivas
encontradas neste estudo (11,5%). Em sequéncia, os tipos HPV-53 (20,5%), HPV-18 (18,5%),
HPV-58 (17,6%), HPV-52 (16,0%) e HPV-16 (15,6%) foram os mais frequentes. Se seguirmos o
mesmo raciocinio anterior, encontrariamos na realidade, uma prevaléncia de 2,35%, 2,12%,
2,02%, 1,84% e 1,80%, respectivamente. Em relacdo aos HPVs de baixo risco, o tipo HPV-6
foi detectado em cerca de 12,9% das amostras. Os tipos menos frequentes (<3%) foram:

HPV-70, HPV-11 e HPV-26.
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Figura 21 — Distribuicdo geral dos gendtipos de HPV detectados nas amostras cérvico-
vaginais. Os diferentes gendtipos estdo marcados no eixo “Y”, enquanto que a frequéncia

dos casos (apresentado em porcentagem) esta no eixo “X”.
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Quando analisamos os resultados da tipagem separadamente (Figura 23), temos uma
configuracdo ligeiramente diferente, entretanto, os tipos HPV-56 e HPV-51 permanecem

entre os mais prevalentes.
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Figura 22 — Distribuicdo do gendtipo de infec¢do genital por HPV, de acordo com o grupo e a
unidade de coleta. Os diferentes gendtipos de HPV estdo marcados no eixo “Y”, enquanto

que a frequéncia dos casos (apresentado em porcentagem) esta no eixo “X”.

Na unidade fixa, os trés casos encontrados com resultados positivo para o teste de

HPV de alto risco e com lesdo de alto grau na citologia, a infec¢do por hr-HPV foi confirmada
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pela genotipagem (com multipla infecgdo). No grupo das unidades méveis, os 15 casos de
citologia HSIL e teste de hr-HPV positivo foram genotipados, sendo dois casos negativos, um
inadequado e outro identificado com infeccdo por HPV de alto e baixo risco. Os demais

foram positivos para HPV de alto risco, e a maioria com multipla infec¢do.
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7 DISCUSSAO

7

Os resultados observados neste estudo mostram claramente que o teste careHPV™ é
factivel de ser executado em condi¢Oes adversas de comodidade e grandes complexidades
laboratoriais. Na populacdo estudada, foi observada uma positividade geral de 10,6% para
HPV de alto risco; e 11,5% e 10% das amostras cérvico-vaginais, avaliadas nas unidades fixa e
moveis, respectivamente. Dados consistentes com outros estudos brasileiros que

86, 87-89

demonstraram positividade de 9,7% a 10,5% de prevaléncia Entretanto, nossos

achados foram ligeiramente inferiores aos encontrados em estudos prévios, com uma

% 2% 2 % porém, nosso grupo de mulheres, n3o representa

prevaléncia de 13 a 15
necessariamente, a populacdo rural e remota do Pais.

Os testes de HPV baseados em DNA (como o careHPV™) ou RNA tém sido indicados
para o rastreio de mulheres com risco de cancer cervical, devido a alta sensibilidade, baixa
subjetividade, simplicidade e melhor reprodutibilidade, exercendo vantagens significativas
guando comparados a citologia. Dessa forma, o teste de HPV DNA pode melhorar a deteccao
das lesdes precursoras do cancer cervical % & 789112728592 Nasse contexto, procuramos
avaliar um teste simples e confidvel, para exames de auto coleta ou ndo, na tentativa de
verificar o potencial do mesmo para ser utilizado em areas remotas e de poucos recursos no
Brasil. Uma vez que esta metodologia permite as duas formas de coleta (vaginal ou cervical),
oferecendo uma maior flexibilidade, viabilidade e aceitacdo da mulher para realizar o teste,
podendo entdo, abranger um maior nimero da populacdo feminina. Em nosso estudo, o
teste careHPV™ demonstrou uma alta performance em detectar lesGes de alto grau, visto
gue os 15 casos da série de amostras das unidades méveis foram positivos para este teste, e
apenas duas mulheres na unidade fixa, com citologia alterada de alto grau, foram negativas
para o teste de HPV. Nestes dois casos, a colposcopia foi insatisfatdria e normal, com
diagndstico na bidpsia de NIC1 e NIC3. Nas diferentes estratégias elaboradas, o teste
molecular teve performance melhor que o teste de Papanicolaou isolado, superando nossas
expectativas em identificar lesdes de alto grau. O fato do teste careHPV™ ter sido
desenvolvido para locais de baixa renda e dreas remotas, e apresentar uma alta

sensibilidade na identificacdo de mulheres com lesdes cervicais, nos encoraja a avaliar a
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implantacdo de testes moleculares de HPV como “easy to perform” nos programas de
rastreio do cancer cervical em locais pouco desenvolvidos.

A infeccdo por HPV em mulheres jovens em sua maioria é transitéria. Por outro lado, a
persisténcia do HPV de alto risco em mulheres acima dos 40 anos de idade esta associada ao
desenvolvimento do cancer cervical, uma das principais causas de mortes por cancer entre
mulheres brasileiras” °3. Nesse contexto, o teste de HPV DNA serviria para otimizar o rastreio
primario de lesGes precursoras do carcinoma invasor de colo uterino em populacdes de
mulheres acima dos 30 anos, e também em d4reas de poucos recursos, conforme

94,95.12,% Ao criarmos um cutoff entre o nimero total de

preconizado por estudos anteriores
mulheres participantes do estudo, com idade inferior ou superior a 30 anos, observamos
que 89,3% (4.511/5.052) delas pertencem ao grupo de mulheres acima dos 30 anos. Esse
grupo de mulheres com mais de 30 anos representa 73,3% (393/536) das amostras
infectadas, bem como a maioria das mulheres que obtiveram lesGes de alto grau
comprovadas por colposcopia e bidpsia.

Referente aos dados citoldgicos da populagdo geral de estudo, 8,8% (427/4.841) das
mulheres sem malignidade (NILM) e 36,7% (33/90) das mulheres ASC-US+ apresentaram
resultado positivo no teste de HPV. Nos casos com citologia alterada, 39,3% (11/28)
daquelas com citologia de ASC/AGC-H, 66,7% (47/71) daquelas que apresentaram citologia
alterada de neoplasia intraepitelial de baixo grau (LSIL), 90% (18/20) das participantes com
neoplasia intraepitelial cervical de alto grau (HSIL) foram positivas no teste molecular de hr-
HPV. Dados compativeis com estudos realizados no Brasil®" 1%, Entretanto, dentre as
mulheres convocadas para exame colposcépico, pouco mais da metade delas compareceu
ao exame complementar. Alguns guidelines recomendam follow-up para mulheres com
citologia ASC/AGC-US e teste de HPV negativo'® ', Esta é uma das limitaces do presente
estudo, uma vez que o grupo de mulheres com citologia de normal (NILM) a ASC/AGC-US e
teste de hr-HPV negativo ndo foram convocadas para colposcopia e ndo realizaram bidpsias,
e dessa forma, pode-se dizer que ndo seria possivel determinar a sensibilidade do teste. Em
um estudo canadense foi encontrado 0,6% dos casos NIC2+ em mulheres com citologia e
teste de HPV ambos negativos ”’. Em nosso estudo, esse grupo representa cerca de 89% das
mulheres participantes. Se ajustarmos os dados obtidos, inserindo um método de bias de

verificacdo, a sensibilidade do teste estaria superestimada e a especificidade, subestimada.
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Em relagdao ao grupo total das participantes convocadas para seguimento, houve uma
taxa de 53,3% (308/578) de abstencdo para o exame de colposcopia e/ou bidpsia,
correspondente a 35,1% (86/245) e 66,7% (222/333) nas unidades fixa e movel,
respectivamente. O tempo de espera entre o teste de HPV e a colposcopia foi em média de
228,4 dias para realizacdo do exame, com um intervalo de tempo variando entre 3 e 497

103 & Meevasana (2014)*® demonstraram que a correlacdo entre o

dias. Saayman et al (2013)
diagnédstico final, citologia e colposcopia, ndo difere significativamente em relacdo ao
intervalo de tempo, seja realizado antes ou depois de 180 dias. Algumas lesbes invasivas
podem ser detectadas pelo teste de HPV quando perdidas na citologia. O teste molecular
tem diversas aplicacdes, incluindo o auxilio em diagndsticos incertos de mulheres que
precisam ser encaminhadas para colposcopia. Fakokunde et al (2008)*® observaram que
mulheres com colposcopia realizada apds 6 meses tinham menos tendéncia a tratamentos
ou desenvolver lesdes quando comparadas aos grupos examinados em um intervalo menor.
Nosso estudo demonstrou que a citologia e o teste de HPV juntos, melhoram a
especificidade dos resultados e a probabilidade de detectar lesGes severas induzidas por
HPV. Dentre as mulheres que foram biopsiadas, encontramos o diagndstico final sem atipias
ou com NIC1, NIC2+ e CEC/Carcinoma invasor em 82,7%; 13,2% e 2,8%, respectivamente.

