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RESUMO

Possati-Resende JC. Detec¢do de lesbes precursoras e cdncer cervical baseada em
combinagdes de citologia cervical, pesquisa de Papilomavirus Humano e perfil de metila¢éo
de genes. Tese (Doutorado). Barretos: Hospital de Cancer de Barretos; 2020.

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 contribuicao dos exames citolégicos de Papanicolaou estes apresentam grande
variacdo na sua sensibilidade o que tem estimulado a busca por novas opc¢bes nas
estratégias de rastreio. Os testes moleculares para pesquisa de HPV de alto risco e mais
recentemente a presenca de hipermetilacdo de alguns genes especificos constituem
marcadores que podem melhorar a acuracia dos modelos que atualmente empregam o
Papanicolaou isoladamente. OBJETIVO: Avaliar o desempenho de diferentes estratégias para
deteccdo de lesGes precursoras e cancer cervical por meio de combinacdes entre citologia,
pesquisa do HPV de alto risco e perfil de metilagdo de genes hsa-miR-124-2, SOX1, TERT e
LMX1A. MATERIAIS E METODOS: Realizou-se estudo transversal com coleta prospectiva de
dados tendo sido incluidas mulheres com citologias previamente alteradas e que
compareceram ao Departamento de Prevencdo do Hospital de Cancer de Barretos para a
realizacdo de colposcopia. Imediatamente antes do exame colposcdpico foram colhidas duas
amostras de esfregaco cervical, uma para pesquisa de infeccdo pelo HPV e outra para
determinacdo do perfil de hipermetilacdo dos genes hsa-miR-124-2, SOX1, TERT e LMX1A.
Foram simuladas diferentes estratégias para a detec¢do de NIC2+ considerando o uso
isolado ou em associacdo (coteste/reflexos) dos testes. Foram considerados para critério de
comparacdo as taxas de sensibilidade, especificidade e criadas duas razbes (NIC2+ e
colposcopia). RESULTADOS: Foram incluidas no estudo 907 mulheres com idade entre 25 e
69 anos atendidas no periodo de 2014-2015 tendo sido simuladas 131 estratégias para
deteccdo de NIC2+ as quais foram comparadas entre si e com dois modelos adotados como
referéncia que previam como positivos os rastreios com citologias de ASC-H ou pior (ASC-H+)
ou com HPV positivo. Considerando-se o uso de testes isolados obteve-se taxas de
sensibilidade de 80,6% e 92,6% e especificidade de 79,6% e 61,6% para LIEBG+ e HPV+
respectivamente. A associagao de citologia e HPV como cotestes considerando-se ASC-H+ ou
HPV16/18+ obteve sensibilidade de 78,6 % e especificidade de 79,7%. Para modelos de
testes sequenciais (reflexos) a triagem inicial com HPV e citologia reflexa (LIEBG+) apenas
para os casos positivos para os tipos ndo 16/18 demonstrou 84,7% de sensibilidade e 79,1%
de especificidade com aumento de 44% na demanda por colposcopias quando comparado
ao rastreio com Papanicolaou (ASC-H+). Isoladamente a presenca de hipermetilagdo do gene
hsa-miR-12-2 apresentou maior sensibilidade (87,6%) que a citologia, considerando ASC-H+
(p<0,05). Em relagdo ao uso do HPV+ isolado, a metilagdo do gene hsa-miR-124-2 tanto
isoladamente ou como teste reflexo entre os casos positivos para os tipos ndo 16/18 de HPV,
demonstrou menor sensibilidade, porém acima de 80% e com queda na demanda por
colposcopia. CONCLUSAO: para o uso isolado de citologia o pardmetro de LIEBG ou piores
determinou aumento de sensibilidade com acréscimo de até 40% nas colposcopias. O uso de
HPV no rastreio sem genotipagem como testes iniciais garantiu melhores taxas de
sensibilidade. Houve melhora da especificidade entre as estratégias que definiram testes
citoldgicos reflexos (ASC-US+) apds HPV+ sem genotipagem e Papanicolaou (LIEBG+) entre



mulheres testadas positivamente para HPV dos tipos ndo 16/18. O gene hsa-miR-124-2
demonstrou melhor desempenho como marcador de lesdes NIC2+ tanto isoladamente como
em modelo de teste sequencial apés HPV+ ndo 16/18.

