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RESUMO

Possati-Resende JC. Detecgdio de lesdo intraepitelial cervical de alto grau em mulheres com
citologia de ASC-US e LIEBG: comparagdo entre a expressdo imunocitoquimica dos
biomarcadores pl6/Ki-67 e teste molecular de DNA-HPV de alto risco. Dissertagao
(Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2014.

JUSTIFICATIVA: O cancer do colo do utero constitui importante problema de saude publica,
especialmente nos paises em desenvolvimento, com altas taxas de incidéncia e mortalidade.
Apesar da inquestionavel contribuicdo dos exames citolégicos de Papanicolaou comumente
utilizados pelos programas de rastreamento do cancer cervical, estes apresentam grande
variacdo na sua sensibilidade e especificidade em detectar lesdes neoplasicas cervicais, com
taxas de falso-negativo que podem chegar a 20%. Diante disso, o emprego de biomarcadores
e a utilizagdo de testes moleculares para pesquisa de HPV de alto risco constituem auxilios
valiosos no incremento da acuracia dos testes de rastreio. OBJETIVO: Comparar a acuracia
entre a dupla coloragcdo imunocitoquimica (ICQ) pelos biomarcadores p16/Ki-67 e o emprego
de teste molecular de DNA-HPV de alto risco na identificacdo de neoplasias intraepiteliais de
alto grau em mulheres com citologia cervical em meio liquido categorizada como ASC-US ou
LIEBG. MATERIAIS E METODOS: Realizou-se estudo transversal com coleta prospectiva de
dados tendo sido avaliadas 201 mulheres que realizaram citologia cervical para rastreio de
cancer cervical no Departamento de Prevencdao do Hospital de Cancer de Barretos e que
tiveram resultados categorizados como ASC-US (n=96) ou LIEBG (n=105). Todas as pacientes
foram submetidas a exame colposcdpico com ou sem bidpsia cervical para o diagndstico de
possiveis casos de NICII/IIl. Adicionalmente foram realizados pesquisa para HPV-AR (teste
Cobas 4800°®) e imunocitoquimica para detec¢do combinada dos biomarcadores p16/Ki-67
(teste CINtec® PLUS) sendo a acuracia de cada método avaliada de acordo com a faixa etaria
e o Papanicolaou de cada paciente. RESULTADOS: Entre as mulheres com citologia de ASC-
US identificou-se 8,4% de NICII/Ill com taxas de sensibilidade e especificidade de 87,5% e
79,5% para a pesquisa de HPV-AR e 62,5% e 93,1% para o teste de ICQ respectivamente. Nao
verificou-se diferenca estatisticamente significante (p=0,489) entre as areas sob a curva ROC
de ambos os métodos na deteccdo de lesdes cervicais precursoras nesse grupo. Entre as
mulheres com citologia de LIEBG, diagnosticou-se 22,1% de NICII/III (16,3% NICII, 5,8% NICIII)
com taxas de sensibilidade e especificidade de 87% e 34,7% para a pesquisa de HPV-AR e
69,6% e 75,3% para a ICQ respectivamente, com desempenho superior da dupla marcacao
p16/Ki-67 sobretudo entre as mulheres abaixo dos 30 anos onde o teste obteve area sob a
curva ROC de 0,762 (p<0,001). CONCLUSAO: Ambos os métodos analisados mostraram-se
igualmente satisfatdrios em predizer a presencga de neoplasia intraepitelial cervical de alto
grau entre mulheres com citologia de ASC-US, sobretudo no grupo acima de 30 anos de
idade. Entre as mulheres com citologia de LIEBG a dupla marcag¢do p16/Ki-67 conferiu maior
acurdcia na identificacdo de lesdes precursoras, especialmente NICIII, guando comparado ao
teste molecular para HPV de alto risco oncogénico.

PALAVRAS-CHAVE: Colo do utero; Neoplasia Intraepitelial Cervical; Testes de DNA para
Papilomavirus Humano; Imunoistoquimica; Antigeno Ki-67; Inibidor p16 de Quinase Ciclina-
Dependente.



ABSTRACT

Possati-Resende JC. Detection of high-grade cervical intraepithelial lesions in women with
cytology of ASC-US and LSIL: comparison between immunocytochemistry expression of
biomarkers p16/Ki-67 and molecular test of high risk DNA-HPV. Dissertation (Master’s
degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2014.

BACKGROUND: The cervical cancer is an important public health problem, especially in
developing countries, with high rates of incidence and mortality. Despite the unquestionable
contribution of Pap smear commonly used by cervical cancer screening programmes, these
tests show great variation in their sensitivity and specificity in detecting cervical neoplastic
lesions with false-negative rates that can reach 20%. Therefore, the use of biomarkers and
molecular testing for high-risk HPV are important in increasing the accuracy of screening
tests. AIMS: To compare the accuracy between the double immunocytochemical (ICQ)
staining for biomarkers p16 and Ki-67 and the use of molecular testing of high risk HPV DNA
in identifying high-grade intraepithelial lesions in women with cervical cytology in liquid
based categorized as ASC-US or LSIL. MATERIAL AND METHODS: It was conducted a cross-
sectional study with prospective data collection of 201 women who underwent cervical
cytology screening for cervical cancer in the Department of Cancer Prevention of Barretos
Cancer Hospital and their results were categorized as ASC-US (n=96) or LSIL (n=105). All
patients underwent colposcopy with or without cervical biopsy for the diagnosis of possible
cases of HSIL. In addition it was performed HR-HPV test (Cobas 4800°® test) and
immunocytochemistry for detection of combined biomarkers p16/Ki-67 (CINtec® PLUS test)
with an accuracy of each method evaluated according to age and Pap smear results of each
patient. RESULTS: Among women with ASC-US cytology it was identified 8.4% of HSIL with
sensitivity and specificity rates of 87.5% and 79.5% for the detection of HR-HPV and 62.5%
and 93.1% for the test ICQ, respectively. There was not a statistically significant difference
(p=0.489) between the areas under the ROC curve of both methods in the detection of
precursor cervical lesions in this group. Among women with LSIL cytology, it was diagnosed
22.1 % of HSIL (16.3% CINII, CINIIl 5.8%) with sensitivity and specificity rates of 87% and
34.7% for the HR-HPV detection and 69.6% and 75.3% for ICQ, respectively, with superior
performance of the double marking p16/Ki-67 especially among women under 30 where the
test obtained area under the ROC curve of 0.762 (p<0.001). CONCLUSION: Both methods
analyzed were equally satisfactory in predicting the presence of cervical intraepithelial lesion
among women with ASC-US cytology, especially in the group under the 30s. Among women
with LSIL cytology, the double marking p16/Ki-67 produced a greater accuracy in identifying
precursor lesions, especially CINIll, when compared to molecular testing for high-risk
oncogenic HPV.

KEYWORDS: Cervix Uteri, Cervical Intraepithelial Neoplasia, Human Papillomavirus DNA
Tests, Immunohistochemistry, Ki-67 Antigen, Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor p16.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cancer do colo do utero

O cancer do colo do Utero constitui importante problema de saude publica com
impacto mundial, especialmente nos paises em desenvolvimento, com altas taxas de
incidéncia e mortalidade. Representa a terceira neoplasia mais comum entre as mulheres
em todo o mundo, e em alguns paises com condi¢des socioecondmicas ndo favoraveis ocupa

a segunda posicdo entre os tipos de canceres mais incidentes entre a populagdo feminina.

Levantamentos referentes ao ano de 2008 apontaram que, em todo o mundo, sdo
diagnosticados anualmente cerca de 529 mil casos novos de cancer cervical sendo o mesmo
responsavel pela morte de aproximadamente 275 mil mulheres 88% das quais oriundas de

paises em desenvolvimento?.

Estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA) apontaram para um numero
aproximado de 17.540 casos novos de cancer cervical somente para o ano de 2012 entre as
mulheres brasileiras, com um risco estimado de 17 casos para cada 100.000 mulheres.
Excetuando-se os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do Utero é o mais
incidente entre as mulheres da regidao Norte do Brasil, o segundo mais incidente nas regides
Nordeste e Centro-Oeste e ocupa ainda a terceira e quarta posi¢cdes nas regides Sudeste e

Sul respectivamente?.

Para o Estado de S3o Paulo especificamente, o INCA estimou a ocorréncia de cerca de
2.880 casos novos de cancer do colo do Utero no ano de 2012 com taxa de incidéncia de

13,24 casos para cada grupo de 100.000 mulheres paulistas?.

Nos Estados Unidos as estatisticas oficiais para o ano de 2010 apontaram uma taxa
global de incidéncia de cancer cervical de 7,9 casos para cada 100.000 mulheres com cerca
de 12.200 casos novos diagnosticados?, tendo sido demonstradas significativas reducdes nas

taxas de incidéncia entre as mulheres americanas ao longo das Ultimas trés décadas®.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as regies do mundo que
apresentam as mais elevadas taxas de incidéncia/mortalidade por cancer cervical sdo as
regides sul, ocidental e oriental do continente Africano além das por¢des sul e central do

continente Asiatico e da América do Sul.
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Figura 1 — Representagdo das taxas brutas de incidéncia de neoplasia

maligna do colo do Utero, por 100 mil mulheres brasileiras, estimadas

para o ano de 2012, segundo Unidade da Federagdo (Fonte: modificado
da referéncia 2).
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No Brasil, especificamente, a mortalidade decorrente do cancer cervical tem
evidenciado tendéncia de estabilizacdo ao longo das ultimas décadas, entretanto, uma
melhora significativa desse parametro nao tem sido verificada principalmente pelo
incremento no niumero de mortes por cancer do colo do Utero nas regides Norte e Nordeste
do pais®. Dados do Ministério da Saude, que n3o raramente apresentam distor¢des devido a
subnotificacdes e equivocos nos sistemas de informacdes sobre cancer, revelam taxa global
de mortalidade ajustada por idade de 4,6/100 mil mulheres®, com pronunciadas

discrepancias regionais.

Esses diferentes cendrios de incidéncia e mortalidade verificados, seja no Brasil ou no
restante do mundo, traduzem fundamentalmente a heterogeneidade das condigdes
socioecondmicas das populacdes, com disparidades acentuadas no acesso a programas de
rastreamento de qualidade e adequado manejo das mulheres com testes diagndsticos

alterados’.



1.2 Histdria natural do cancer do colo do utero

A histdria natural do desenvolvimento do cancer do colo uterino esta intimamente
associada a infeccdo persistente pelo Papilomavirus Humano (HPV) dos tipos carcinogénicos
a qual representa a infeccdo sexualmente transmissivel mais prevalente no mundo®.
Habitualmente a infec¢cdo pelo HPV ocorre mais frequentemente entre mulheres jovens,
com vida sexual ativa, multiplos parceiros sexuais e possui pico de incidéncia poucos anos

apds o inicio da atividade sexual®.

Extensa revisdo publicada em 2010 e baseada em estudos divulgados entre 1995 e
2009 estimou uma prevaléncia global de 11,7% para a infec¢dao pelo HPV entre mulheres de
todas as idades com citologia cervical normal, verificando-se taxas mais elevadas nas regides

da Africa Subsaariana (24%), Europa Oriental (21,4%) e América Latina (16,1%)°.

Os dados estatisticos referentes a incidéncia e prevaléncia da infec¢ao pelo HPV no
Brasil ndo apresentam representacdo uniforme das diferentes regides do pais e
habitualmente baseiam-se em analises transversais de pacientes com alteracfes citolégicas
identificadas em testes de rastreio. Estudo de revisdo publicado em 2010 demonstrou
prevaléncia global de infec¢do pelo HPV variando entre 13,7% e 54,3%. Ao se considerar
apenas as mulheres com citologia cervical normal verificou-se taxas de 10,4% a 24,5% de

prevaléncia®?.

Recentemente, pesquisa utilizando-se de novo teste molecular para identificagao de
DNA viral (Qiagen careHPV® test) aplicado em 2000 mulheres rastreadas para cancer cervical
pelo Hospital de Cancer de Barretos demonstrou 12,3% de positividade para HPV de alto

risco oncogénico (HPV-AR) independentemente do resultado do teste de Papanicolaou'?.

Cerca de 40 tipos de HPV s3o capazes de infectar as células epiteliais do trato genital.
De acordo com o gendtipo e as alteragbes celulares induzidas pela incorporagdo do material
genético viral ao genoma da célula hospedeira, aproximadamente 15 tipos de HPV sdo
classificados como de alto risco sendo responsdveis pela quase totalidade dos casos de

cancer do colo do Utero®3.

Importa ressaltar o fato de que os mecanismos implicados na carcinogénese do cancer
cervical invariavelmente dependem do dano genético causado pelo virus ao DNA celular e

gue esse processo se dad de forma lenta e progressiva. Multiplos fatores associados a



viruléncia do HPV e a resposta imune do hospedeiro irdo determinar o surgimento ou ndo de

lesdes teciduais e a gravidade dessas lesdes.