Dados relativamente similares ao encontrado por Meevasana et al (2014)104

, que
descreveram ter obtido diagnésticos de 73,70%; 24,78% e 1,52% nos mesmos grupos
descritos acima.

A discordancia entre o exame de Papanicolaou e a colposcopia pode resultar em um
diagndstico mais ou menos agressivo do que quando comparados a diferenca entre
colposcopia e a bidpsia. O intervalo de tempo entre a citologia e a colposcopia pode variar
na pratica, especialmente porque em diversos paises, como no Brasil, os exames de

63, 103
. Ao

colposcopia sdo limitados ou sobrecarregados no sistema de saude publica
considerarmos os casos de lesdo intraepitelial cervical, elas podem regredir (baixo grau) ou
evoluir (alto grau) durante o intervalo de tempo para realizacdo do exame de colposcopia. E
este tempo, pode ocasionar na paciente um estado de ansiedade maior pelo fato de ter
conhecimento sobre a alteracdo citoldgica em seu exame preventivo, bem como pelo

estresse em realizar a colposcopia’®* 1%,
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Encontramos nos quatro modelos de interpretacdo das performances dos testes
variacGes bastante interessantes de serem analisadas devido as diferengas nas estratégias
avaliadas. Independentemente das andlises propostas, o teste de HPV e citologia, quando
combinados, oferecem alta sensibilidade, especificidade e valor preditivo negativo (VPN),
mas reduzido valor preditivo positivo (VPP). Mesmo isoladamente, o VPP ¢é
significativamente baixo, inferior a 50%, o que parece limitar os testes moleculares
disponiveis e as qualidades relacionadas a baixa frequéncia de teste falso-negativo, o que
nao é mal cendrio se considerarmos que a baixa sensibilidade é uma das principais fraquezas
do exame citolégico, mas certamente, é um parametro que vai requere mais indicacdes aos
exames colposcépicos.

O desempenho do teste careHPV™ tem sido avaliado em diversos estudos,
apresentando uma sensibilidade alta ao considerarmos a simplicidade de execucdo, porém
uma especificidade menor quando comparado a citologia de base liquida e a inspecdo visual

12, 21—24. Essa

com acido acético (VIA) para detectar lesdes intraepiteliais de alto grau (NIC 2+)
menor especificidade pode ser explicada pelo fato da presenca do HPV de alto risco nao
estar, necessariamente, associada as lesdes de alto grau78.

Diversas pesquisas tém confirmado que o teste de HPV tem apresentado desempenho
superior a citologia como método primario de rastreio, para detectar lesGes NIC2+
(neoplasia intraepitelial cervical 2 ou mais) reduzindo assim, a incidéncia e a mortalidade da

12, 8L, 82 pelativo a performance diagndstica do careHPV™ em nosso estudo, a

doencga
premissa de deteccdo de lesdes de alto grau foi corroborada, mostrando que o teste
molecular apresentou dados semelhantes ou melhores em sensibilidade e valores preditivos
negativo e positivo dentre as diferentes estratégias adotadas. Estudos que avaliaram a
mesma metodologia encontraram uma variagao na sensibilidade do teste de 81,4% a 83,8%
em auto coleta e de 84,2% a 97% em coleta profissional, entre amostras com lesdo NIC2+ ou
NIC3+'%%, A acurdcia do teste careHPV™ foi calculada pela area sob curva ROC
(apresentadas nas figuras 18 a 20), e demonstrou claramente vantagens sobre as estratégias
de screening propostas. E, mesmo quanto a especificidade, tradicionalmente melhor para a
citologia, o teste careHPV™ teve desempenho considerdvel, e dentre as opgoes

apresentadas, o GS1 foi o que demonstrou resultados mais préximos a nossa realidade. E os

demais, foram estratégias extrapoladas. O fato de a especificidade ser notavelmente menor
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nas amostras realizadas por auto coleta, pode ocorrer pelo fato de a mulher ndo conseguir
chegar a regido do colo do Utero com o dispositivo utilizado, como descrito em alguns
estudos anteriores™ > 1%,

Os indices de desempenho confirmam claramente a eficiéncia do teste em detectar
lesdes de alto grau, com notavel especificidade e sensibilidade e valores preditivos
negativos, seja o teste isolado ou associado a citologia’’. A acurcia do teste careHPV™
demonstrou vantagens nas estratégias propostas. Em geral, cerca de 2 a 5% das mulheres
submetidas aos programas de rastreio do cancer cervical possuem classificacado citolégica de
ASC-US. Uma boa parte destes resultados evolui para uma lesdo de baixo grau (LSIL)*** %8,

Na avaliacgdo do questiondrio aplicado, os achados sociodemograficos nao
demonstraram uma associacdo estatisticamente significativa entre a positividade para hr-
HPV e o uso de tabaco, nimero de filhos, parceiros sexuais e uso de anticoncepcional na
populacdo analisada. Esses dados nos mostram também que o sistema de randomizacao
utilizado na unidade fixa foi realizado de forma adequada.

Em relacdo a genotipagem realizada nas amostras positivas para o teste molecular,
utilizando o préprio material do careHPV™, a prevaléncia foi dos tipos HPV-56, HPV-51, HPV-
53, HPV-18, HPV-58, HPV-52 e HPV-16, com detecgdo em 32,3%, 31,4%, 20,5%, 18,5%,
17,6%, 16,0% e 15,6%, respectivamente. Estudos Canadenses demonstraram uma detec¢ao
de 1 a 7% do HPV-56 em pacientes NIC2 e NIC3 ** ™% Em um estudo retrospectivo realizado
na Bahia, cerca de 14% das mulheres com lesao de alto grau e 18% com lesao de baixo grau
foram identificadas com infeccdo por HPV-16 e HPV-56'''. Esses dados diferem
substancialmente da maioria dos estudos disponiveis que colocam o HPV-16 E HPV-18 como
os mais prevalentes na populacgo geral ">, Essas prevaléncias podem ser computadas as
diferencas possiveis de serem observadas regionalmente, ou mesmo as limitacGes das
tecnologias utilizadas para identificagdo de HPV. Entretanto, alguns estudos demonstraram a
prevaléncia dos tipos HPV-52, HPV-56 e HPV-58 em associacdo com lesdes NIC2+ **> 11,
Assim como, a possibilidade de que esses tipos seriam mais comumente encontrados em
paises em desenvolvimento™’.

Para que a rotina com careHPV™ nas unidades méveis do Hospital de Cancer de

Barretos fosse totalmente aplicavel, seria necessaria a presenca de um médico-colposcopista

nas unidades em que o equipamento estivesse instalado, a rotina de visita nas cidades
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deveria ser em tempo suficiente para a andlise do material coletado, para que tornasse
possivel assistir adequadamente, aquelas mulheres em que a infecgdo é presente, realizando

de forma verdadeira, a proposta "detectar e tratar”.
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8 CONCLUSOES

8.1 Geral
O teste molecular careHPV™ apresentou uma alta performance diagnéstica para
deteccdo de HPV e, uma correlacdo diagndstica notavel de 90% dos testes positivos nas

lesGes de alto grau, comprovadas histopatologicamente.