Para a maioria das mulheres, sobretudo entre as mais jovens, a infeccdo pelo HPV
rotineiramente apresenta cardter transitério'* com regressdo espontdnea em um periodo
gue varia de poucas semanas a até 24 meses sem o desenvolvimento de lesdes epiteliais
significativas. Mesmo entre as mulheres que chegam a desenvolver as chamadas lesdes
intraepiteliais precursoras (NICII/Ill), cerca de 26% delas também sofrerdo regressdo

espontanea completa em até 15 semanas apds estabelecido o diagndstico®®.

1.3 Limitagdes do teste de Papanicolaou no rastreio do cancer cervical

Os programas de rastreamento do cancer cervical, rotineiramente baseados na
realizacdo de testes citoldgicos (Papanicolaou), foram responsaveis por uma substancial

reducdo do 6nus desse tipo de neoplasia nos paises desenvolvidos nas Ultimas décadas?®.

Em grande parte, esses resultados se devem as estratégias de deteccao precoce
baseadas em programas organizados, com altas taxas de cobertura populacional, avaliacao
sistematica das mulheres com testes positivos e eficiéncia no acompanhamento e
tratamento das pacientes com lesdes precursoras o que impactou positivamente para a
reducdo das taxas de morbimortalidade, sobretudo na Europa, América do Norte, Japao,

Austrdlia e Nova Zelandia?’.

Apesar da inquestionavel contribuicdo dos exames citoldgicos, estes apresentam
grande variacdo na sua sensibilidade e especificidade em detectar lesdes neoplasicas
cervicais. Em diversas revisdes, a sensibilidade da citologia em diagnosticar lesdes de alto
grau (LIEAG) variou de 47% a 62%, e a especificidade de 60% a 95%'® °. Estima-se, ainda,
taxas entre 5% e 20% de testes falso-negativos na populacdo geral?*®, sendo que
aproximadamente 30% das pacientes diagnosticadas com cancer cervical apresentaram pelo

menos um Papanicolaou anterior com resultado falso-negativo??.

Varios sdo os fatores que podem interferir para a ocorréncia ndo desprezivel de
resultados falso-negativos nos testes de Papanicolaou estando invariavelmente associados a

equivocos na coleta do material com amostragem celular inadequada e consequente nao



representacdo da zona de transformacado, problemas relacionados ao preparo das laminas e

sobretudo, aos erros de analise e interpretagao do esfregago cervical.

Além disso, muitas dessas limitacdes atribuidas ao exame de Papanicolaou estdo
associadas a critérios de classificacdo de baixa reprodutibilidade sendo que a maior
contribuicdo a discutivel confiabilidade do método se deve as alteragbes classificadas
genericamente como “atipias de significado indeterminado”, cujo grau de imprecisdo é

significativo e apresenta grande variabilidade, mesmo entre observadores experientes?2.

Ha consenso em relacdo ao manejo das mulheres com citologias cervicais classificadas
como LIEAG sendo imperioso o encaminhamento para exame complementar de colposcopia
e adequado tratamento nos casos com diagndstico firmado. Entretanto, as citologias com
alteracdes classificadas como “células escamosas atipicas de significado indeterminado,
possivelmente ndo neoplasicas” (ASC-US) ou ainda com lesdes intraepiteliais de baixo grau
(LIEBG) permanecem um desafio do ponto de vista de conduta clinica sendo alvo de

inimeros estudos e diferentes protocolos de seguimento.

Do ponto de vista histoldgico, 5% a 22% dos exames citoldgicos que recebem a
classificacdo de ASC-US podem, em verdade, ocultar uma lesdo de alto grau (LIEAG)?3-2>,
Recente levantamento publicado por Lapierre SG et al. demonstrou diagndstico histoldgico
de 7,3% de lesdes NICII/IIl entre mulheres residentes no Canada com idade > 24 anos e

citologia prévia de ASC-US?®,

Em relacdo as mulheres com diagndstico citoldgico de LIEBG, alguns estudos mostram
gue a chance dessas pacientes terem testes histoldgicos revelando LIEAG varia de 9% a

30%27—29.

Se considerarmos que nos Estados Unidos cerca de 2% a 5% dos exames de
Papanicolaou apresentardao anormalidades citoldgicas e que, desse total, 90% ou mais serdao
diagnosticados como ASC-US ou LIEBG3? estaremos diante de um contingente consideravel
de mulheres portadoras de LIEAG que serdo subdiagnosticadas. Assim, torna-se importante
definir estratégias para o manejo desse grupo de pacientes que recebem diagndstico
citolégico de ASC-US / LIEBG no intuito de se identificar as mulheres com maior risco de

lesdes precursoras que exigem ativa intervencao terapéutica.



1.4 Contribuigao do teste de DNA-HPV no rastreio do cancer cervical

Diferentes estudos de base populacional que avaliam o papel dos testes para detecc¢ao
dos HPV de alto risco no rastreamento primdrio do cancer cervical tém demonstrado
aumento significativo da sensibilidade quando comparados a utilizacdo da citologia de
esfregaco cervical, além de serem superiores em termos de reprodutibilidade3!. Contudo,
apesar das vantagens demonstradas, limitacOes relacionadas a especificidade dos testes
para pesquisa de HPV-AR3?, sobretudo em mulheres abaixo dos 30 anos, contribuem para
elevacdo no numero de pacientes encaminhadas para colposcopia e de bidpsias

desnecessarias.

O teste de deteccdao do Papilomavirus humano de alto risco oncogénico tem sido
empregado mais frequentemente na triagem de mulheres com exames citoldgicos
classificados como ASC-US em vdrios paises, sobretudo na América do Norte3? e Europa
onde os protocolos de rastreamento indicam sua realizacdo em amostras residuais da
citologia em meio liquido. O ASC-US / LSIL Triage Study (ALTS) demonstrou que mulheres
com resultados de ASC-US e teste negativo para HPV-AR apresentam risco muito baixo para

LIEAG34,

Varios testes podem ser utilizados para a pesquisa do HPV-AR na triagem de mulheres
com colpocitologia de ASC-US, sendo o teste de captura hibrida II (HC2) (Qiagen,
Gaithersburg, MD, EUA) o mais rotineiramente utilizado, baseando-se em sondas especificas
de RNA para 13 diferentes gendtipos de HPV de alto risco oncogénico e 5 gendtipos de baixo
risco. O resultado da HC2 sinaliza a amostra analisada como positiva ou negativa e indica se
o tipo viral pertence ao grupo dos HPV-AR ou HPV-BR, ndo detalhando o gendtipo viral

especifico.

Mais recentemente, novos testes tém sido apresentados como instrumentos de
pesquisa molecular para deteccdo de DNA-HPV em amostras cervicais com indica¢do para

programas de rastreio e manejo clinico de pacientes com exames citoldgicos alterados.

Dentre eles, o Cobas 4800 test® (Roche Diagnostics, Laval, Quebec, Canada) que
possibilita a deteccdo de 14 gendtipos de HPV de alto risco oncogénico (HPV16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68) tem sido alvo de investigacGes que buscam validar sua

utilizacdo para a triagem de mulheres com Papanicolaou alterado e no rastreio primario do



cancer cervical. Ressalta-se, em relacdo ao Cobas 4800®, potencial vantagem por identificar
separadamente os gendtipos HPV-16 e HPV-18 os quais, segundo diversos levantamentos,
estdo associados a cerca de 70% dos casos de neoplasias cervicais invasivas®. Casuistica
publicada em 2013 identificou a presenca de HPV-16 e/ou HPV-18 em 90% dos casos de
cancer cervical entre mulheres brasileiras atendidas em dois grandes centros de referéncia,

o que reafirma a importancia do papel desses subtipos virais no mecanismo de

carcinogénese3®,

Estudos comparando o desempenho do teste de captura hibrida Il (HC2) com o teste
Cobas 4800® ndo tém evidenciado diferengas significativas na acurdcia de ambos os
métodos?* 2% 3739 Lapierre et al. demonstraram taxas de sensibilidade e especificidade de
89,7% e 66,7%, respectivamente para o Cobas 4800® e de 93,1% e 72,2% para a HC2 na

identificacdo de mulheres com lesdes NIC2+2°,

White C et al. verificaram indices semelhantes no emprego do Cobas 4800°® para a
deteccdo de lesdes NIC2+ em mulheres com citologia de ASC-US com taxas de sensibilidade
e especificidade de 81% e 63,3% respectivamente. Adicionalmente, nesse mesmo trabalho
evidenciou-se 86% de sensibilidade e 55,2% de especificidade na detecg¢dao de lesdes NIC2+

em mulheres com Papanicolaou categorizado com LIEBG®’.
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Figura 2 — (A) Sensibilidade e especificidade de seis diferentes testes de HPV para detecgdo de
lesGes NIC2+ em amostras de citologia em meio liquido. (B) Sensibilidade e especificidade de
seis diferentes testes de HPV para detecgdo de lesdes NIC3+ em amostras de citologia em meio
liqguido (Fonte: extraido da referéncia 32).



Um recente estudo avaliou o desempenho do Cobas 4800® na detecgdo de NIC2+
comparado a outros cinco testes empregados na pesquisa de DNA ou RNA viral em amostras
de citologia em meio liquido. Conforme verifica-se na figura 2, comparativamente aos

demais testes, o Cobas 4800°® forneceu altas taxas de sensibilidade e especificidade3?.

1.5 Emprego de biomarcadores moleculares na detec¢ao de lesdes intraepiteliais do colo

uterino

Frente as limitagdes de especificidade no emprego dos testes de DNA-HPV para
citologias com achados menores, a descoberta de marcadores bioldgicos que fornecam uma
sensibilidade semelhante a dos testes de HPV, mas com especificidade significativamente

maior tem sido alvo de inumeros estudos.

O emprego de biomarcadores contribui especialmente para fornecer evidéncias da
persisténcia da infeccdo pelo HPV e da ativacdo de suas proteinas oncogénicas virais,
sobretudo E6 e E7, apontando para uma elevacdo do risco de desenvolvimento de lesGes
epiteliais cervicais clinicamente relevantes (neoplasia intraepitelial cervical de alto grau ou

carcinoma invasor).

Adicionalmente, a utilizacdao dos biomarcadores confere potencial aperfeicoamento na
conduta e triagem de mulheres com resultados de ASC-US além de reduzir as taxas de
encaminhamento para avaliacdo colposcépica das pacientes com diagndstico citolégico de

LIEBG.

Nos ultimos anos, varios marcadores tém sido apresentados como possiveis
candidatos para a triagem eficiente de exames citolégicos de ASC-US ou LIEBG, dentre eles
destacam-se a proteina supressora de tumor p16™%*? (p16) e o marcador de proliferacdo

celular Ki-67.

1.5.1 Utilizagdo dos biomarcadores p16'N*42 e Ki-67

A proteina de supressdao tumoral pl16 tem sido largamente utilizada em estudos que

revelam sua superexpressdo em amostras de lesdes precursoras ou francamente invasivas



do colo do uUtero positivas para HPV de alto risco. Esse aumento na expressdo de pl6, em
verdade, se deve a inativacdo da proteina do retinoblastoma (pRb) pela oncoprotéina viral
E7 o que acarreta a perda do efeito inibitério de pRb sobre a transcricdo do gene INK4a
(responsavel pela codificacdo da pl1l6) e da ativacdo na transcricio desse gene por E2F.
Embora aparentemente paradoxal, a superexpressao da proteina supressora tumoral pl6
associa-se com o potencial oncogénico da infec¢do pelo HPV, uma vez que sua funcdo estd

seriamente comprometida pela inativacdo de pRb*°.

A imunomarcacdo da pl6é pode ser demonstrada através de testes em amostras
citoldgicas ou histoldgicas o que possibilita seu emprego tanto em protocolos de rastreio e
triagem de casos duvidosos como no seguimento de pacientes ja previamente tratadas.
Contudo, sua ampla aplicagao na pratica clinica ainda carece de adequada padronizagao e
estabelecimento de valores limites para caracterizar a positividade de determinada amostra,

sobretudo entre os espécimes citoldgicos**.

O emprego de testes de imunocitoquimica para coloracdo do p16 tem evidenciado em
varios estudos altas taxas de positividade principalmente para espécimes com diagndstico
citoldgico de lesdo intraepitelial de alto grau. Em estudo utilizando-se de amostras celulares
residuais de citologia em meio liquido (SurePath®), Saqi et al. encontraram 90% de

positividade para marcacdo do p16 em espécimes com diagndstico de LIEAG*2,

Ki-67 é uma proteina nuclear humana presente em todas as fases do ciclo celular,
exceto GO, comumente utilizada como marcador de proliferacdo celular em varios tumores,
inclusive para o cancer cervical e que esta precocemente expressa em lesdes intraepiteliais
constituindo importante fator preditor de progressdo*?. Evidéncias apontam uma maior
expressdo do Ki-67 paralelamente a gravidade das lesdes intraepiteliais cervicais**, contudo,

isoladamente, n3o parece determinar fator progndstico®.

A dupla coloragdo imunocitoquimica dos biomarcadores p16 + Ki-67 tém-se mostrado
promissora com satisfatdrias taxas de sensibilidade semelhantes os testes para pesquisa de
HPV e especificidade superiores na deteccdo de lesdes intraepiteliais de alto grau. Ainda
poucos estudos foram publicados, porém, a dupla marcagdo das proteinas p16/Ki-67 tem
demonstrado vantagens na utilizacdo tanto no rastreio primario quanto no manejo de

citologias com atipias minimas.
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Schmidt et al.,, utilizando a dupla marcacdo, demonstraram sensibilidade e
especificidade de 92,2% e 80,6% respectivamente na identificagdo de lesdes NIC2+ em
mulheres com ASC-US no teste de Papanicolaou e 94,2% e 68% para o grupo com

diagndstico prévio de LIEBG pelo exame citoldgico®®.

Estudos tém evidenciado incremento das taxas de positividade dos testes de dupla
marcacdo p16/Ki-67 diretamente associado a severidade da lesdo histoldgica. Wentzensen N
et al., utilizando o CINtec® PLUS (Roche mtm laboratories AG) identificaram taxas de 26,8%
de positividade em espécimes histoldgicos normais, 46,5% em pacientes com bidpsias de
NICI, 82,8% em NICIl e 92,8% em NICIII, adicionalmente, demonstrou ainda, indices de
sensibilidade e especificidade para a dupla coloracdo de 97,2% e 60% respectivamente entre

mulheres com idade igual ou superior a 30 anos na deteccdo de lesdes NIC3+%7.



OBJETIVO
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2 OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivo comparar a acurdcia entre a dupla coloragao
imunocitoquimica pelos biomarcadores p16 e Ki-67 e o emprego de teste molecular de DNA-
HPV de alto risco na identificagdo de lesdes intraepiteliais de alto grau em mulheres com
citologia cervical em meio liquido categorizada como atipias de células escamosas de

significado indeterminado (ASC-US) ou lesdo intraepitelial cervical de baixo grau (LIEBG).



MATERIAIS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Foi realizado estudo transversal com coleta de dados prospectiva, desenvolvido nos
Departamentos de Prevencdo e Anatomia Patoldgica do Hospital de Cancer de Barretos

(HCB) — Fundagao Pio XII, Barretos — SP.

3.2 Populagdo do estudo

Foram incluidas no estudo mulheres com idade superior a 18 anos que submeteram-se
a exame de Papanicolaou para rastreamento de cancer cervical através do método de
citologia em meio liquido (SurePath® - Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ)
no periodo de (fevereiro/2012 a julho/2013) e cujos resultados foram categorizados como
lesdo intraepitelial de baixo grau (LIEBG) ou como atipias de células escamosas de significado
indeterminado, possivelmente n3ao neoplasica (ASC-US) de acordo com os critérios

estabelecidos pela revisdo do Sistema Bethesda em 20014,

Os critérios estabelecidos para a inclusdo das pacientes no estudo foram:

1) Comparecimento ao Departamento de Prevencdo do Hospital de Cancer de

Barretos para realizacdo de avaliacdo colposcdpica apds convocacao;

2) Assinatura do Termo de Consentimento depois de prestados os devidos

esclarecimentos.

Os critérios estabelecidos para a exclusdo das pacientes no estudo foram:

1) Pacientes submetidas a cirurgia prévia de histerectomia com extirpacdo do colo

uterino;
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3.3 Metodologia

As pacientes elegiveis para o estudo foram selecionadas entre as mulheres que
realizaram exame de colpocitologia oncdtica em base liquida ofertada pelo servico de
rastreamento do Hospital de Cancer de Barretos, tanto aquelas que realizaram o teste pelas
Unidades Moveis (UM) de Prevencdo quanto as que foram atendidas no préprio

Departamento de Prevencdo do HCB.

Procedeu-se a convocacdo das pacientes para realizacdo de exame colposcépico no
Ambulatério de Patologia do Trato Genital Inferior do Departamento de Preven¢ao do HCB
através de busca ativa utilizando-se de correspondéncias eletronica, escrita e contato
telefonico (obedecendo-se os protocolos e estratégias ja rotineiramente utilizadas no

Departamento de Prevencao).

Previamente a avaliacdo colposcdpica e apds o esclarecimento dos objetivos e
possiveis duvidas do estudo, foi obtido Consentimento Livre e Esclarecido por escrito de

cada paciente que consentiu em participar da pesquisa (Anexo A).

Foram obtidas ainda, informagdes especificas sobre dados sociodemograficos, clinico-
reprodutivos, hdbitos e condi¢cdes de vida das pacientes através da aplicagdo de questionario

padronizado desenvolvido especificamente para o estudo em questdo (Anexo B).

A classificacdo da avaliacdo colposcépica baseou-se na nomenclatura estipulada pela
International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy — Rio de Janeiro, 2011%°. Nos
casos com junc¢do escamo-colunar (JEC) visivel, a colposcopia foi considerada adequada
(satisfatdria) e possiveis lesdes epiteliais aparentes foram submetidas a avaliacdo histoldgica
através de amostras obtidas por bidpsias com pinga saca-bocado (um ou mais fragmentos)
ou ainda através de curetagem endocervical (CE) nos casos com alteragbes visiveis que

atingissem ou penetrassem o canal cervical.

No grupo de pacientes com JEC ndo visivel ou parcialmente visivel a colposcopia foi
considerada inadequada (insatisfatéria) sendo imperiosa a realizacdo de curetagem
endocervical nos casos em que ndo se identificassem lesdes epiteliais na regido da
ectocérvice. A obtencdo de bidpsia do canal endocervical foi realizada utilizando-se

instrumental adequado (cureta endocervical “Kevorkian”) orientando-se como padrdo a
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realizacdo de coleta as 3,6,9 e 12 horas (considerando-se como referéncia as posi¢cées do

relégio).

Em casos de avaliacdo colposcdpica adequada (satisfatdria) sem altera¢Oes sugestivas
de lesdo intraepitelial aparente, ndo foi realizada bidpsia cervical sendo a colposcopia

considerada negativa e a paciente normal.

Mulheres que realizaram citologia
em meio liquido para rastreio de
cancer cervical

Y
Papanicolaou com resultado de
ASC-US ou LIEBG
Y

Obtengao de amostra celular Pacientes convocadas para
residual para teste de HPV-AR H avaliagdo colposcépica no F—»
(Cobas 4800°) 3

Departamento de Prevengdo

Confecgdo de lamina adicional
para teste de imunocitoquimica
(CINtec® PLUS)

Y

Colposcopia

Adequada
(Satisfatoria)

Sem lesdo Com lesdo Sem lesdo
Colposcopla B|0p5|a cerV|ca Curetagem
negativa e/ou CE endocervical

Inadequada
(Insatisfatoria)

Figura 3 - Fluxograma demonstrativo da metodologia utilizada na avaliagdo colposcdpica das
pacientes e realiza¢do dos testes para detec¢do de lesdo intraepitelial de alto grau

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neopldsicas
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau
CE: curetagem endocervical

As amostras teciduais obtidas através de bidpsia cervical e/ou curetagem endocervical
durante o exame colposcépico no Departamento de Prevencdo foram enviadas para andlise
pelo Departamento de Anatomia Patoldgica do HCB, através de coloracdo hematoxilina-
eosina (HE). A avaliacdo histoldgica foi realizada separadamente por dois experientes

médicos patologistas que permaneceram cegos para os resultados dos testes de HPV e
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imunocitoquimica. Os casos discordantes foram revistos buscando-se consenso na
classificagdo morfolégica e quando necessario realizou-se analise adicional com teste de
imunoistoquimica para marcacdo da proteina p16'™**® que comprovadamente fornece
incremento na acurdcia do diagndstico de lesdes intraepiteliais cervicais®®. A avaliacdo
combinada dos achados colposcépicos e histoldgicos foi considerada o padrao-ouro para os

calculos de acuracia dos métodos em analise.

Para cada paciente que foi submetida a avaliagdo colposcdpica com ou sem bidpsia
cervical foi obtida amostra celular residual através do frasco da citologia em meio liquido
para pesquisa de HPV-AR e confec¢do de lamina adicional para realizacdo de testes de
imunocitoquimica. Os exames de ICQ também foram analisados por dois diferentes

avaliadores que desconheciam os resultados dos testes de HPV e histopatoldgicos.

A conduta clinica para seguimento e tratamento das pacientes participantes do estudo
foi adotada de acordo com o resultado da analise histopatolégica dos espécimes biopsiados
e da avaliacdo colposcépica baseando-se nos Protocolos de Atendimento dos
Departamentos de Prevencdo e Ginecologia Oncoldgica do Hospital de Cancer de Barretos

em sintonia com as diretrizes ditadas pelo Ministério da Saude do Brasil>®.

3.3.1 Coloragdo imunocitoquimica combinada de p16'¥%? + Ki-67

Apds a preparacao da nova lamina no aparelho Prepstain BD®, a mesma foi submetida
a reidratacdo e recuperacdo antigénica para posterior realizacdo de testes de
imunocitoquimica através da utilizacdo do CINtec PLUS Cytology® (Roche MTM Laboratories
AG) segundo as instrucbes do fabricante. O CINtec® PLUS permite determinar
qualitativamente e de maneira simultdnea a presenca das proteinas p16'™¢* e Ki-67 em

amostras de citologia cervical.

Seguida da reidratagdo as laminas foram imediatamente fixadas em alcool 99% por 10
minutos a 1 hora e secas, expostas ao ar, de 20 minutos a 16 horas. As reacdes foram
realizadas no autostainer Dako Autostainer Link (Dako, Glostrup, Denmark), utilizando-se
dois kits de revelacdo, um com diaminobenzidina e outro com fosfatase alcalina. A reacdo de
imunocitoquimica pelo CINtec® PLUS se dd pela acdo de um coquetel de anticorpos

primarios constituido pelo anticorpo monoclonal de camundongo (clone E6H4™) contra a
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proteina p16'N¥* humana e o anticorpo monoclonal de coelho (clone 274-11 AC3) contra a
proteina humana Ki-67. O anticorpo p16 é marcado com diaminobenzidina que resulta em
uma coloracdo marrom/acastanhada que pode ser nuclear e/ou citoplasmatica e o anticorpo
ki-67 é marcado com fosfatase alcalina que resulta numa coloragdo résea/avermelhada

nuclear.

As laminas foram analisadas por dois médicos do Hospital de Cancer de Barretos,
obedecendo-se os critérios previamente definidos pelo fabricante. Laminas mostrando
simultaneamente uma ou mais células epiteliais cervicais com imuno-coloracdo
citoplasmdtica marrom (pl16) e imuno-coloracdao nuclear vermelha (Ki-67), foram
interpretadas como resultado positivo, independentemente da avaliagdo morfoldgica (Figura
4). As amostras que ndo apresentaram nenhuma célula com imunorreatividade dupla foram

consideradas negativas®®.

Figura 4 — Exemplo de resultado positivo para o teste
de imunocitoquimica demonstrando a dupla
coloracdo celular nucleo/citoplasma (Ki-67/p16)°?
(Fonte: referéncia 52)

3.3.2 Detecgao qualitativa de HPV de alto risco oncogénico

Foi realizado teste in vitro para a detec¢do do HPV de alto risco oncogénico através da
combinacdo de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e hibridizacdo de
acidos nucléicos numa Unica andlise utilizando-se o Cobas HPV test® (Roche Molecular
Systems, Inc., Branchburg, NJ), que esta disponivel no parque tecnoldgico do Centro de

Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital de Cancer de Barretos.



19

O Cobas HPV test® possibilita a deteccdo de 14 gendtipos de HPV de alto risco
oncogénico (HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68), podendo processar
até 94 amostras simultadneas. O DNA foi extraido por meio de um processo de preparacdo de
amostra totalmente automatizado usando o instrumento Cobas x480 e as amostras foram
entdo transferidas para um analisador Cobas z480 para a amplificacdo do DNA de HPV de

alto risco por PCR (de acordo com as instrugées do fabricante).

Pares de primers complementares foram utilizados para amplificar a regido L1
altamente conservada do genoma de HPV, e sondas oligonucleotidicas fluorescentes
especificas para HPV16, HPV18, e para os 12 outros tipos de HPV de alto risco, permitindo a
deteccdo em tempo real dos 12 gendtipos de HPV de alto risco e, ainda, a deteccao

individual de HPV16 e HPV18, em uma amostra.

A deteccdo do gene da B-globina humana foi realizada na mesma aliquota para
fornecer uma medida da adequabilidade da amostra e da qualidade de extracdo e da
amplificacdo (controle interno). Os controles positivos e negativos foram incluidos em cada
série. A interpretacdo da etapa de amplificacao e de detecgdo foi realizada usando software

fornecido com a plataforma Cobas 4800.

3.4 Definigdes das varidveis do estudo

A) Acuracia da detecgdo combinada dos marcadores p16 + Ki-67: positividade do teste
de imunocitoquimica em amostras de citologia cervical categorizadas como ASC-US e
LIEBG, porém, pertencentes a mulheres diagnosticadas como portadoras de NICII/IlI

através de exame histopatoldgico.