8.2 Especificas

i. Os exames coletados por profissional de salde e os obtidos por auto coleta,
apresentaram valores similares de positividade para HPV de alto risco, com 10,1%
e 13,0%, respectivamente;

ii. Considerando ambas as unidades de coleta, o desempenho do teste careHPV™ foi
bastante significativo, pois a maioria das mulheres sem infeccdo por hr-HPV
foram classificadas como livres de lesdo cervical pela citologia (NILM). Dentre as
mulheres hr-HPV positivas convocadas e submetidas a bidpsia, 16% delas foi
diagnosticada com lesdo NIC2+;

iiii. Considerando os trés cendrios de coleta, os dez tipos de HPV genotipados mais
comuns foram semelhantes; porém diferente quanto a frequéncia, com
predominio do HPV-56 nas coletas por profissional de saude e HPV-51 na auto

coleta.
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ANEXOS

Anexo A — Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Espago para etiqueta
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOR de identificacdo do

TiTULO DO ESTUDO: careHPV™ — Teste de Captura Hibrida em Unidade exame
Moével para Melhoria do Programa de Rastreio do Cancer Cervical em Areas
Rurais e Remotas Brasileiras

Pesquisadores Responsdveis: Adriana T. Lorenzi e Adhemar Longatto Filho. Local: Hospital de Cancer de
Barretos — Fundacdo Pio Xll e Unidades Modveis da Instituicdo.

EXPLICACAO DO ESTUDO: Vocé estd sendo convidada para esse estudo que fard um exame que poderd
diagnosticar se vocé tem ou ndo o virus do HPV (Papilomavirus humano). Este virus é transmitido através da
relacdo sexual, pode infectar os drgdos genitais e provocar, em alguns casos, cancer de colo uterino. Para saber
se vocé tem o ndo o virus, realizaremos um exame, parecido com o Papanicolaou (exame preventivo). Dessa
forma, conseguiremos encontrar as mulheres infectadas antes que aconte¢a o cancer. Se vocé aceitar
participar do estudo e assinar esse documento, serd coletada uma amostra da secre¢do do seu colo uterino
através de uma pequena escova especifica para o estudo. Apds esta coleta, serd realizado o exame de
Papanicolaou como de costume, que ird nos ajudar a concluir o diagndstico. Use o tempo que for necessario
para decidir se vocé quer ou ndo participar deste estudo. O médico do estudo e a equipe conversardo como
vocé sobre a ndo participacdo neste estudo, se for o caso. OBJETIVO DO ESTUDO: testar um novo equipamento
(chamado careHPV™) cujo funcionamento é bastante conhecido pelos médicos ha vérios anos, chamado
Captura Hibrida, mas que identifica o HPV de forma mais simples e rapida. PROCEDIMENTOS: cerca de 5 mil
mulheres participardo do estudo e fardo os dois tipos de exame (careHPV™ e Papanicolaou). Para participar do
estudo vocé ndo pode ter tido relagdes sexuais (mesmo com camisinha), utilizado ducha ou medicamentos
vaginais dois dias antes do exame. Também ndo pode estar menstruada, pois a presenca de sangue pode
alterar o resultado. Vocé serd questionada se deseja ou ndo participar do estudo, e em caso positivo,
respondera algumas questdes sobre sua vida geral, sexual e ginecoldgica. Para realizar o exame, serd coletada
uma pequena quantidade da secre¢do do colo uterino, em sala privativa e/ou banheiro da sala de coleta,
utilizando uma pequena escova que sera introduzida na vagina. Havera duas formas de coleta de amostras
realizada no Ambulatério do Hospital de Cancer de Barretos: pela auto coleta e a coleta realizada pela
profissional de saude. No ambulatério, a escolha de qual forma serd feita a coleta sera através de um sorteio
no momento da consulta. No caso da auto coleta, vocé sera orientada pela profissional de saide sobre a forma

correta de introduzir a escova na vagina, até que ndo entre mais, girar a escova por 3 vezes, retira-la e
introduzi-la no frasco com liquido especial, e entregue a profissional de saude. Nas Unidades Moveis, havera
apenas a coleta pela profissional de saude. No caso da coleta ser feita pela profissional de saude (que
acontecera no ambulatério e nas unidades moveis da instituigdo), essa profissional introduzird a escova no
canal vaginal até o colo uterino, girara a escova por 3 vezes, vai retira-la e introduzi-la no frasco com liquido
especial. Apds este exame, como de costume, a mulher terd seu exame de Papanicolaou realizado pela
profissional de satide. DESTINO DOS MATERIAIS BIOLOGICOS: O exame para pesquisa do HPV sera realizado
no Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Cancer de Barretos, e o exame de Papanicolaou
sera analisado pelo Laboratério de Anatomia Patoldgica do Hospital de Cancer de Barretos. Depois de todas as
andlises realizadas, e as informagGes deste termo obtidas, toda sobra de material serd guardada no Centro de
Pesquisa em Oncologia Molecular desta instituicdo e podera ser utilizada em outros estudos cientificos que
envolvam analises de células do colo uterino. Caso o material venha a ser utilizado em outro estudo, uma nova
autorizagdo sera solicitada ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos. DESCONFORTOS
E RISCOS: durante o exame poderd ocorrer algum desconforto como uma pressdo na vagina, semelhante ao da
coleta tradicional do Papanicolaou. Também podera haver um sangramento muito pequeno, que logo cessara
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espontaneamente. Se vocé sentir dor (o que ndo é comum), avise a profissional de salde e ela interrompera o
exame. BENEFICIOS: vocé podera se beneficiar por participar deste estudo uma vez que se for identificado HPV
vocé serd avisada e acompanhada pela equipe médica do Hospital de Cancer de Barretos. Nosso objetivo é
evitar que vocé desenvolva qualquer ferida grave no colo uterino que possa virar tumor. Outras mulheres
também poderdo se beneficiar por esse estudo se os resultados no final forem bons. A prevenc¢do do cancer do
colo uterino podera melhorar caso este estudo mostre que o teste aplicado é eficiente para diagnosticar
infeccdo por HPV e prevenir o desenvolvimento do cancer. LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE SIGILO: a
sua participagdo neste estudo é voluntdria. Vocé pode aceitar participar do estudo e depois desistir a qualquer
momento. Isto ndo tirard nenhum direito do seu tratamento e assisténcia neste hospital mesmo que o teste
mostre a presenca do HPV. Durante todo o estudo e mesmo depois que terminar, quando os resultados deste
estudo forem publicados em revistas cientificas, a sua identidade serd guardada em segredo, ndo sendo
revelada para ninguém e em nenhum lugar. ALTERNATIVAS: vocé ndo precisa participar deste estudo para
fazer exames de prevengdo do cancer de colo de Utero. J& existe o exame de Papanicolaou, que tem sido
utilizado na rotina dos hospitais no Brasil. Se vocé ndo aceitar participar do estudo, vocé podera fazer somente
este exame de rotina. INTERRUPGAO DO ESTUDO: este estudo podera ser interrompido pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos, que o aprovou, caso existam razées de seguranga que exijam a
interrupgdo imediata do estudo. CUSTOS, RESSARCIMENTO E INDENIZAGAO: a participacdo neste estudo ndo
terd custos para vocé. Todos os custos relacionados com o estudo serdo pagos pelo Hospital de Cancer de
Barretos e pela empresa Qiagen Brasil. Também ndo haverd qualquer tipo de pagamento devido a sua
participacdo. Se vocé sofrer algum dano como resultado da sua participacdo nesse estudo, o Hospital de Cancer
de Barretos sera responsavel por lhe dar tratamento integral. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, vocé ndo esta perdendo nenhum direito, inclusive o de obter indeniza¢gdo por dano a sua saude,
caso isto venha acontecer. ESCLARECIMENTOS ADICIONAIS, CRITICAS E RECLAMACOES: a qualquer momento
vocé pode pedir novos esclarecimentos, fazer criticas e reclamagdes sobre este estudo através dos seguintes
contatos: Pesquisador principal: Adhemar Longatto Filho — telefone (17) 3321-6600, ramal 7075. Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos - telefone (17) 3321- 6600, ramal 6894.