B) Correlagdo dos achados colposcopicos e anatomopatolégicos com os resultados dos
testes de imunocitoquimica e pesquisa para HPV-AR: verificou-se a correlacdo entre
os achados colposcdpicos associados a analise histolégica das amostras biopsiadas e os
resultados encontrados pelos testes de imunocitoquimica (p16 + ki-67) e teste para

HPV-AR (Cobas HPV test®).
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3.5 Analise estatistica

Utilizou-se os pacotes estatisticos Statistical Package for Social Science for Windows —
SPSS (versdo 21.0) e Stata/SE 13.0 for Windows para armazenamento e analise estatistica
dos dados coletados, levando-se em consideracdo em todos os testes um nivel de

significancia de 5%.

Para as variaveis sociodemograficas e clinico-reprodutivas foram calculadas as
frequéncias e porcentagens para as varidveis qualitativas e valores de média, mediana e

desvio padrdo para as varidveis quantitativas.

Os resultados dos testes para pesquisa de DNA-HPV e ICQ foram avaliados por meio
de estatistica descritiva para analise de acuracia mensurada por meio da sensibilidade,
especificidade e valores preditivos positivos e negativos levando-se em consideracdo a
associacao entre a avaliacdo colposcépica e os resultados das bidpsias cervicais como

padrdo-ouro, através do teste qui-quadrado.

Calculou-se os respectivos intervalos de confianga (95%) dos indicadores de acuracia,
sendo o desempenho dos testes diagndsticos em predizer a presenca de lesdo intraepitelial
de alto grau avaliado através de delineamento de curva ROC (Receiver Operating
Characteristic). As Areas sob a Curva (AUC — Area Under the Curve) foram comparadas entre
si utilizando-se o teste qui-quadrado e dividindo-se a populacdo de estudo de acordo com o

resultado do Papanicolaou inicial e a faixa etaria das mulheres participantes.

3.6 Aspectos éticos

Por se tratar de estudo com coleta prospectiva dos exames, foi elaborado termo de
consentimento pods-informado o qual foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Fundacgdo PIO XIl — Hospital de Cancer de Barretos, parecer n° 108.191/2012 (Anexo C).

Todas as informacdes que pudessem identificar os sujeitos da pesquisa foram
mantidas em sigilo e codificadas no banco de dados para garantir a confidencialidade dos

dados e a privacidade dos participantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Descrigao da populagdo

4.1.1 Descrigcao das caracteristicas sociodemograficas
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A casuistica foi composta por 201 mulheres, com idade variando de 18 a 76 anos

(média=39,2 anos; dp=14,0 anos; mediana=39,0 anos) sendo a maioria brancas (47,3%) ou

pardas (35,8%) residentes nas cidades de Barretos — SP (34,8%) e Bebedouro — SP (25,4%).

Em relagdo ao estado civil, 50,2% das mulheres intitularam-se casadas ou participantes de

unido estavel e 34,8% declararam-se solteiras. Verificou-se, em relagao ao grau de instrugao

escolar, que a maioria das mulheres apresentavam escolaridade até o ensino fundamental

(46,2%) [Tabela 1].

Tabela 1 — Numero e porcentagem de casos segundo as varidaveis relacionadas as
caracteristicas sociodemograficas das pacientes submetidas a avaliagdo colposcdpica

(Hospital de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

Varidavel Categoria n(¥) (%)
Cor da pele Branca 95 (47,3)
Parda 72 (35,8)
Negra 34 (16,9)
Estado civil Solteira 70 (34,8)
Casada/Uniéo estdvel 101 (50,2)
Separada/Divorciada 17 (8,5)
Vidva 13 (6,5)
Escolaridade Analfabeta 5 (2,5)
Ensino fundamental 93 (46,2)
Ensino médio 73 (36,4)
Ensino superior 30 (14,9)

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise
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4.1.2 Descrigao das caracteristicas clinico-reprodutivas

Aproximadamente trés quartos das mulheres encontravam-se no periodo da menacme
(74,5%), sendo que 78,1% referiu gestacdo prévia, dentre as quais 68,2% com histdrico de
duas ou mais gestacdes. O niumero médio de gestacbes foi 2,2 (dp=2,0; mediana=2,0) e

14,4% das mulheres relataram pelo menos um aborto anterior.

Tabela 2 — Numero e porcentagem de casos segundo as varidveis relacionadas as
caracteristicas clinico-reprodutivas das pacientes submetidas a avaliacdo colposcdépica
(Hospital de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

Variavel Categoria n(*) (%)
Menopausa Ndo 146 (74,5)
Sim 50 (25,5)
Gestagdo prévia Ndo 44 (21,9)
Sim 157 (78,1)
N2 de gestagcoes 1 32 (20,4)
previas 2 55 (35,0)
3 33 (21,0)
>4 37 (23.6)
Abortos prévios Ndo 172 (85,6)
Menarca Até 13 anos 139 (69,2)
Mais de 13 anos 62 (30,8)
Sexarca Até 17 anos 115 (57,2)
Mais de 17 anos 86 (42,8)
N? de parceiros 1 64 (32,2)
sexuats 2-3 68 (34,2)
>3 67 (33,6)

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.
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A idade da menarca variou de 8 a 18 anos (média=12,6 anos; dp=1,7 anos;
mediana=13,0 anos), jd para a sexarca demonstrou-se idade média de 17,9 anos com
variacdo de 12 a 46 anos (dp=4,6 anos, mediana=17,0 anos). Apenas um parceiro sexual
durante toda a vida foi declarado por 32,2% das mulheres, 34,2% declararam 2 ou 3
parceiros sexuais e 33,6% informaram mais de 3 parceiros sexuais durante a vida [Tabela 2].

A consulta ambulatorial, 91,5% das pacientes estavam assintomaticas sendo a
dispareunia e o corrimento vaginal as queixas clinicas relatadas por 4% e 3,5% das mulheres

respectivamente.

4.1.3 Descrigao dos exames de citologia cervical (Papanicolaou)

Os exames de Papanicolaou que elegeram as pacientes a participarem do estudo
foram coletados no periodo de fevereiro/2012 a julho/2013 sendo 61,7% provenientes de
mulheres atendidas pelas Unidades Mdveis (UM) de Prevengdo do HCB e 38,3% oriundos de
coletas realizadas nas instalacdes do Departamento de Prevencao do HCB.

Do total de 201 exames de esfregaco cervical que compuseram a casuistica do estudo,
96 foram categorizados como ASC-US e 105 como LIEBG. Na avaliagao dos epitélios cervicais
presentes nas amostras citoldgicas analisadas observou-se que 79,1% dos espécimes
apresentavam representacgdo de células endocervicais glandulares e/ou metaplasicas.

Considerando-se o histérico de exames de Papanicolaou prévio das pacientes, o exame
que elegeu a mulher a participar do estudo foi o primeiro realizado para 10% das mulheres.
Para o grupo de mulheres que ja havia realizado citologia cervical anteriormente, o intervalo
de tempo entre o Papanicolaou atual e o Ultimo exame variou de 6 a 144 meses (média=22,6

meses; dp=20,3 meses; mediana=12 meses) [Tabela 3].
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Tabela 3 — NUmero e porcentagem de casos segundo as varidveis relacionadas ao exame de
Papanicolaou das pacientes submetidas a avaliacdo colposcdpica (Hospital de Cancer de
Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

Variavel Categoria n(¥) (%)
Local de coleta dos UM Prevencgdo 124 (61,7)
exames Departamento Prevengdio 77 (38,3)
Laudo citoldgico ASC-US 96 (47,8)
LIEBG 105 (52,2)
Epitélios cervicais Somente escamoso 42 (20,9)
representados Escamoso + glandular 111 (55,2)
Escamoso + metapldsico 3 (1,5)
Escamoso + glandular + metapldsico 45 (22,4)
Papanicolaou anterior  Ndo 20 (10,0)
Sim 180 (90,0)

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.

UM: Unidade Movel de Preven¢do
ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neopldsicas
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau

4.1.4 Descri¢ao dos achados colposcopicos e histopatoldgicos

As pacientes com Papanicolaou alterado que preenchiam os critérios de inclusdo no
estudo foram convocadas para exame colposcépico logo apds a conclusdo do laudo
citoldgico tendo sido realizados entre fevereiro de 2012 e agosto de 2013. O tempo entre a
coleta do exame de esfregaco cervical e a colposcopia variou de 23 a 80 dias com média de
46,9 dias (dp=11,9; mediana=46,0).

O exame colposcépico foi considerado adequado (satisfatdério) com completa
visualizagao da jun¢dao escamo-colunar em 84,1% das pacientes. Para a maioria dos exames
realizados os achados colposcépicos foram classificados como altera¢des benignas e/ou
inflamatdrias ou sugestivos de LIEBG com taxas de 46,8% e 43,8% respectivamente [Tabela

4].
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Tabela 4 — NUmero e porcentagem de casos segundo as varidveis relacionadas ao exame
colposcodpico das pacientes convocadas para avaliagdo complementar (Hospital de Cancer de
Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

Variavel Categoria n (¥) (%)
Classificagdo conforme a Colposcopia adequada (satisfatdria) 169 (84,1)
H H ~ * %k

visualizagdo da JEC (**) Colposcopia inadequada (insatisfatoria) 32 (15,9)

Achados colposcopicos Alteracdes benignas/inflamatdrias 94 (46,8)
Sugestivos de LIEBG 88 (43,8)
Sugestivos de LIEAG 17 (8,5)
Ndo foi possivel avaliar 2 (1,0)

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.
(**) De acordo com a classificacéo da International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy

JEC: Jungéo escamo-colunar
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau
LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau

Foram obtidas amostras teciduais (um ou mais fragmentos) através de bidpsia cervical,
utilizando-se pinga saca-bocado ou cureta endocervical, de 151 pacientes (75,1%) cujos

resultados histoldgicos estao descritos na tabela 5.

Tabela 5 — NUmero e porcentagem de casos segundo as varidveis relacionadas ao exame
histolégico das amostras biopsiadas entre as pacientes submetidas a colposcopia (Hospital
de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

Variavel Categoria n(*) (%)

Biopsia cervical Néo 50 (24,9)
Sim 151 (75,1)

Laudo histolégico Negativo para neoplasia 47 (31,1)
NICI 71 (47,0)
NIC Il 22 (14,6)
NIC Il 9 (6,0)
Inconclusivo 2 (1,3)

(*) Casos com valores ignorados foram excluidos da andlise.

NIC I, Il, lll: Neoplasia intraepitelial cervical graus I, Il e ll]
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Duas pacientes apresentaram laudo histolégico inconclusivo apds a analise dos
espécimes coletados, em ambos os casos foram visualizadas alteragdes focais discretas
sugestivas, porém ndo conclusivas, de efeito citopatico viral. Essas pacientes foram
posteriormente reavaliadas tendo sido afastada a possibilidade de diagndstico de lesao
cervical relevante apds nova colposcopia.

Levando-se em consideracdo a analise combinada dos achados colposcépicos e
histopatoldgicos a porcentagem de pacientes que apresentaram diagndstico de LIEAG
(NICH/11) foi de 8,4% no grupo com citologia cervical de ASC-US e 22,1% entre as mulheres

com Papanicolaou categorizado como LIEBG [Figura 5].

PAPANICOLAOU
ASC-US ou LIEBG

n=201
|
4 4
PAPANICOLAOU PAPANICOLAOU
ASC-US* LIEBG*
n=95 n=104
| |
A 4 A v
Neg. Neoplasia/NIC | NIC II/NIC Il Neg. Neoplasia/NIC | NIC II/NIC 11
n=87 n=8 n=81 n=23
(91,6%) (8,4%) (77,9%) (22,1%)
Neg. Neoplasia: n=60 NIC II: n=5 Neg. Neoplasia: n=37 NIC II: n=17
NIC I: n=27 NIC IIl: n=3 NIC I: n=44 NIC IIl: n=6

Figura 5 — NUmero e porcentagem de pacientes segundo o resultado da avaliagdo colpo-histoldgica e
a citologia cervical (Hospital de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

(*) Foram excluidos da andlise os 2 casos com bidpsias inconclusivas (1 para ASC-US e 1 para LIEBG)

NIC I, Il, lll: neoplasia intraepitelial cervical graus 1, Il e Ill
ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neopldsicas
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau

O diagndstico de lesdes precursoras (NICII/III), quando se divide a populacdo do estudo
por faixa etaria, foi mais frequente entre as mulheres com idade < 30 anos e citologia
cervical de LIEBG chegando a 31,9% dos casos (25,0% de NICIl e 6,9% de NICIIl) ao passo que
entre as mulheres com idade acima dos 30 anos e mesmo laudo no Papanicolaou o indice de

LIEAG foi de 15% (10% para NICIl e 5% para NICIIl). Entre as mulheres com citologia de ASC-
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US, o grupo mais jovem apresentou taxa semelhante de diagndstico de NICII/IIl com 8,6%

(4,3% para NICIl e NICIIl) quando comparado as mulheres com mais de 30 anos que foram

diagnosticadas com LIEAG em 8,3% dos casos (5.5% para NICIl e 2,8% para NICIII) [Figura 6].