AUTORIZACAO DA PACIENTE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Depois de ter recebido explicagcbes detalhadas e claras sobre o estudo e ter esclarecido todas as minhas
duvidas, EU, , decido que participarei
deste estudo na condicdo de voluntaria e concordo com o uso do material coletado do meu colo do Utero para
fins deste estudo cientifico e de outros que possam surgir no futuro nesta instituicdo. Estou ciente que
receberei um TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO original assinado e datado, e outra via
original sera guardada nos arquivos do meu médico do estudo.

Data: / / Nome e

assinatura da voluntdria ou representante legal
Data: / / Nome e assinatura

do responsavel por explicar e obter este consentimento



Anexo B — Questionario aplicado na unidade fixa

HOSPITAL Questionario Projeto careHPV — Amostras Ambulatério
DE CANCER DE

BARRETOS

Colar aqui a etiqueta

com nimero do exame

E FUMANTE?

FAZ USO DE CONTRACEPTIVO ORAL?

NUMERO FILHOS

NUMERO DE PARCEIROS AO LONGO DA VIDA

Numero do envelope retirado: careHPV™

Nome da Paciente:
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Anexo C — Questionario aplicado nas unidades méveis

HOSPITAL Questionario Projeto careHPV — Amostras Unidades Méveis

BARRETOS
Colar aqui a etiqueta
com nimero do exame.
QUESTAO: SIm NAO

E FUMANTE?

FAZ USO DE CONTRACEPTIVO ORAL?

NUMERO FILHOS

NUMERO DE PARCEIROS AO LONGO DA VIDA

Nome da Paciente:




Anexo D — Material ilustrativo utilizado no grupo de auto coleta

PROCEDIMENTO DE AUTOCOLETA - AMBULATORIO

1. Lave bem as mdos com dgua e sabdo antes de iniciar o
procedimento.

para cima (como mostra a figura). Cologue o frasco em uma
i Lo o & Tampa
superficie lisa, préximo a vocé. CUIDADO para ndo derramar Frasco —= e

2. Destampe o frasco e coloque a tampa com a parte interna =
o liquido.

3. Com sua mio dominante (a mao que utiliza para escrever),

segure a extremidade pléstica da escova e deixe as cerdas )

(cabega) da escova voltada para vocé. (Como na figura) /
Ponta da
escova

4. Com a outra mao, abra cuidadosamente a parte externa da (cerdas)

vagina (como na figura) e insira cuidadosamente a ponta

das cerdas da escova na abertura vaginal.

5. Segure a escova firme e reta. Introduza devagar a escova
dentro da vagina, empurrando para dentro, naturalmente;
sem forcar. Se ndo entrar facilmente, dé um giro na escova,
de forma delicada, para a direita ou esquerda. Se sentir dor
prolongada ou um maior desconforto, pare e fale com a
técnica de enfermagem.

6. Continue introduzindo a escova até sentir que a escova ndo

entra mais (resisténcia). Uma vez encontrada a resisténcia,
segure suavemente a escova no local, gire-a em circulo
completo (sem retirar a escova do local, como na figura), e
repita o procedimento por 3 vezes. (Girar como se estivesse
dando corda em um reldgio).

7. Retire a escova da vagina. Coloque ponta da escova (cerdas) dentro
do tubo coletor até tocarem o fundo. Entregue o frasco e a tampa
para a técnica de enfermagem para que ela possa retirar a haste e
tampar o frasco adequadamente. Cuidado para ndo derrubar o frasco
e nem contaminar a tampa.
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Anexo E — Carta-resposta enviada a participante com resultado negativo no teste de hr-HPV

Fundacdo Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos

DE CANCER DE
\ BARRETOS

Fundagso Pio Xil

O HOSPITAL DO AMOR

Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular

Prezada Senhora:
Data de Nasc.:
Exame:

Gostariamos de agradecer sua participagdo na pesquisa que vem sendo realizada nesta instituicdo
para o rastreamento do virus HPV de alto risco (subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
e 68), conhecido por provocar infecgdes no colo do uUtero que, quando ndo tratadas de modo
adequado, pode vir a desenvolver o cancer de colo do Utero.

Apds o exame para rastreio do HPV de alto risco da amostra coletada no dia DD.MM.AAAA,
informamos que seu resultado revelou-se NEGATIVO.

7

Mesmo que a pesquisa para o HPV seja negativa, é muito importante que o exame de
Papanicolaou seja realizado pelo menos uma vez ao ano como forma de prevengdo do cancer de
colo uterino.

Visite seu médico GINECOLOGISTA periodicamente.

Atenciosamente,
Equipe de pesquisa em HPV

Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular
Hospital de Cdncer de Barretos — Fundagdo Pio Xl



78

Anexo F — Carta-resposta enviada a participante com resultado positivo no teste de hr-HPV

Fundacdo Pio XIl — Hospital de Cancer de Barretos

§ DECANCERDE |
\ BARRETOS

Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular

Fundago Pio Xil

Prezada Senhora:
Data de Nasc.:
Exame:

Gostariamos de agradecer sua participagdo na pesquisa que vem sendo realizada nesta Instituicdo
para o rastreamento do virus HPV de alto risco (subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
e 68). Informamos que o exame para detecgdo do HPV de alto risco realizado em DD.MM.AAAA
revelou-se POSITIVO.

Esse resultado indica a necessidade de avaliagdo adicional através de exame de COLPOSCOPIA para
se investigar a presencga de possiveis alteragées causadas pelo HPV no colo uterino. A senhora
recebera convocagdo para comparecer no Hospital de Cancer de Barretos para realizar os exames
necessarios.

A qualquer momento vocé pode pedir novos esclarecimentos, fazer criticas e reclamacgdes sobre este
estudo através dos seguintes contatos: Pesquisador principal: Adhemar Longatto Filho e/ou Adriana
T. Lorenzi — telefone (17) 3321-6600, ramal 7075/7094. Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Cancer de Barretos - telefone (17) 3321-6600, ramal 6894.

E muito importante que a senhora faga o acompanhamento solicitado pelo médico responsavel do
departamento de Prevengdo do Hospital de Cancer de Barretos, para que o receba de forma
adequada, conforme necessario e indicado pelo médico.

Visite seu médico GINECOLOGISTA periodicamente.

Atenciosamente,

Equipe de pesquisa em HPV
Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular
Hospital de Céncer de Barretos — Fundagdo Pio Xll
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Anexo G — Carta de aprovacdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa

N
/HosPITAL |
N~ CEP

Comité de Etica em Pesquisa

Para: Jose Humberto Tavares Guerreiro Fregnani

De: Dr. Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

Data: 18/03/2011

Projeto de Pesquisa: 404/2010

Prezado (a) Senhor (a),

Venho, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Pio XII -
Hospital de Cancer de Barretos aprovou a resposta as pendéncias ao projeto 404/2010 “CareHPV
teste de captura hibrida na Unidade Mével pode melhorar o programa de rastreio do cincer

cervical em Rural Brasileira e dreas remotas”.

Atenciosamente,

.///7/'

Dr. Renato José Affonso Junior
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
Hospital de Céncer de Barretos

Rua Antenor Duarte Villela, 1331 - B. Dr. Paulo Prata - Barretos — SP CEP 14784-400 - CNP) 49, 150.352/0001-12
Tel. 17 33216600 R, 6894 - cep@hcancerbarretos.com.br
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* High-risk HPV was tested in careHPV™ methodology.
* HPV test self-sampled material is useful for cervical cancer screening.

ARTICLE INFO ABSTRACT
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Available online 21 July 2013 worldwide and 50% of the total cervical cancer deaths occurred in developing countries. Here, a new methodology

to support a cervical cancer screening program was evaluated in women from various Brazilian regions.

Keywards: . - Methods. Two thousand women aged 18-77 years were enrolled in an opportunistic cervical cancer screen-

Human papillomavirus 5 : ; i : - = .

Corvical Ciices ing program and were randomized into self-vaginal or health professional-guided cervical sampling groups. The

Self-sampling Qiagen careHPV™ test was performed on all samples. Pap tests were performed on all women using liquid-based

Molecular test cytology.

Sereening Results. Positive hr-HPV results were obtained in 12.3% (245/2000) of women; similar rates were observed in
self- or health professional-collected samples. Eighty-nine percent (1719/2000) of cervical cytologies classified
as normal were negative to hr-HPV. Among the cytological samples, 36.6% classified as ASC-US + were positive
to hr-HPV, 78.8% were LSIL and 75.0% were HSIL.

Conclusions. Self-sampled and health professional-sampled vaginal/cervical specimens did not differ in their
rates of detection of hr-HPV. Therefore, HPV DNA testing in self-sampled vaginal cells is an alternative to primary
screening in low-resource settings.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
Introduction lack appropriate screening programs. Consequently, 85% of cases

Cervical cancer (CC) is a well-known disease worldwide and re-
mains a critical public health issue in developing countries that
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and 50% of deaths due to CC occur in developing countries, particularly
in the poorest regions. Most Brazilian regions have dramatic indexes of
mortality: CC is the second most common cancer among Brazilian
women, with mortality rates estimated to be more than 10,000 deaths
annually and more than 17,000 new cases occurring each year [1,2].
Human papillomavirus (HPV) infections are prevalent worldwide.
Persistent hr-HPV infection is the single main risk factor for the devel-
opment of premalignant and malignant cervical lesions [3]. HPV causes
virtually all cases of cervical cancer [4]. Cervical cancer screening
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programs are tailored to optimize the identification of precursor lesions
of cervical cancer, thereby contributing to reduction of the associated
mortality. Cervical cancer develops over a long period of time (approx-
imately 20 years from the initial HPV infection to the onset of invasive
cancer), which allows for preventive actions. [5]. A combination of
HPV testing with liquid-based cytology screening has been demonstrat-
ed to improve the algorithm to protect women against CC. HPV DNA
testing is considered to be the most efficient tool to screen women at
risk for cervical diseases because of the higher sensitivity in comparison
to the cytology examination [6-8]. This superior sensitivity prevents the
high rates of false-negative results usually associated with cytological
examination. As the cytology demands very qualified skill and stringent
internal quality control system, HPV test could be an alternative to op-
timize the cervical screening programs in countries or regions where
the cytology test is not feasible to be implemented.

Recently, a new molecular HPV DNA test (careHPV™) was developed
to detect 14 of the main hr-HPV strains (16, 18, 31, 33, 34, 39,45, 51,52,
56, 58, 59, 66 and 68) in low-resource or technically poor settings. The
careHPV™ system does not require electricity or flowing water and pro-
vides results for up to 90 samples in a total of 4 h. The test is portable and
can be performed under suboptimal laboratory conditions and in very
small spaces. Moreover, the test is a user-friendly and reproducible
system that encompasses a few easy steps [9]. In comparison with the
performance of the conventional Pap test, HPV DNA testing is more sen-
sitive, practical and analytically objective [5,10,11]. Despite the lower
positive predictive value of self-sampled HPV DNA testing compared
with cytology, a recent study [12| demonstrated that notable HPV results
improved the detection of CIN2 + in developing countries, particularly in
settings with poor human and technology resources. The sensitivity of
HPV DNA testing is fundamental for women with limited access to tradi-
tional screening. We anticipated that this HPV test could be an excellent
option for primary screening in many regions of Brazil. The objective of
this study was compare the careHPV™ test results from self-sampling
and health professional collection specimens.

Methods
Study design

This study was performed between March and December 2012 at
the ambulatory wing of the Cancer Prevention department of Barretos
Cancer Hospital (BCH), Barretos, S3o Paulo, Brazil. Women were ran-
domized into two groups: vaginal self-sampling vs. cervical health pro-
fessional sampling. Sequentially numbered envelopes were prepared by
a statistics department member of this institution (BCH) to guarantee
adequate randomization. None of the professionals who implemented
the randomization or done the sample collection knew the content of
the envelops (if the samples were self-sampled or collected by profes-
sionals health) or the results of the other tests. This study was registered
in Clinical Trials (no. NCT01539668).

Ethics

All women received a patient information sheet explaining the study
and provided written consent. The eligible women were invited and
number registered to participate. Approvals were obtained from the
BCH Research Ethic Committee.

Subjects and specimen collection

The study enrolled 2000 volunteer women in an opportunistic
screening at BCH. Eligible women were older than 18 years. Participants
were informed about the HPV test, CC, the importance of early detection
and cervical cancer prevention and the study objectives. After signing
the informed consent form, each woman picked up an envelope in the

number sequence that provided information about the study group. If
she was sorted for self-sampling, a well-trained professional instructed
the woman with anillustrative cartoon concerning how to take the vag-
inal sample without professional intervention; alternatively, the study
nurse collected a standard cervical sample if the woman was referred
to the professional sampling group.

Sample collection

The first sample collected was for hr-HPV diagnosis using the
careHPV™ test. A conical-shaped brush (Qiagen, Gaithersburg, MD,
USA) was used to take the vaginal specimen: the woman inserted
the brush head into the vagina up to 10 cm, rotated it (clockwise)
three times before removal and placed the brush immediately in a
careHPV™ medium tube (QIAGEN, USA), which was delivered to
and capped by the study personnel. The health professional
interviewed the women in both groups to complete a structured
questionnaire with socio-demographic information.

Pap test collection and preparation

A second specimen was collected for cervical cytology by a well-
trained professional using a Rover's cytobrush with a removable brush
head (Rover's, Holland). An endocervical and an ectocervical canal sample
were placed immediately in SurePath® (Becton Dickinson, USA). Speci-
mens were sent to the BCH Pathology Department, Barretos, S3o Paulo,
Brazil, and then were analyzed and classified using the BD FocalPoint™
Slide Profiler. The specimens were reviewed by a cytotechnician, and al-
tered cases (ASC-US +) were revised by a cytopathologist.

HPV DNA test

HPV DNA analysis was performed at the BCH Oncology Molecular
Center, Barretos, So Paulo, Brazil, using the careHPV™ test, which com-
prises an in vitro nucleic acid hybridization assay with signal amplifica-
tion using microplate chemiluminescence for the qualitative detection
of 14-h HPV types (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 and
68) in cervical specimens [13].

Women were informed by letter about their results if they were HPV
negative or were recalled to follow up if they were HPV positive.
Women who tested positive for hr-HPV and/or with cytology ASC-H +
were referred for colposcopy and/or biopsy (if necessary).

Statistical analysis

The sample size calculation was based on the principle of an equiva-
lence clinical trial, in which the new intervention and the standard one
are equally effective. The prevalence rate of HPV infection was supposed
to be around 10-15% in a low-risk population. Considering an alpha
error of 5%, beta error of 10% and clinical acceptable margin of 5% be-
tween self-sampling and professional sampled groups, the sample size
has been estimated from 756 to 1071 subjects in each arm [14].

Statistical analysis was accomplished using the computer software
[BM® SPSS® Statistics (Statistical Package for Social Sciences) version
20.1 for Windows (IBM Corporation, Route 100, Somers, NY 10589).
Chi-squared ( ¥°) test was used to compare frequencies among groups.
Student's t-test was used to compare means between groups, and
Fisher's exact test was used when the j* test was not sufficient for
group comparison. In all tests, p values less than 0.05 were considered
to be statistically significant.