ASC-US €30 anos

4,3%_ 4,3%

ASC-US > 30 anos

5,5% 2,8%

LIEBG < 30 anos
6,9% 13,6%
|
m Negativo para neoplasia \
mNICI
mNICH
mNICHI

LIEBG > 30 anos

10,0% =%

g

M Negativo para neoplasia
ENICI

ENICH

ENICI

Figura 6 — Representacdo grafica da porcentagem de pacientes segundo o resultado da avaliacdo
colpo-histoldgica de acordo com o teste de Papanicolaou inicial (estratificadas por faixa etaria).

NIC I, Il, lll: neoplasia intraepitelial cervical graus 1, Il e Ill
ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neopldsicas

LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau

Figura 7 — Exemplo de avaliagdo colposcdpica com presenca de achados maiores sugestivos de lesdo
intraepitelial de alto grau em paciente com Papanicolaou de LIEBG. (A e B) Aspecto colposcdpico
apos aplicagdo de solugdo de acido acético a 5%. (C) Imagem da lesdo cervical apds aplicagdo de

solu¢do de lugol a 5%.
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4.2 Resultados dos testes para detec¢do de HPV de alto risco oncogénico

A pesquisa para detecgdo de HPV de alto risco oncogénico nas amostras de citologia
em meio liquido através do teste Cobas 4800® evidenciou taxa global de positividade de
49,2%, sendo que do total de 201 amostras testadas ndo foi possivel a obtencdo de
resultado valido para 10 citologias. Agrupando-se as mulheres de acordo com a faixa etaria,
<30 anos e >30 anos de idade, verificou-se taxa de positividade para HPV-AR de 70,1% e
37,9% para o primeiro e segundo grupo respectivamente [Tabela 6].

Avaliando-se isoladamente os dois grupos com citologia cervical de ASC-US e LIEBG

verificou-se 27,2% e 69,7% de positividade para o Teste Cobas 4800® respectivamente.

Tabela 6 — NUmero e porcentagem de pacientes segundo pesquisa para deteccao de HPV-AR
estratificadas por faixa etaria (Hospital de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a
agosto/2013).

Teste Cobas 4800%(*)
Faixa etdria
HPV-AR+ HPV-16+ HPV-18+ 12 outros HPV-AR+
<30 anos (n=67) 47 (70,1%) 15(22,4%) 7(10,4%) 32 (47,8%)
>30 anos (n=124) 47 (37,9%) 10(8,0%) 4(3,2%) 40 (32,2%)
Total (n=191) 94 (49,2%) 25(13,1%) 11 (5,7%) 72 (37,7%)

(*) Foram excluidos da andlise os 10 casos com resultados invdlidos para Teste Cobas 4800°.

HPV-AR+: amostras citoldgicas positivas para o Teste Cobas 4800° (independente do subtipo viral)
HPV-16+: amostras citoldgicas positivas para o subtipo 16 do Papilomavirus Humano

HPV-18+: amostras citoldgicas positivas para o subtipo 18 do Papilomavirus Humano

12 outros HPV-AR+: amostras citoldgicas positivas para um ou mais subtipos do Papilomavirus
Humano, considerando-se os pertencentes ao grupo 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68

4.2.1 Sensibilidade e especificidade da pesquisa de DNA-HPV no diagnédstico de lesdes
intraepiteliais de alto grau (NICII/III)
A pesquisa para deteccdo de HPV-AR revelou-se positiva para 27 dos 31 casos com

confirmacéo histoldgica de lesdo intraepitelial de alto grau (NICII/II) [Tabela 7].
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Tabela 7 — NUmero e porcentagem de pacientes segundo o resultado da pesquisa para
deteccdo de HPV-AR e a avaliacdo combinada colpo-histoldgica (Hospital de Cancer de
Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

Avaliagdo Teste Cobas 4800°%(*)
G AL Negativo Positivo ?
Negativo para Neoplasia (n=91) 66 (72,5%) 25(27,5%)
NICI (n=67) 26 (38,8%) 41 (61,2%) P <0,001@
NICII/IlI (n=31) 4(12,9%) 27(87,1%)

(*) Foram excluidos da andlise os 10 casos com resultados invdlidos para Teste Cobas 4800® e os 2
casos com histologia inconclusiva.

NICI: lesdo intraepitelial de baixo grau (grau 1)
NICII/IlI: les@o intraepitelial de alto grau (graus Il e Ill)
(a) Teste de associagdo pelo qui-quadrado

100%
HPV-16
m HPV-18
. 80%
X m 12 outros HPV
E 60% - m HPV negativo
S
v
o}
.g- 40%
‘©
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Negativo NICI NICII/1
neoplasia

Figura 8 — Distribuicdo dos resultados do teste para detec¢do do Papilomavirus
Humano (HPV) de acordo com o diagndstico colpo-histoldgico entre as mulheres
com citologia cervical de ASC-US e LIEBG.

HPV-16: amostras citoldgicas positivas para o subtipo 16 do Papilomavirus Humano

HPV-18: amostras citoldgicas positivas para o subtipo 18 do Papilomavirus Humano

12 outros HPV-AR: amostras citolégicas positivas para um ou mais subtipos do Papilomavirus
Humano, considerando-se os pertencentes ao grupo 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68

NIC I, Il, lll: Neoplasia intraepitelial cervical graus I, Il e Il]
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Independentemente do resultado do teste de Papanicolaou, se ASC-US ou LIEBG,
verificou-se crescente participagao dos subtipos virais 16 e 18 diretamente relacionada a
gravidade da lesdo epitelial diagnosticada pelo exame anatomopatoldgico.
Concomitantemente, as taxas de testes negativos para a presenca de HPV-AR apresentam os
menores niveis entre as mulheres com diagndstico de LIEAG [Figura 8].

De acordo com numeros apresentados, o Teste Cobas 4800® conferiu sensibilidade de
87,1% e especificidade de 58,2% na deteccdo de lesdo NICII/IIl entre as pacientes com
citologia cervical de ASC-US e LIEBG, sendo verificado ainda, valor preditivo negativo (VPN)
de 95,8%.

Quando se analisa o desempenho do Teste Cobas 4800® no diagndstico de NICII/III
agrupando-se as pacientes do estudo em faixas etdrias <30 anos e >30 anos, identifica-se
ganho tanto na sensibilidade quanto na especificidade do teste em relacdo ao grupo de

mulheres mais velhas [Tabela 8].

Tabela 8 — NUmero e porcentagem de pacientes segundo o resultado da pesquisa para
deteccdao de HPV-AR e a avaliagdo combinada colpo-histolégica agrupadas por faixa etaria
(Hospital de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

®f *
Avaliagdo colpo-histologica WL el 220 ) 3
agrupada por faixa etdria NECTTIND Positivo

Negativo para Neoplasia 12 (60,0%) 8(40,0%)

<30 anos Nici 4(13,3%) 26 (86,7%) p = 0,001
NICll/lN 3(18,8%) 13 (81,2%)
Negativo para Neoplasia 54 (76,0%) 17 (24,0%)

>30 anos NICI 22(59,5%) 15 (40,5%) p < 0,001
NICII/Il 1(6,7%) 14 (93,3%)

(*) Foram excluidos da andlise os 10 casos com resultados invdlidos para Teste Cobas 4800°® e os 2
casos com histologia inconclusiva.

NICI: lesdo intraepitelial de baixo grau (grau 1)
NICII/IlI: leséo intraepitelial de alto grau (graus Il e Ill)
(a) Teste de associagdo pelo qui-quadrado
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Analisando-se separadamente os dois grupos, verifica-se que entre as mulheres com
idade superior a 30 anos, houve incremento das taxas de sensibilidade de 87,1% para 93,3%
e de especificidade de 58,2% para 70,4%.

O Teste Cobas 4800® comportou-se de maneira distinta no diagndstico de NICII/II
guando comparados os grupos com citologia de ASC-US e LIEBG. Apresentou taxas de
sensibilidade e especificidade de 87,5% e 79,5% respectivamente entre as mulheres com
citologia cervical de ASC-US, ao passo que para o grupo com citologia de LIEBG demonstrou

sensibilidade de 87% e especificidade de 34,7% na detecgdo de lesdes precursoras [Figura 9].

100,0% 98,5%
87,5% 89,7%
90,0% - 87,0% [ )
79,5%
80,0% -
70,0% -
50,0% + : 0
40,0%
Sk 292% 29,0%
30,0% -
20,0%
10,0% - - -
0,0% - :
Sensibilidade Especificidade VPN VPP
m ASC-US m LIEBG

Figura 9 — Sensibilidade, especificidade, VPN e VPP do Teste Cobas 4800® na deteccdo
de lesdes precursoras (NICII/Ill) entre pacientes com citologia de ASC-US e LIEBG.

NICII/IlI: leséo intraepitelial de alto grau (graus Il e Ill)

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente néo neopldsicas
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau

VPN: valor preditivo negativo / VPP: valor preditivo positivo

4.2.2 Resultados dos testes imunocitoquimicos (ICQ) para pesquisa combinada dos
biomarcadores p16'Nk42 e Ki-67
Cerca de um quarto (23,9%) das 201 amostras testadas foram positivas para a dupla
marcagdo citoplasmatica/nuclear p16 e Ki-67 através do teste CINtec® PLUS, sendo que,
entre as mulheres com citologia cervical de ASC-US e LIEBG o indice de positividade para o

exame foi de 11,5% e 35,2% respectivamente.
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4.2.3 Sensibilidade e especificidade do teste de imunocitoquimica no diagndstico de lesoes
intraepiteliais de alto grau (NICII/III)
A dupla marcac¢do p16/Ki-67 revelou-se positiva para 21 dos 31 casos com confirmacdo

histoldgica de lesdo intraepitelial de alto grau (NICII/111) [Tabela 9].

Tabela 9 — NUmero e porcentagem de pacientes segundo o resultado do teste de
imunocitoquimica (dupla marcacdo pl16/Ki-67) e a avaliagdo combinada colpo-histoldgica
(Hospital de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

® *
Avaliagéio CINtec® PLUS(*) ,
Eeleagibielcohy Negativo Positivo
Negativo para Neoplasia (n=97) 88(90,7%) 9(9,3%)
NICI (n=71) 54 (76,0%) 17 (24,0%) p < 0,001
NICII/Ill (n=31) 10(32,3%) 21(67,7%)

(*) Foram excluidos da andlise os 2 casos com histologia inconclusiva.

NICI: lesdo intraepitelial de baixa grau (grau 1)
NICII/III: les@o intraepitelial de alto grau (graus Il e Ill)
(a) Teste de associagdo pelo qui-quadrado

De acordo com numeros apresentados, o teste CINtec® PLUS conferiu sensibilidade
global de 67,7% e especificidade de 84,5% na deteccdo de lesdo NICII/IIl entre as pacientes
com citologia cervical de ASC-US e LIEBG, sendo verificado ainda, valor preditivo negativo
(VPN) de 93,4% [Figura 10].

Ao se analisar o desempenho da ICQ no diagndstico de NICII/IlI agrupando-se as
pacientes do estudo em faixas etdrias <30 anos e >30 anos, verificou-se taxas de
sensibilidade e especificidade de 81,2% e 74,5% respectivamente para o grupo de mulheres

mais jovens e 53,3% e 88,9% para as mulheres com idade superior a 30 anos [Tabela 10].
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Figura 10 — Sensibilidade, especificidade, VPN e VPP da imunocitoquimica (CINtec® PLUS) na
deteccdo de lesdes precursoras (NICII/IIl) entre pacientes com citologia de ASC-US e LIEBG.

NICII/IlI: les@o intraepitelial de alto grau (graus Il e Ill)

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neopldsicas
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau

VPN: valor preditivo negativo / VPP: valor preditivo positivo

Tabela 10 — Numero e porcentagem de pacientes segundo o resultado do teste de ICQ
(dupla marcagdo p16/Ki-67) e a avaliagdo combinada colpo-histoldgica agrupadas por faixa
etaria (Hospital de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a agosto/2013).

® *
Avaliagdo colpo-histologica b P .
agrupada por faixa etdria Negativo Positivo
Negativo para Neoplasia 18 (90,0%) 2(10,0%)
<30 anos NICI 20 (64,5%) 11 (35,5%) p < 0,001
NICIli/Ill 3(18,8%) 13(81,2%)
Negativo para Neoplasia 70 (90,9%) 7(9,1%)
>30 anos NICI 34 (85,0%) 6 (15,0%) p < 0,001
NICII/Ill 7 (46,7%) 8(53,3%)

(*) Foram excluidos da andlise os 2 casos com histologia inconclusiva.

NICI: lesdo intraepitelial de baixo grau (grau 1)
NICII/IlI: les@o intraepitelial de alto grau (graus Il e Ill)
(a) Teste de associagdo pelo qui-quadrado
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Figura 11 — Exemplos de testes positivos para a dupla marcacao
nuclear com Ki-67 (avermelhada) e citoplasmatica com pl6

(acastanhada) entre pacientes do grupo de estudo. A e D com
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4.3 Desempenho comparativo entre os testes de detec¢do de HPV-AR e ICQ na predi¢cao
de lesao intraepitelial de alto grau

Com o intuito de se avaliar o desempenho dos testes para pesquisa de HPV-AR e de
ICQ, isolados e em associagdo, calculou-se a area sob a curva ROC levando-se em
consideracdo a populacdo geral do estudo e os resultados de ambos os testes em relacdo a
citologia cervical (ASC-US ou LIEBG) e as faixas etarias agrupadas (<30 anos e >30 anos de
idade) [Tabela 11].

Analisando-se isoladamente os dois grupos com resultados distintos de citologia
cervical, identificou-se entre as mulheres com Papanicolaou de ASC-US desempenho
semelhante dos testes para pesquisa de HPV-AR e imunocitoquimica na detec¢ao de LIEAG.
Obteve-se area sob a curva ROC de 0,835 (1C95%:0,743-0,905) para o teste Cobas 4800° e
0,778 (1C95%:0,682-0858) para o teste CINtec® PLUS (p=0,489) [Figura 12]. Para as mulheres
com exames citopatoldgicos categorizados como LIEBG verificou-se area sob a curva ROC de
0,608 (1C95%:0,508-0709) para o Cobas 4800°® e 0,724 (1C95%:0,625-0,805) para o CINtec®
PLUS (p=0,151) [Figura 13].
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Tabela 11 — Desempenho comparativo dos testes para pesquisa de DNA-HPV e imunocitoquimica no
diagndstico de lesdes de alto grau (NICII/IIl) de acordo com os pardmetros de sensibilidade,
especificidade e &area sob a curva ROC (Hospital de Cancer de Barretos, fevereiro/2012 a
agosto/2013).

Area sob a 1c95%
Teste Sensibilidade Especificidade p(*)
curva ROC , .
Inferior Superior

Todas as idades com citologia de ASC-US ou LIEBG
Cobas 4800°® 87,1% 582% 0,727 0,655 0,787

0,532
CINtec® PLUS 67,7% 84,5% 0,761 0,699 0,821
Todas as idades com citologia de ASC-US
Cobas 4800°® 87,5% 79,5% 0,835 0,743 0,905

0,489
CINtec® PLUS 62,5% 93,1% 0,778 0,682 0,858
<30 anos com citologia de ASC-US
Cobas 4800°® 50,0% 66,7% 0,583 0,345 0,768

0,088
CINtec® PLUS 50,0% 85,7% 0,679 0,471 0,868
>30 anos com citologia de ASC-US
Cobas 4800°® 100% 83,9% 0,919 0,837 0,976

0,307
CINtec® PLUS 66,7% 95,5% 0,810 0,695 0,889
Todas as idades com citologia de LIEBG
Cobas 4800°® 87,0% 34,7% 0,608 0,508 0,709

0,099
CINtec® PLUS 69,6% 75,3% 0,724 0,625 0,805
<30 anos com citologia de LIEBG
Cobas 4800° 85,7% 6,9% 0,463 0,312 0,623

<0,001
CINtec® PLUS 85,7% 66,7% 0,762 0,622 0,885
>30 anos com citologia de LIEBG
Cobas 4800° 88,9% 52,2% 0,705 0,571 0,824

0,408
CINtec® PLUS 44,4% 80,4% 0,624 0,482 0,740

(*) teste de associagdo comparativo entre as dreas sob a curva ROC

1C95%: intervalo de confian¢a de 95%

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente néo neopldsicas
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau
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Figura 12 — Curva ROC representativa do desempenho dos testes
Cobas 4800°® e CINtec® PLUS na deteccdo de lesdo intraepitelial de
alto grau entre mulheres com citologia cervical de ASC-US.
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Figura 13 — Curva ROC representativa do desempenho dos testes
Cobas 4800°® e CINtec® PLUS na deteccao de lesdo intraepitelial de
alto grau entre mulheres com citologia cervical de LIEBG.
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Para ambos os métodos avaliados constatou-se incremento dos valores da area sob a
curva ROC entre as mulheres com idade superior a 30 anos seja para aquelas com citologia

cervical de ASC-US ou LIEBG quando empregado a pesquisa para DNA-HPV.

Levando-se em consideracdo apenas as mulheres com citologia de ASC-US e idade
acima de 30 anos, verificou-se area sob a curva ROC de 0,919 (1C95%:0,837-0,976) para a
pesquisa de HPV-AR e de 0,810 (I1C95%:0,695-0,889) para a ICQ na predi¢ao de LIEAG
(p=0,307) [Figura 14]. Para as mulheres pertencentes a mesma faixa etaria (>30 anos) porém
com Papanicolaou categorizado como LIEBG encontrou-se para o teste Cobas 4800® area
sob a curva ROC de 0,705 (1C95%:0,571-0,824) e de 0,624 (1C95%:0,482-0,740) para o
CINtec® PLUS com valor de p=0,408 [Figura 15].
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Figura 14 — Curva ROC representativa do desempenho dos
testes Cobas 4800® e CINtec® PLUS na detec¢do de lesdo
intraepitelial de alto grau entre mulheres com citologia
cervical de ASC-US acima dos 30 anos de idade.
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Figura 15 — Curva ROC representativa do desempenho dos
testes Cobas 4800® e CINtec® PLUS na detecgdo de lesdo
intraepitelial de alto grau entre mulheres com citologia
cervical de LIEBG acima dos 30 anos de idade.

Verifica-se que a area sob a curva ROC tanto para o teste Cobas 4800® com para o
CINtec® PLUS apresentou valores mais elevados para as mulheres com citologia cervical de

ASC-US acima dos 30 anos de idade.

Em contrapartida, para o grupo de mulheres mais jovens com idade igual ou inferior a
30 anos, o teste CINtec® PLUS demonstrou maior drea sob a curva ROC tanto para mulheres
com citologia de ASC-US como para LIEBG com valores de 0,679 e 0,762 respectivamente,
sendo que em relacdo as mulheres com LIEBG apresentou diferenca significante (p<0,001)

guando comparado ao teste de HPV [Figura 16].
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Figura 16 — Curva ROC representativa do desempenho dos
testes Cobas 4800® e CINtec® PLUS na detecc¢do de lesdo
intraepitelial de alto grau entre mulheres com citologia
cervical de LIEBG com idade menor ou igual a 30 anos.
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5 DISCUSSAO

Sdo indiscutiveis os avancos proporcionados pela citologia oncoética na prevencdo de
doenca neopldsica invasiva da cervix uterina. Os favoraveis indicadores de incidéncia e
mortalidade observados comumente em diversos paises europeus, da América do Norte e
Jap3o?’ s3o prova irrefutdvel da contribuicdo do exame de Papanicolaou no incremento da
deteccdao precoce de atipias celulares potencialmente cancerigenas o que facilita

sobremaneira o manejo terapéutico possibilitando elevadas taxas de cura.

Cabe ressaltar, que o potencial beneficio oferecido pela citologia cervical esta
diretamente relacionado a capacidade de cada regido ou pais em estruturar um eficiente
programa de rastreio organizado que contemple pré-requisitos imprescindiveis, a saber:
confeccdo de banco de dados com informacdes sobre a populacdo-alvo a ser rastreada e
atualizacOes periddicas sobre a conformidade dos intervalos de realizacdo dos exames;
montagem de uma agil rede de convocacdo das usudrias em ndo conformidade com os
prazos de repeticdo dos exames e daquelas com testes positivos que necessitem de
avaliagdo complementar; implementagao de iniciativas responsaveis de educagao voltadas
para a formacao e requalificagdo de profissionais que atuam em todas as etapas do processo
de rastreio; garantir as usudrias com testes alterados pronta investigacdo adicional e
encaminhamento prioritario para tratamento das mulheres com lesdes cervicais invasivas
confirmadas. Adicionalmente, é necessario garantir rigorosos critérios de qualidade em

todas as etapas do rastreamento com monitoramento ativo e continuo.

Contudo, mesmo empenhando-se na implementacdo de um primoroso sistema
organizado de rastreamento do cancer do colo uterino, as limitagdes inerentes ao emprego
isolado da citologia cervical ndo poderdao ser totalmente superadas. O Papanicolaou, em
diferentes revisdes, demonstrou grandes variagdes tanto nas taxas de sensibilidade quanto
especificidade em diagnosticar lesdes intraepiteliais de alto grau, sendo a sensibilidade
influenciada por diversas varidveis tendo demonstrado indices decepcionantes em algumas
casuisticas'® 1°. Além disso, estima-se ainda, taxas entre 5% e 20% de testes falso-
negativos?® na populacdo geral o que pode representar resultado danoso a mulher

falsamente tranquilizada por exame equivocado.
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Diferentes fatores estdao implicados para a ocorréncia ndo desprezivel de resultados
falso-negativos no emprego do Papanicolaou, sobretudo aqueles relacionados a
inadequacdes na coleta do esfregaco cervical e equivocos no preparo das laminas e

interpretacdo dos achados citolégicos.

Neste estudo objetivou-se avaliar o desempenho de duas tecnologias, relativamente
recentes, em predizer a presenca de lesdes clinicamente relevantes entre mulheres com
resultado de Papanicolaou com atipias minimas. A busca por novos instrumentos que
possam complementar ou até mesmo substituir o uso da citologia cervical no rastreamento
das lesGes precursoras e do cancer do colo uterino se justifica pelas ja citadas limitagdes

apresentadas pelo teste de Papanicolaou.

Foram avaliadas 201 mulheres que realizaram testes de Papanicolaou atendidas pelo
Departamento de Prevencdao do HCB que possui reconhecida experiéncia em programas de
rastreamento populacional de cancer, mais especificamente em cancer de mama e colo
uterino, por meio da utilizacdo de Unidades Mdveis (UM) de atendimento®® 4. As mulheres
com laudo citolégico de ASC-US (n=96) e LIEBG (n=105) foram convocadas para avaliacdo
complementar através de exame colposcépico com intuito de diagnosticar possiveis casos de

lesGes intraepiteliais de alto grau (NICII/III).

Andlise das mulheres com citologia de ASC-US

As citologias com alteracbes classificadas como células escamosas atipicas de
significado indeterminado, possivelmente ndo neopldsicas (ASC-US) permanecem um desafio
do ponto de vista de conduta clinica por apresentarem critérios de diagndstico pouco
precisos com questiondveis indices de concordancia entre citopatologistas experientes?? e
ndo raramente ocultarem diagndstico de lesdes precursoras ou até mesmo francamente

invasivas.

Diferentes protocolos de seguimento para as mulheres com ASC-US tém sido
propostos na tentativa de se minimizar possiveis equivocos com resultados falso-negativos.
O Consensus Guidelines for the Management of Abnormal Cervical Cancer Screening Tests

and Cancer Precursors atualizado em 201233 preconiza preferencialmente a realizacdo de
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teste para HPV-AR entre mulheres com ASC-US com idade igual ou superior a 25 anos e
posterior encaminhamento para colposcopia dos casos HPV-positivo. As Diretrizes Brasileiras
para o Rastreamento do Cancer do Colo do Utero reeditadas em 2011°! indicam a repeti¢do
da citologia cervical apds 6 meses para mulheres acima dos 30 anos ou em 12 meses para
mulheres entre 25 e 30 anos e na persisténcia de atipias celulares recomendam a realizacao

de exame colposcadpico.

Neste estudo, para as mulheres com Papanicolaou classificado como ASC-US verificou-
se que 8,4% delas apds a avaliagdo colpo-histoldgica possuiam em verdade diagndstico de
LIEAG. Essa porcentagem esta de acordo com os indices descritos na literatura que variam

de 5% a 22%%3-25,

Nao identificou-se diferenca entre os grupos de mulheres com idade <30 anos ou >30
anos, com taxas de 8,6% e 8,4% de LIEAG respectivamente. Nao foram diagnosticados casos
de cancer do colo uterino entre as mulheres com citologia de ASC-US avaliadas. Apds a
analise histopatoldgica trés casos apresentaram discordancia na avaliacdo dos patologistas
responsaveis pelo escrutinio tendo sido realizado teste de imunoistoquimica adicional
(identificacdo da proteina pl6) para auxilio diagndstico. Os casos discordantes foram

categorizados posteriormente como NICII.

Lapierre SG et al. avaliaram 396 mulheres com citologia de ASC-US e obtiveram indice
de diagndstico de lesdes precursoras (NICII/III) de 7,3% num grupo de pacientes com média
de idade de 38 anos?®, resultado semelhante aos verificados neste estudo que englobou

mulheres com média de idade de 39,2 anos.