Results
A total of 2000 women aged 18-76 years were tested for hr-HPV

using the careHPV™ test by either self-sampling or sample collection
by a health professional. Two hundred forty-five specimens (12.3%)
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Table 1
Comparison between the careHPV™ test, collection group and the valid socio-demographic women questionnaires.
careHPV™ test Source
Positive pvalue Self-sampling Health professional pvalue
Age (years)
18-29 28.2% (66) <0.0001 55.1% (129) 44.9% (105) 0.051
30-39 17.3% (60) 53.6% (186) 46.4% (161)
>40 8.4%(119) 48.3% (685) 51.7% (734)
Parity
None 23.6% (66) <0.0001 52.5% (147) 47.5% (133) 0.645
1-2 10.9% (113) 49.6% (513) 50.4% (521)
>2 9.5% (64) 49.3% (332) 50.7% (341)
Sexual partners
1 8,5% (98) <0.0001 50.3% (577) 49.7% (571) 0.800
2-3 16.9% (81) 51.3% (245) 487 (233)
>3 19.1% (53) 48.7% (135) 51.3% (142)
Tobacco use
Yes 13.4% (31) 0.587 49.8% (115) 50.2% (116) 0.970
No 12.2% (213) 49.9% (874) 50.1% (877)
Contraceptive use
Yes 21.3% (69) <0.0001 50.9% (165) 49.1% (159) 0.708
No 10.6% (175) 49.8% (820) 50.2% (827)

One unsatisfactory molecular test.

tested hr-HPV positive; 96.4% of women who participated in this trial
declared that they have at least one Pap test before the study, and
most reported only one lifetime sexual partner. No differences were ob-
served between the collection groups (self or health professional)
regarding variables such as parity, number of sexual partners, contra-
ceptive and tobacco use (p > 0.05; ¥° test) (Table 1). However, when
we considered the careHPV™ results, differences between the collection
groups were observed concerning the variables. Eleven percent of valid
questionnaires included smokers; among them, 13.4% were positive for
hr-HPV infection. In the non-smoking population, 12.2% were positive
for the molecular hr-HPV test. Regarding contraceptive use, 16.45% of
the participants used contraceptives; among them, 21.3% were positive
for hr-HPV. Among the women who did not use contraceptives, 10.6%
were positive for the molecular hr-HPV test (p < 0.0001; f test). Re-
garding parity and the number of sexual partners, statistically signifi-
cant differences were also found.

A slightly higher frequency of hr-HPV positive results was observed
in the self-sampling group compared with the professionally sampled
group (13.5% (135) versus 11% (110), respectively), but these results
were not statistically significant (p = 0.087). The mean age was slightly
increased in the professional collection group (45.6 years), whereas
that in the self-sampling group was 44.5 years (p = 0.034; Student's
t-test).

Considering the cytological results, 10.5% of the non-relevant alter-
ation (NILM) samples were positive for hr-HPV in the molecular test.

In four HSIL cases, three (75%) were hr-HPV positive. Additionally, 26
of 33 LSIL (78.8%) cases were positive for the careHPV™ test. Most
(89.5%; n = 1719) of the women with NILM cytological results tested
negative on the HPV molecular test (Table 2).

Discussion

HPV infection is a highly common sexually transmitted infection
among young women, but it is mostly transitory. Conversely, the persis-
tence of hr-HPV in women older than 40 years is associated with cervi-
cal cancer development. hr-HPV is the main cause of death by cancer
among Brazilian women [5,11]. Currently, molecular HPV testing is in-
dicated for screening women who are at risk for cervical lesion develop-
ment because of its higher sensitivity, decreased subjectivity and better
reproducibility compared with cytology [8-10]. Self-sampling is an im-
portant tool to test women for HPV infection, particularly in developing
countries or remote areas, where it is possible to send such women kits
with brushes, medium collection supplies and illustrative instructions.
This option is relatively inexpensive and may benefit women who
may not otherwise have access to the health system [15,16]. Indepen-
dent of the HPV test used, generally, self-collected samples have similar
frequencies of HPY DNA to samples collected by a health professional
[17]. Our results endorse this premise because no difference was ob-
served between collection procedures. Because careHPV™ is affordable
and can be used in various settings with various collection samples, we

Table 2
Cytological results relative to careHPV™ test.
careHPV™ test* Source®
Negative Positive pvalue Self-sampling Health professional pvalue
NIM 89.5% (1719) 10.5% (201) 49.9% (958) 50.1% (963)
ASC-US+ 63.4% (26) 36.6% (15) 53.7% (22) 463% (19)
1SIL 212%(07) 78.8% (26) <0.0001 51.5% (17) 48.5% (16) 0.738
HSIL 25.0%(01) 75.0% (03) 75.0% (03) 25.0% (01)
Total 87.7% (1753) 12.3% (245) 50.0% (1000) 50.0% (999)

The statistical test used to evaluate the groups was 4, considering 0.05 of significance.

NILM = negative for intraepithelial lesion or malignancy; ASC-US + = atypical squamous cells of undetermined significance; ASC-H+ = atypical squamous cells of undetermined
significance—cannot exclude high-grade lesion; AGC-US+ = atypical glandular cells of undetermined significance; AGC-H+ = atypical glandular cells of undetermined significance—
cannot exclude high-grade lesion; LSIL = low-grade squamous intraepithelial lesion; HSIL = high-grade squamous intraepithelial lesion.

*It was excluded of the statistical data analysis two samples with unsatisfactory results {(one careHPV™ test and one liquid-based cytology).
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studied 2000 women subjected to careHPV™ analysis and found a pos-
itive hr-HPV reaction in up to 12% of them. The important point to em-
phasize is that these women live mostly in rural areas of Sdo Paulo state
and other states of the Brazilian federation, where regular medical assis-
tance and medical facilities are scarce. However, the fraction of women
we studied may not properly represent the rural population of Sdo
Paulo State. We therefore sought to test a simple and reliable HPV test
in self- and non-self-collected samples to verify its potential use in
rural remote areas and low-resource settings of Brazil.

Considering the socio-demographic findings, no association was
found between hi-HPV positivity and tobacco use in either arm of the
analysis (molecular results or collection group). Concerning parity, sex-
ual partners and contraceptive use, no association with collection group
was found. These data could be used to illustrate an adequate and homo-
geneous randomization system. However, these variables showed an as-
sociation with hr-HPV positivity, as illustrated in Table 1. With these
data, we hypothesize that our situation involves younger women,
most of whom are contraceptive users and have fewer children. In
other words, newer social and professional behaviors could increase
the rates of hr-HPV infection in this population.

The performance of the careHPV™ test has also been evaluated in
a large study conducted in China. Its accuracy was similar to that of
another molecular test (Hybrid Capture II, Qiagen)[9]. The careHPV
™ test had a higher sensitivity but a lower specificity compared
with liquid-based cytology and visual inspection with acetic acid
(VIA) to detect CIN2+, as described in the Chinese study. This
lower specificity of the careHPV™ test can be explained by the fact
that the presence of hr-HPV is not necessarily associated with a
high-grade lesion [10]. However, in our study, only one HSIL cytolog-
ical case was not found to be hr-HPV-positive using the molecular
test. Conversely, 26 of 33 LSIL cytology (78.8%) cases were found to
be hr-HPV positive using the molecular test. This end point raises
an important question regarding careHPV™ sensitivity, which differs
from that observed in other studies [9].

The careHPV™ test is expected to be commercially available in devel-
oping countries in the future. The results of HPV screening for cervical
cancer combined with those of the Chinese study of the new hr-HPV
test indicate that HPV testing is appropriate as a primary screening ap-
proach in low-resource settings for women who are at least 30 years of
age [9,18]. Moreover, several lines of evidence have confirmed that
HPV testing is superior to cytology as a primary technical method for
screening.