A pesquisa para deteccdo de HPV-AR utilizando-se o teste Cobas 4800® foi positiva
para 27,2% (25/92) das mulheres com ASC-US, independentemente do subgrupo viral
identificado, sendo que 34,8% (8/23) das mulheres com idade <30 anos foram positivas para
HPV-AR e 24,6% (17/69) das mulheres acima dos 30 anos foram positivas para HPV-AR.
Stoler MH et al. avaliando mulheres com idade 221 anos e utilizando-se do mesmo método
para pesquisa de HPV obtiveram 32,6% de positividade entre o grupo com Papanicolaou de
ASC-US e semelhantemente ao verificado nesse estudo, também observaram declinio nas
taxas de infecgao por HPV-AR no subgrupo com idade >30 anos, tendo obtido indice de

positividade de 22,2%2%%.
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Outras publicagdes tem demonstrado indices mais elevados de prevaléncia da infecgao
pelo HPV-AR entre mulheres com Papanicolaou de ASC-US. O ALTS (ASC-US/Low-Grade
Squamous Intraepithelial Lesion Triage Study) detectou a presenca de HPV-AR em 48% das
amostras com citologia de ASC-US utilizando-se HC2%°, enquanto que Einstein MH et al.
apontaram uma prevaléncia de 57,1%°°. Essas diferencas, muito provavelmente refletem a
heterogeneidade nas populacdes estudadas no que se refere a faixa etdria das mulheres
avaliadas, uma vez que as jovens estdo proporcionalmente mais susceptiveis a infeccoes
pelo HPV. Em ambas as pesquisas citadas a média de idade aproximou-se dos 30 anos,

menor portanto que a média de idade das mulheres deste estudo.

Stoler MH et al. utilizando-se do teste Cobas 4800® demonstraram aumento da
participacdo dos subtipos virais HPV-16 e HPV-18, seja isoladamente ou em associacdo,
como responsaveis pela infeccdo entre pacientes com lesdes epiteliais mais acentuadas?*.
Esse mesmo comportamento também foi evidenciado nesse estudo entre as mulheres com
citologia de ASC-US, sendo que, 12% das mulheres com LIEBG confirmada por bidpsia
apresentaram infec¢cdo por HPV 16 e/ou 18, ao passo que entre as mulheres com NICII/IIl a

taxa de infecgdo pelos subtipos virais 16 e/ou 18 elevou-se para 37,5%.

A sensibilidade do teste Cobas 4800® em predizer a presenca de LIEAG entre as
mulheres com citologia de ASC-US foi de 87,5% e a especificidade de 79,5% com valor
preditivo positivo (VPP) de 29,2% e alto valor preditivo negativo igual a 98,5%. Esses valores
sdo semelhantes aos descritos em outros estudos que também utilizaram o teste Cobas
4800° para deteccdo de HPV?* 2637 e indicam o potencial beneficio da pesquisa de HPV-AR
nessa populagao ao praticamente eliminar a possibilidade de lesGes cervicais relevantes

entre mulheres com testes negativos.

Levando-se em consideragdao separadamente as mulheres com idade <30 anos e >30
anos, constatou-se elevagao tanto na sensibilidade quanto na especificidade do Cobas 4800®
em detectar LIEAG entre as mulheres mais velhas chegando a taxas de 100% tanto para a
sensibilidade como para o VPN e especificidade de 83,9%. Cabe ressaltar, que essa avaliagao
conjunta que considera a faixa etdria em associacdo ao status da infeccdo pelo HPV-AR entre
mulheres com citologia de ASC-US é de extrema importancia pela real possibilidade de

interferir na conduta clinica guiando o manejo mais adequado dessas pacientes.
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Em relagdo a imunocitoquimica para detec¢do combinada dos biomarcadores p16/Ki-
67 utilizando-se o teste CINtec® PLUS, 11,5% (11/96) das mulheres com ASC-US foram
positivas para o exame. Entre o grupo mais jovem (<30 anos), o indice de positividade foi de
17,4% (4/23) enquanto que para as mulheres com idade superior a 30 anos 9,6% foram

positivas para a ICQ.

Investigando-se a acuracia da ICQ na detecgdo de LIEAG entre mulheres com citologia
de ASC-US, verificou-se taxas de sensibilidade e especificidade de 62,5% e 93,1%
respectivamente, com VPN de 96,4% e VPP de 45,5%. Comparativamente ao teste de HPV, a
ICQ conferiu melhor especificidade, porém, com decréscimo na taxa de sensibilidade, o que
equivale a dizer que o teste de HPV embora consiga identificar um maior nimero de
pacientes com lesdes cervicais relevantes acaba por encaminhar desnecessariamente um
contingente maior de mulheres para colposcopia quando comparado a ICQ.
Semelhantemente ao verificado para a pesquisa do HPV, a ICQ também conferiu alto valor
preditivo negativo (96,4%), o que diminui sobremaneira a existéncia de LIEAG entre

mulheres com Papanicolaou de ASC-US e CINtec® PLUS negativo.

Quando se estratifica as mulheres com ASC-US de acordo com a faixa etdria constata-
se diminuicao tanto da sensibilidade (50,0%) quanto na especificidade (85,7%) da ICQ em
predizer a presenca de NICII/IIl entre as pacientes mais jovens (<30 anos), comportamento

esse semelhante ao verificado no desempenho da pesquisa para HPV-AR.

Alguns autores tém demonstrado taxas de sensibilidade mais elevadas que variam de
86% a 92% e menores taxas de especificidade que variam de 59% a 81%*® /. Entretanto,
Edgerton N et al. também verificaram taxa de sensibilidade de 64% para a dupla-marcacao
p16/Ki-67 no diagndstico de LIEAG entre mulheres com citologia de ASC-US 2°. A anélise de
um possivel ganho nas taxas de sensibilidade da ICQ em predizer a presenca especificamente
de NICIIl entre as pacientes com ASC-US neste estudo, mostrou-se limitada pelo pequeno

numero (n=3) de mulheres que receberam esse diagndstico histopatoldgico.

Quando se compara o desempenho dos dois métodos (teste HPV e ICQ) em predizer a
presenca de LIEAG entre mulheres com citologia de ASC-US, verificou-se que ambos os
testes apresentam performances igualmente satisfatdrias principalmente entre o grupo de
mulheres acima dos 30 anos e que embora a pesquisa para identificacdo de DNA-HPV (Cobas

4800°) tenha demonstrado maior drea sob a curva ROC tanto na analise global quanto entre
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a populacdo de mulheres mais velhas chegando ao valor de 0,919, ndo houve diferenca
estatisticamente significante em relagdo a acurdcia do exame de imunocitoquimica

(p=0,307).

Analise das mulheres com citologia de LIEBG

O diagndstico citoldgico de lesdo intraepitelial cervical de baixo grau (LIEBG) se baseia
principalmente na presenca dos chamados coildcitos (halo perinuclear irregular com
margens distintas que aparenta auséncia de conteudo no seu interior) que indicam infeccao

pelo HPV, além de alterag¢des na relagdo nucleo/citoplasma e hipercromasia discreta.

No Brasil, a prevaléncia de LIEBG é de aproximadamente 0,8% entre todos os exames
citopatoldgicos realizados e de 31% considerando-se apenas os testes anormais®!. Estudo
avaliando os resultados de exames de colpocitologia analisados pelo Laboratério de
Citopatologia do HCB identificou taxas de 0,3% e 0,7% de LIEBG entre testes que

empregaram os métodos de citologia convencional e em meio liquido respectivamente®’.

Os diversos protocolos internacionais preconizam condutas diferentes para as
pacientes com diagndstico citoldgico de LIEBG que variam entre a repeti¢cdo do Papanicolaou
em intervalos pré-estabelecidos e o encaminhamento direto para avaliacdo colposcdpica,
sendo que o ALTS (ASC-US/Low-Grade Squamous Intraepithelial Lesion Triage Study)
demonstrou serem ambas as condutas igualmente aceitdveis3*. As Diretrizes Brasileiras para
o Rastreamento do Céncer do Colo do Utero recomendam a repeticio do exame
citopatolégico apdés 6 meses para mulheres acima dos 20 anos de idade e posterior

encaminhamento para colposcopia naqueles casos que mantém atipias celulares®?.

A presenca de lesGes precursoras (NICII/III) entre as mulheres com exames citoldgicos
categorizados como LIEBG ndo é desprezivel sendo descritos na literatura indices que variam
de 9% a 30%%7%> %8, Especificamente neste estudo, verificou-se que 22,1% (23/104) das
mulheres com LIEBG apresentavam em verdade diagndstico de NICII ou NICIII histoldgico.
Entre as mulheres mais jovens (<30 anos) o diagndstico de LIEAG chegou a 31,9% (25% NICII,
6,9% NICIIl) dos casos, porcentagem superior ao evidenciado entre as mulheres acima dos

30 anos que foi de 15%. Em seis casos houve discordancia na avaliacdo histolégica entre os
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médicos patologistas responsaveis, tendo sido empregado teste de imunoistoquimica
(marcagdo da proteina p16) para auxiliar no diagndstico sendo posteriormente classificados

como NICII.

O teste para pesquisa de HPV-AR (Cobas 4800®) mostrou-se positivo para 69,7% das
mulheres com citologia de LIEBG. Quando se avalia os resultados do HPV entre as faixas
etarias verifica-se taxas ainda mais elevadas de infec¢do por HPV de alto risco oncogénico
entre as mulheres mais jovens com indice que chegou a 88,6% de positividade. A
predominancia da infeccdo por HPV dos subtipos oncogénicos mesmo entre mulheres com
lesdo intraepitelial de baixo grau tem sido demonstrada por diferentes autores que
rotineiramente também verificam tendéncia de queda nos niveis de infec¢ao diretamente

relacionada ao aumento da idade3® *°.

Levando-se em consideracdo a presenca de infeccdo pelos gendtipos 16 e/ou 18 do
Papilomavirus Humano entre as pacientes com citologia de LIEBG, verificou-se indices de
positividade de 24,4% entre os casos confirmados de NICI e 43,5% entre as mulheres com

confirmacgédo histopatoldgica de NICII/III.

O teste Cobas 4800°® conferiu sensibilidade e especificidade de 87% e 34,7%
respectivamente na predi¢do de NICII/IIl entre mulheres com citologia LIEBG. Para o grupo
de mulheres mais jovens (<30 anos) a sensibilidade e especificidade foi de 85,7% e 6,9% e
entre as mulheres com idade superior a 30 anos verificou-se sensibilidade de 88,9% e
especificidade de 52,2%. Comparativamente as mulheres com citologia de ASC-US o teste de
HPV-AR ndo demonstra o mesmo desempenho em termos de especificidade entre as
mulheres com LIEBG justamente pelo elevado indice de infeccao viral pelos subtipos de alto

risco verificados nesse ultimo grupo.

O emprego do teste para detecgdo de HPV-AR entre mulheres com LIEBG ndo constitui
necessariamente a alternativa mais apropriada em indicar quais pacientes estdo em maior
risco para lesdes clinicamente relevantes. N3do obstante, seu emprego fatalmente
representaria um aumento significativo no encaminhamento para avaliagdes colposcdpicas
adicionais acarretando bidpsias e tratamentos desnecessdrios além do potencial impacto
psiquico que o diagndstico de infeccdo sexualmente transmissivel pode gerar entre as

mulheres dessa populacdo.
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De acordo com os valores de sensibilidade e especificidade ja demonstrados, de cada
dez pacientes com diagndstico citoldgico de LIEBG o teste Cobas 4800® selecionaria sete
mulheres para colposcopia para posterior confirmacdo de NICII/IIl em apenas duas
pacientes. Considerando-se a frequéncia desse diagndstico citolégico entre todas as
colpocitologias anormais justifica-se a inviabilidade do uso isolado do teste de HPV-AR

nessas circunstancias.

Analisando-se o desempenho da imunocitoquimica (CINtec® PLUS) em predizer a
presenca de lesdo intraepitelial de alto grau entre mulheres com citologia de LIEBG,
constatou-se sensibilidade e especificidade de 69,6% e 75,3% respectivamente. A 1CQ
(p16/Ki-67) manteve os mesmos indices de sensibilidade (85,7%) que o teste de HPV entre
as mulheres <30 anos obtendo taxa de especificidade comparativamente muito superior de
66,7%. Adicionalmente, individualizando-se a acuracia da ICQ em estratificar o risco para
NICIII entre mulheres com citologia de LIEBG verifica-se 100% de sensibilidade e 69,4% de
especificidade do teste com VPN também de 100% independentemente da idade,

demonstrando melhora do desempenho do teste com a gravidade da lesao diagnosticada.

Schmidt MD et al. obtiveram resultados igualmente significativos ao analisar a acuracia
da dupla marcacdo p16/Ki-67 em predizer o diagndstico de NICIII entre citologias de LIEBG
com valores de 95,8% de sensibilidade e 68% de especificidade®®. Esses resultados, assim

25,47,60-62 certamente candidatam a ICQ para p16/Ki-67

como ja apontado por outros autores
a ocupar a lacuna deixada pelo insuficiente desempenho dos testes de HPV-AR em predizer

leses clinicamente relevantes entre mulheres com Papanicolaou de LIEBG.