In conclusion, the results presented herein demonstrate that self-
collection of vaginal samples is equivalent to cervical sampling for
HPV DNA detection and can be used in primary cervical cancer
screening.
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( Abstract

This review tackles the issues related to disease burden caused by cervical cancer (CQ) and its precursor (CIN)
lesions in Brazil. A special focus is given to new technologies with potential to interfere with the development of
CC by reducing the high-risk human papillomavirus (hr-HPV)-induced lesions that remain a major public health
burden in all developing countries where organized screening programs do not exist. Globally, 85 % of all incident
CC and 50 % of CC deaths occur in the developing countries. Unfortunately, most regions of Brazil still demonstrate
high mortality rates, ranking CC as the second most common cancer among Brazilian women. Recently, CC screening
programs have been tailored in the country to enable early detection of CC precursor lesions and thereby reduce cancer
mortality. A combination of HPV testing with liquid-based cytology (LBC) seems to be a promising new approach in CC

screening, with high expectation to offer an adequate control of CC burden in this country.
Keywords: Cervical cancer, HPV DNA test, Molecular diagnostic techniques, Cancer screening, Pap test

Introduction

Short overview on human papillomavirus (HPV)

Human papillomavirus (HPV) is a non-enveloped small
(8000 bp) DNA-virus with circular double-stranded DNA,
showing a specific tropism for human epithelial cells both
in the skin and mucous membranes [1, 2. Since the 19707,
evidence has been emerging causally linking HPV with dif-
ferent human neoplastic lesions. Until now, 200 HPV types
have been fully characterized, comprising both i) cutaneous
HPV types causing benign clinical manifestations known as
skin warts (papilloma), ii) mucosal HPV types inducing be-
nign papilloma, intraepithelial neoplastic and invasive can-
cer in the anogenital mucosa as well as in the respiratory
(sinonasal, larynx, trachea, bronchus) and upper digestive
tract (oral mucosa, oropharynx, esophagus) [3]. Of all
HPV-associated malignancies, cervical cancer (CC) is un-
doubtedly the most important causing significant morbidity
and mortality worldwide [3—5]. Given this plurality of HPV
lesions in different anatomic sites, HPV types inducing
asymptomatic or transient infections may use distinct
strategies for transmission and propagation within the
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epithelium, and also for their interactions with the im-
mune system [6].

HPYV is the causal agent, necessary for the development
of CC, and identified in practically all cases when highly
sensitive detection methods are used. Cancer development
is associated with HPV persistence that leads to cellular
transformation, disease progression to precancerous le-
sions and, if uninterrupted, to an invasive cancer [7, 8].

HPV types infecting genital mucosa (in both genders)
are subdivided into high-risk (hr) and low-risk (Ir) groups.
This classification is based on established epidemiological
evidence on their association with benign, precancerous
and cancer lesions. The hr-HPV are 16, 18, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 56, 58 and 59; whereas the Ir HPVs include 6,
11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 and 81. It is now obvious
that both hr- and Ir-HPV infections do occur in different
anatomic sites, inducing either benign, premalignant or
malignant lesions [3, 5, 6, 9].

Human papillomavirus life cycle

The HPV life cycle is intimately linked with the pro-
grammed differentiation process of stratified squamous
epithelia (cutaneous and mucosal), starting from the
undifferentiated cells of the basal layer, capable of con-
tinuously dividing, and progressing through highly spe-
cific cellular events towards fully matured keratinocytes

2 - © 2015 Lorenzi et al. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License
() B]omed Centra‘ (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided the original work is properly credited. The Creative Commens Public Domain Dedication waiver (http//
creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated
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(on epithelial surface). In principle, HPV life cycle has
three major phases. First, infectious virions access the
basal layer through a micro-lesion, forming a virus reser-
voir where the viral genome is conserved as a low—copy
number episomal form within the infected cell. Second,
the viral genome replication occurs, whereby host cell
DNA and the infected cells are divided into daughter cells,
which can persist in the basal and parabasal layers and
proceed to the division, or move and initiate the differenti-
ation process. In the latter, activation of the late (L) gene
expression and vegetative viral DNA amplification begin.
This amplification leads to synthesis of a huge number of
viral copies [6, 10, 11]. During hr-HPV infections, degrad-
ation of p53 and inhibition of pRb proteins by E6 and E7
viral proteins, respectively, promotes infected cell prolifer-
ation. These events are a critical determinant of the neo-
plastic grade, E6 and E7 expression levels being high in
CIN 3 and low in CIN 1 lesions [4, 6, 12, 13].

Recent insights into HPV infections

HPV infection is most easily transmitted in sexual inter-
course, and the risk is higher in women with an early onset
of sexual activity (due to higher exposure to the virus) as
well as in those with impaired immunity [14—-16]. Cervical
intraepithelial neoplastic (CIN) and CC have been causally
linked with HPV infection, which is considered the neces-
sary prerequisite for the malignant transformation [17].
Virus entry is considered to take place in the basal cells of
the squamous epithelium, specifically at the cervical trans-
Sformation zone (TZ), where squamous epithelium meets
the glandular epithelium of the endocervical canal. HPV-
induced cell transformation is mediated by the viral E6
and E7 oncoproteins interfering with the cell cycle regula-
tors of the host cells, starting at the basal cells layer and
gradually extending to the full epithelial thickness [9, 18].
Once the infection is well established, the HPV genome
is present as extra-chromosomal elements (episomes)
in the nucleus, and the viral genome load is increased
up to 50-100 copies per cell, while remaining high in
the infectious phase [19, 20].

Natural history of HPV infections

The great majority of sexually active women and men
are likely to be infected by HPV at least once in their
life-time [21]. In general, the vast majority of all HPV in-
fections (90 %) are cleared without clinical diseases,
spontaneously by means of immune response and do
not persist long enough to cause oncogenic progression,
Only about 10 % of HPV infections are expected to re-
main persistent [3, 21]. Individuals who develop benign
lesions may also show regression mediated by the host
immune response. About 50 % of the new infections are
not detected before of 6-12 months and the majority of
those will clear within 24 months. According to another
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concept on regression, the viral genome remains “latent”
and may be reactivated by any trigger related e.g. to im-
mune suppression or alterations of hormonal balance.
When truly persistent, HPV infection bears a signifi-
cantly increased risk for progression to high-grade lesion
(CIN3) and CC during the years, if not adequately
treated [3, 6, 9, 15, 16, 22].

Around 70 % of all CC cases are associated with hr-
HPV 16 and 18, in contrast to benign genital warts, which
are predominantly related to HPV 6 and 11. Of all hr-
HPV genotypes, HPV 16 shows the highest probability for
persistence, and thus has a major impact on the cancer
risk. HPV 18 is the most frequent genotype found in
adenocarcinomas [3, 6]. Up to 40 % of HPV infections are
of mixed type, containing more than one HPV type. For
this reason, the precise identification of the hr-HPV geno-
types in HPV infections is important to disclose the
woman at risk to develop CC. Despite the fact that also
the majority of these infections clear spontaneously, per-
sistent infections by oncogenic HPV are considered as a
significant risk factor to CC [3, 21, 23].

Cervical cancer incidence

According to the estimates for 2012, more than 528,000
incident cases and 266,000 deaths due to CC were de-
tected worldwide [5]. About 85 % of these cases and 87 %
total deaths occur in the developing countries, mainly due
to poor access to health care for detection and treatment
of early lesions [5]. The high-risk areas, with ASRs over 30
per 100,000 are Eastern Africa (42.7), Melanesia (33.3),
Southern Africa (31.5) and Middle Africa (30.6) (Fig. 1).
Brazilian figures comprise 24,500 incident cases and over
11,000 annual deaths (Fig. 2), with a mortality rate of 17
per 100,000 women [24-27].

The screening strategy in Brazil is targeted to women
aged between 25 and 64 years, repeated every 3 years. Ac-
cordingly, the women should have Pap smear taken each
three years if she has two consecutive normal smears in the
previous screening rounds [28]. In the country, the mean
age of detecting incident HPV infection, CIN3 and CC is
about 20—, 30- and 40 years, respectively. The majority of
the pre-malignant and malignant lesions affect squamous
epithelium, where HPV types 16 and 18 predominate, the
latter being relatively more important in glandular lesions
(adenocarcinomas and their precursors) [14].

HPV detection in preventing cervical cancer

It is established that an organized population-based screen-
ing and treatment of the detected precursor lesions can de-
crease the disease mortality by 80 %, as shown eg. in
Finland [3, 21]. CC progresses relatively slowly, and it takes
years or even decades from an incident HPV infection
to develop an invasive cancer. This slow process offers
an opportunity to interfere with this cascade by detecting
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early precursor lesions and performs adequate therapy
[3, 14, 21, 25, 29].

The first national initiative by the Brazilian govern-
ment to implement a national screening program for CC
was taken 40 years ago [30]. Since then, these programs
have been improved and intensified, particularly during
the past few years. A careful weighting is needed to
optimize the program, ie., to decide who are screened
and when, based on a careful analysis between advan-
tages and disadvantages, including the issues related to
optimal cost-effectiveness.