Esses resultados ficam ainda mais evidentes quando analisamos a area sob a curva
ROC obtida pelos métodos de ICQ e pelo teste de HPV sobretudo entre as mulheres mais
jovens onde a dupla coloragdo p16/Ki-67 demonstrou acurdcia consideravelmente superior

em predizer a presenca de NICII/III (p<0,001).
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6 CONCLUSAO

Ambos os métodos analisados (teste HPV-AR e ICQ) demonstraram comportamento
semelhante em predizer a presenca de neoplasia intraepitelial cervical de alto grau entre
mulheres com citologia de ASC-US, ressaltando-se desempenho superior dos testes entre
mulheres com idade acima de 30 anos.

Entre as mulheres mais jovens (<30 anos) com citologia de LIEBG a dupla marcacdo
p16/Ki-67 conferiu maior acuracia na identificacdo de lesdes precursoras, especialmente
NICIlI, quando comparada ao teste molecular para HPV de alto risco oncogénico. Entre as
mulheres com idade superior a 30 anos e Papanicolaou de LIEBG ambos os métodos

apresentaram desempenho similar.
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ANEXOS

Anexo A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidada a participar como voluntaria do estudo intitulado:

“DETECGAO DE LESAO INTRAEPITELIAL CERVICAL DE ALTO GRAU EM MULHERES COM
CITOLOGIA DE ASC-US E LIEBG: COMPARAGAO ENTRE A EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA
DOS BIOMARCADORES P16/KI-67 E TESTE MOLECULAR DE DNA-HPV DE ALTO RISCO”

Que tipo de estudo é este e por que ele esta sendo realizado?

Este estudo tem por objetivo avaliar as mulheres que apresentaram alteragdes vistas
no exame preventivo do colo uterino (Papanicolaou) no intuito de se confirmar ou afastar a
presenga das chamadas lesdes “precursoras” as quais podem em alguns casos futuramente
levar ao cancer do colo do Utero. Neste estudo as células alteradas serdao melhor avaliadas
através de um exame especial chamado de imunocitoquimica. Este trabalho estd sendo
realizado porque o cancer do colo uterino é uma doenga ainda grave no Brasil e atinge
milhares de mulheres todos os anos, sendo importante diagnosticd-lo precocemente para
aumentar as suas chances de cura.

Eu sou obrigada a participar do estudo?

A decisdo de participar do estudo é Unica e exclusivamente sua. Vocé pode desistir do
estudo a qualquer momento, sem que isto atrapalhe seu direito de tratamento neste
hospital. Se depois de receber todas as explicacdes e ler atentamente essa declaragdo vocé
decidir participar do estudo, vocé ficara com uma cdpia deste documento e devera assinar
uma via para indicar o seu consentimento.

Desconfortos, riscos e beneficios:

Caso vocé queira participar deste estudo, o seu médico ird fazer uma entrevista sobre
seus hdabitos e condicdes de vida que durard cerca de 5 minutos. Caso vocé se sinta
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constrangida ao responder este questiondrio, vocé poderd interromper a entrevista a
qualguer momento. Durante o exame fisico (chamado de colposcopia) sera necessaria a
introducdo de um aparelho através da vagina (espéculo vaginal, também conhecido como
“bico de pato”) para alcangar o colo do Utero. Esse exame poderd causar em vocé um leve
desconforto parecido com uma pressdo na parte de baixo da barriga, lembrando que esse
desconforto deve diminuir se vocé conseguir relaxar. Sera coletado um pouco de secrecdo
do colo uterino com uma escovinha. Em seguida podera ser necessario retirar um pequeno
fragmento do colo uterino (bidpsia) o que podera causar leve dor (semelhante a uma
pequena cdlica menstrual). Mas, se vocé preferir, o exame sera parado imediatamente
respeitando-se a sua vontade. Apds a coleta do material com a escovinha ou mesmo apds a
realizacdo da bidpsia é comum a mulher apresentar um discreto sangramento vaginal que
geralmente para em poucas horas.

Este estudo ndo trara qualquer risco a sua saude e poderd, no futuro, beneficiar outras
pessoas que apresentarem as mesmas alteragdes no exame de Papanicolaou que vocé.

Garantia de esclarecimento, liberdade de recusa e garantia de sigilo:

Vocé sera esclarecida sobre esta pesquisa em tudo que desejar. Vocé é livre se quiser
recusar participar deste estudo e podera retirar o seu consentimento ou interromper a
participagao a qualquer momento. Isto ndo causara qualquer prejuizo no seu tratamento no
Hospital de Cancer de Barretos.

Seu nome (ou qualquer outra informagao que possa identifica-la) ndo serd divulgado
para ninguém e em nenhum momento. Uma cdépia deste consentimento informado sera
arquivada no seu prontuario do Hospital de Cancer de Barretos, outra sera fornecida a vocé.

Custos da participacao, ressarcimento e indenizagao por eventuais danos:

A participagdao no estudo nao acarretard custos para vocé e nao haverda nenhuma
compensagao financeira para vocé. No caso de a sua saude sofrer algum dano decorrente
deste estudo, o Hospital de Cancer de Barretos sera responsavel pelo seu atendimento e por
seus cuidados. Ndo ha indenizacdo monetdria para este estudo.

DECLARAGAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA PARTICIPANTE:

Eu, fui
informada dos objetivos do estudo de maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas.
Sei que em qualquer momento poderei solicitar novas informa¢des e modificar minha
decisdo se assim o desejar. O Dr. JULIO CESAR POSSATI RESENDE (CRM-SP 133781) me
explicou o estudo, respondeu minhas duvidas e me certificou de que todos os dados desta
pesquisa sdo confidenciais. Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma
copia deste termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada oportunidade de ler e
esclarecer a todas as minhas duvidas.
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Para sugestdes, reclamacdes ou duvidas, poderei contatar: 17-33216626, com Dr. Julio César
Possati Resende, pesquisador principal (ramal 7041) ou ainda através do Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (ramal 6894).

Nome Voluntaria

Ass. Voluntaria

Data: / /

Nome Médico: JULIO CESAR POSSATI RESENDE

Ass. Médico

Data: / /

QUANDO ESSE TERMO FOR ASSINADO PELO REPRESENTANTE LEGAL, PRECISARAO
ASSINAR TAMBEM DUAS TESTEMUNHAS.

Nome do representante legal (grau de parentesco)

Ass. Representante

Data: / /

Testemunha 1

Ass.

Data: / /

Testemunha 2

Ass.

Data: / /




Anexo B — Questiondrio padronizado

Questionario Padronizado

1 Identificagdo

2 Nome

3 Registro Hospitalar

4 Cidade

5 Data Admissdo DD-MM-AAAA

6 Data de nascimento DD-MM-AAAA
Estado Civil 1- Solteiro; 2- Casado/Unido Estével;

¢ 3- Separado/Divorciado; 4- Vilva; 99- Ignorado

8 Cor 1- Branca; 2- Negra; 3- Amarela; 4- Parda; 99- Ignorado
Escolaridade 1- Analfabeto; 2- Ensino Fundamental Incompleto; 3- Ensino

9 Fundamental Completo; 4- Ensino Médio Incompleto; 5- Ensino Médio Completo; 6-

Ensino Superior Incompleto; 7- Ensino Superior Completo; 99- Ignorado

10 Numero de Gestacdes

11 NUmero de Partos Normais

12 Numero de Cesdreas

13 Numero de Abortos

14 Menopausa 0- N3do; 1- Sim; 99- Ignorado

15 Menopausa — Idade

16 Sexarca 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado

17 Sexarca — Idade

18 Menarca 0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado

19 Menarca — Idade

20 NUmero de Parceiros Sexuais

21 Ha quanto tempo (anos) fez o Ultimo Exame Papanicolaou?

22 Queixa Ginecoldgica 0- N3o; 1- Sim; 99- Ignorado
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23 Corrimento Vaginal 0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado
24 Prurido Vulvo-vaginal 0- Ndo; 1- Sim; 99- Ignorado
25 Sangramento Genital Anormal 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
26 Dispareunia 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
27 LesOes Genitais Verrucosas 0- Nao; 1- Sim; 99- Ignorado
CITOLOGIA DE CONVOCACAO

28 Data Citologia Alterada DD-MM-AAAA
29 Unidade de Coleta 2-T2;3-T3;4-T4;5-T5;6-B; 7- M; 8-C
Epitélios Representados 1- Escamoso; 2- Escamoso, Glandular;

30
3- Escamoso, Metaplasico; 4- Escamoso, Glandular, Metapldsico
31 Papanicolaou Inicial 1- ASC-US; 2- LIEBG
32 Colposcopia 0- Insatisfatdria (inadequada); 1- Satisfatdria (adequada)
Avaliacdo Colposcopica 0- N3o é possivel avaliar; 1- AlteracGes benignas, cervicite;

33
2- LIEBG; 3- LIEAG; 4- Lesao Invasiva
Citologia da Colpo 0- Negativo para Neoplasia; 1- ASC-US; 2- ASC-H; 3- Células
Glandulares Atipicas de Significado Indeterminado — Possivelmente Ndo-neopldsicas; 4-
Células Glandulares Atipicas de Significado Indeterminado — Ndo se pode afastar lesdo de
alto grau; 5- Células Atipicas de Origem Indefinida — Possivelmente Ndo-neoplasicas; 6-
34 Células Atipicas de Origem Indefinida — Nado se pode afastar lesdo de alto grau; 7- LIEBG;
8- LIEAG; 9- LIEAG, ndo podendo excluir microinvasdo; 10- Carcinoma Epidermdide
Invasor; 11- Adenocarcinoma “in situ”; 12- Adenocarcinoma Invasor Cervical; 13-
Adenocarcinoma Invasor Endometrial; 14- Adenocarcinoma Invasor Sem Outras

EspecificagcOes; 15-Outras

Laudo Histolégico 1- AlteragGes benignas, cervicite;
2- Neoplasia intraepitelial de baixo grau; 3- Neoplasia intraepitelial de alto grau — NIC II;
35 4- Neoplasia intraepitelial de alto grau — NIC Ill; 5- Adenocarcinoma “in situ”; 6-

Carcinoma epidermdide invasivo; 7- Adenocarcinoma invasivo; Inconclusivo, material
insuficiente; 8- Outros
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Anexo C — Parecer do comité de ética em pesquisa da Fundagao Pio XII

frosera) FUNDAGAO PIO XII -
\sameros) HOSPITAL DE CANCER DE W
N BARRETOS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP A3
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: DETECCAO DE LESAO INTRAEPITELIAL CERVICAL DE ALTO GRAU EM
MULHERES COM CITOLOGIA DE ASC-US E LIEBG: COMPARACAO ENTRE A
EXPRESSAO IMUNOCITOQUIMICA DOS BIOMARCADORES P16/Ki-67 E TESTE
MOLECULAR DE DNA-HPV DE ALTO RISCO

Pesquisador: Julio César Possati Resende

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 03113712.5.0000.5437

Instituicdo Proponente: Fundagao Pio XII

Patrocinador Principal: PRODUTOS ROCHE QUIMICOS E FARMACEUTICOS S A

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 512.674
Data da Relatoria: 17/01/2014

Apresentagdo do Projeto:
A presente EMENDA trata-se de um Comunicado de Alteragao do Titulo do Estudo Supracitado.

Objetivo da Pesquisa:
Comunicar a alteragéo feita do titulo do Estudo Supracitado.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

N&o se aplica

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Sem comentarios e consideracgdes adicionais.

Consideragées sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:
Foram apresentados:

- Nova Folha de Rosto com Titulo Alterado:

- Novo Projeto Detalhado com Titulo Alterado:

- Carta explicando os motivos para Alteracao do Titulo do Estudo:

Enderego: Rua Antenor Duarte Vilela, 1331

Bairro: Dr, Paulo Prata CEP: 14.784-400

UF: SP Municipio: BARRETOS

Telefone: (17)3321-8600 Fax: (17)3321-6629 E-mail: cep@hcancerbarretos.com.br
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Continuagao do Parecer: 512.674

Recomendacgdes:
Sem recomendacdes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
Sem pendéncias efou inadequagdes.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragées Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundacdo Pio Xl - Hospital de Cancer de Barretos analisou o(s)
seguinte(s) documento(s) do projeto 608/2012, e:

- Aprovou a Emenda com Alteragdo do Titulo do Estudo Supracitado, submetide em 13/01/2014:

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:

1. Relatdrios parciais previstos para IMEDIATAMENTE, pois o pesquisador deve relatérios a este Comité
desde Setembro/2012.

2 Comunicar toda e qualquer alteragdo do Projeto e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Nestas circunstancias a incluséo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a aprovagao do
Comité de Etica em Pesquisa.

3. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer Evento Adverso Grave ocorrido durante o
desenvolvimento do estudo.

4. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos,
apds conclusao da pesquisa, para possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

Enderego: Rua Antenor Duarte Vilela, 1331

Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400
UF: SP Municipio: BARRETOS
Telefone: (17)3321-6600 Fax: (17)3321-6629 E-mail: cep@hcancerbarretos.com.br
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4 Assinador por:

Sergio Vicente Serrano
(Coordenador)
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