Since its introduction, the cytological Papanicolaou
smear (Pap test) has been considerate as the method-of-

choice in organized screening for CC. When implemented
as an organized program at population level, Pap smear
screening has resulted in a substantial decrease of both in-
cidence and mortality of CC [3, 21, 31]. In Brazil, there re-
mains a lack of trained professionals with good skills in
evaluating the Pap smears. Along with the huge territory,
which represents another important obstacle, the scanty
financial resources have been the limiting step in the full
national implementation of Pap smear screening. Because
of the same type of restrictions, most other developing
countries continue showing high incidence and mortality
rates of CC, in sharp contrast to many developed coun-
tries, with significantly reduced rates [21, 31, 32].

Breast | — ]
Cervix Uteri F‘
Colorectum FI
Lung |—
Thyroid F]
Stomach ;’ Bincidence
Corpus Uteri @ B Mortality
0 10 20 30 40 50 60 70
ASR (W) rate per 100,000
Fig. 2 Estimated age-standardized incidence and mortality rates of Cervical Cancer in Brazilian population. Adapted from Globocan, 2012
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CC prevention in Brazil

Brazil has not implemented an organized population-
based CC screening program, and not even a universal
system to invite all women to realize these examinations.
However, the government has designed a program to
identify and control the cytopathology examinations per-
formed. The first examination used to identify CC precur-
sor lesions is the Pap test, targeted to women from
25 years (sexually active) to 64 years, repeated every 3 years
for women who had two consecutive negative smears
within five years. However, the guidelines (national and
international) do not recommend screening for women
younger than 25 years by Pap test, mainly because most of
these lesions clear spontaneously [30, 33].

Recognition that HPV infection is the necessary cause
of CC opened new possibilities for prevention strategies,
including the primary prevention with highly effective
prophylactic HPV vaccines, and the secondary preven-
tion using highly sensitivity HPV tests, which has signifi-
cantly improved the performance of the screening
programs based on the Pap test [33-35].

Molecular techniques have been considered better
than cytology regarding the sensitivity and reproducibil-
ity in detecting CIN 2 or CIN 3. Proper treatment of the
precursor lesions detected by screening should prevent
the development of invasive CC and reduce the inci-
dence and mortality. Some HPV tests used in screening
have achieved a 60-70 % reduction in invasive CC inci-
dence as compared with cytology alone [36]. Despite
some test limitations, HPV testing can be a useful tool
in the primary screening, including the self-sampling
strategies. It has been demonstrated that baseline HPV-
negative women have a lower risk to develop CIN and
invasive CC if compared with women testing Pap smear
negative. The most recent HPV test equipment and pro-
tocols are user-friendly procedures, easily reproducible
in different settings. This is a major advantage, because
many regions of Brazil are still lacking human resources,
necessary to appropriately implement the Pap test, in-
cluding qualified professionals and adequate quality con-
trol measures. However, the non-organized Brazilian
program severely restricts the implementation of a sys-
tematic molecular screening by HPV tests that are
already in widespread use in many developed countries.
This implementation is hampered by the difficulties in
confirming the diagnoses, to conduct follow-up and offer
treatment of the detected cervical lesions [36-38].

During the past several years, a plethora of novel
methods have been developed for the hr-HPV DNA testing
in CC screening. The use of HPV DNA testing for onco-
genic types has been proposed as a co-test with cytology
for screening women above 30 years of age, showing higher
accuracy as conventional Pap smear screening [17, 39-41].
Thus, HPV DNA testing could offer an effective measure
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to predict the risk of CC, suitable for implementation also
in regions with lower resources [42]. Furthermore, self-
collection of vaginal specimens for HPV testing could be
useful particularly for women who live in regions with low-
resource settings and restricted access to adequate health
care, like in many regions of Brazil, thus increasing the ac-
ceptability and coverage of the screening program. How-
ever, HPV DNA testing is not yet a routine in Brazil,
despite the fact that several studies in Brazilian population
have demonstrated its potential usefulness in CC preven-
tion [20, 43, 44].

The overall acceptance of HPV testing is higher
among women who have experience on self-sampling
(made at home), as compared with the physician collec-
tion [40]. Moreover, the self-sampling has lower cost
and it is a truly non-invasive procedure. However, the
gold standard of HPV testing still is the sampling by a
physician (using speculum examination) [40, 45].

Which type of screening for which population?
For almost 60 years now, cervical cytology (conventional
Pap smear and more recently LBC), has been the gold
standard in CC screening programs. Based on early de-
tection of CC precursor (CIN) lesions, both tests repre-
sent measures of secondary prevention of CC. However,
organized screening based on cervical cytology has se-
vere limitations in implementation; extensive training is
mandatory, good laboratory infrastructure is necessary, and
standardization and quality control are essential [14, 42, 46].
The well-established natural history of HPV infections
is the sound basis for the rational use of CC preventive
measures based on HPV testing, The single most im-
portant goal of CC screening is to reduce mortality. This
is achieved by decreasing the incidence of invasive dis-
ease by detecting the precancerous lesions, followed by
their adequate treatment [9, 46, 47]. Ronco et all (2008)
concluded that women aged 25-34 years, who test HPV+
in HPV DNA screening do not need an immediate referral
to colposcopy, because of the high probability of spontan-
eous regression of even CIN 2 lesions in this age group.
Combination of HPV DNA testing and cytology further
decreases the rate of false-positive results, thus reducing
the colposcopy referral rates [17, 48]. Similarly, one can
expect a substantial decrease of false-negative results (the
inherent problem of cytology) when HPV screening is
used, which is another advantage with significant impact
on screening efficacy.

The vaccination and screening paradigm

Although HPV vaccination of teenagers and young
women has proven effective in many countries, the pub-
lic health strategies to demonstrate effective prevention
of CC still represent major obstacles to overcome. The
cost-effectiveness analysis for all strategies to reduce CC
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incidence should involve both the screening and HPV
vaccination in an integrated and organized manner. At
the moment, the preferable option in Brazil seems to be
the use of HPV testing for primary screening, followed
by triage of all HPV'+ cases with the Pap test. A recent
Mexican trial [49] showed a most marked improvement
in CC prevention when HPV test was used in govern-
mental program, which sounds feasible given the known
limitations of the Pap test. Indeed, the expected reduc-
tion of high-grade lesions after widespread introduction
of HPV vaccination is anticipated to further compromise
the performance of Pap test [49, 50].

According to WHO, HPV types 16 and 18 are respon-
sible for 70 % of all CC cases worldwide. The currently
available vaccines against these two HPV types have the
potential of reducing the incidence of cervical and ano-
genital cancer. Brazil has a population of >64 million
women aged above 15 years and at risk to develop CIN
and CC, who certainly would benefit from HPV vaccines
[29]. In this country, National Health System adopted the
quadrivalent HPV vaccine to the national vaccination pro-
gram in 2014. The vaccine is offered for girls at 11-13
years of age. This age range was extended to cover girls
aging 9 and 10 years, and the coverage includes more than
33,000 HIV positive women between 9-26 years [35].

With the widespread implementation of HPV vaccines,
HPV infections and HPV-related lesions will decrease
substantially, which might increase the rates of false-
negative results in cytology, in addition to reduced speci-
ficity. The combination of HPV vaccination with HPV
testing and cytological triage is suggested to be the opti-
mal algorithm to protect women against CC [16, 34, 47].

Conclusions

The most important applications of HPV testing include i)
organized screening programs to optimize an early detec-
tion of HPV-induced CC precursor lesions, and, ii) to con-
duct adequate follow-up of the women who have been
treated for high-grade CIN.

Some novel technical innovations of HPV testing are
particularly designed for remote areas, without comprom-
ising the test performance for hr-HPV detection. Certainly
self-sampling for HPV testing still needs standardization
to make it compatible with the usual sampling techniques.
Once successfully accomplished, it has a potential to be-
come a valuable screening tool for large underprivileged
populations, thus contributing to alleviating the significant
disease burden in these countries.
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