PALAVRAS-CHAVE: Colo do Utero; Neoplasia Intraepitelial Cervical; Testes de DNA para
Papilomavirus Humano; Metilagdo do DNA; Técnicas de Diagndstico Molecular; Prevengao
Secundadria.




ABSTRACT

Possati-Resende JC. Detection of precursor lesions and cervical cancer based on
combinations of cervical cytology, Human Papillomavirus research and gene methylation
profile. Thesis (Doctorate). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2020.

BACKGROUND: Cervical cancer is an important public health problem, especially in
developing countries, with high incidence and mortality rates. Despite the contribution of
Pap smear tests, they present great variation in their sensitivity, which has stimulated the
search for new options in screening strategies. Molecular tests for high-risk HPV research
and more recently the presence of hypermethylation of some specific genes are markers
that can improve the accuracy of models that currently employ Pap test alone. AIMS: To
evaluate the performance of different strategies for detecting precursor lesions and cervical
cancer through combinations between cytology, high-risk HPV and methylation profile of
hsa-miR-124-2, SOX1, TERT and LMX1A genes. MATERIAL AND METHODS: A cross-sectional
study was carried out with prospective data collection, including women with previously
altered cytologies and who came to the Prevention Department of the Barretos Cancer
Hospital for colposcopy. Immediately before the colposcopy, two cervical smear samples
were taken, one for HPV and one for determining the hypermethylation profile of the hsa-
miR-124-2, SOX1, TERT and LMX1A genes. Different strategies for the detection of CIN2+
were simulated considering the use alone or in association (coteste/reflexes) of the tests.
Sensitivity, specificity rates were considered for comparison criteria and two reasons were
created (CIN2+ and colposcopy). RESULTS: 907 women aged between 25 and 69 years
attended in the period 2014-2015 were included in the study, having simulated 131
strategies for the detection of CIN2+ which were compared with each other and with two
models adopted as reference that predicted the screening as positive with ASC-H cytologies
or worse (ASC-H+) or with positive HPV. Considering the use of isolated tests, sensitivity
rates of 80.6% and 92.6% and specificity of 79.6% and 61.6% for LSIL+ and HPV+ respectively
were obtained. The association of cytology and HPV as cotestes considering ASC-H+ or
HPV16/18+ obtained a sensitivity of 78.6% and specificity of 79.7%. For sequential test
models (reflexes) the initial screening with HPV and reflex cytology (LSIL+) only for positive
cases for types not 16/18 showed 84.7% sensitivity and 79.1% specificity with a 44% increase
in the demand for colposcopies when compared to screening with Papanicolaou (ASC-H+).
The presence of hypermethylation of the hsa-miR-124-2 gene alone showed greater
sensitivity (87.6%) than cytology, considering ASC-H+ (p <0.05). Regarding the use of HPV+
alone, methylation of the hsa-miR-124-2 gene either alone or as a reflex test among positive
cases for non-16/18 types of HPV, showed less sensitivity, but above 80% and with drop in
demand for colposcopy. CONCLUSION: for the isolated use of cytology, the LSIL parameter
or worse determined an increase in sensitivity with an increase of up to 40% in colposcopies.
The use of HPV in screening without genotyping as initial tests ensured better rates of
sensitivity. There was an improvement in specificity between the strategies that defined
reflex cytological tests (ASCUS+) after HPV+ without genotyping and Papanicolaou (LSIL+)
among women tested positive for non-16/18 HPV types. The hsa-miR-124-2 gene
demonstrated better performance as a marker of CIN2+ lesions both in isolation and in a
sequential test model after HPV+ not 16/18.
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INTRODUCAO




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 em regides de baixa e média renda com altas taxas de
incidéncia e mortalidade (Figura 1). Representa a quarta neoplasia mais comum entre as
mulheres em todo o mundo, sendo ainda hoje o cancer mais frequentemente diagnosticado

em mulheres residentes em 28 paises’.
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Figura 1 - Os graficos apresentam os indices de incidéncia e mortalidade considerando-se os
10 tipos de canceres mais comuns entre as mulheres para o ano de 2018 (os canceres de
pele ndo melanoma estdo incluidos na categoria “outros”).

Levantamentos referentes ao ano de 2018 apontam que, em todo o mundo, sdo
diagnosticados anualmente cerca de 570 mil casos novos de cancer do colo uterino sendo o
mesmo responsavel pela morte de aproximadamente 311 mil mulheres'. Estima-se que até

2030 o numero de casos de cancer do colo do Gtero no mundo aumente em quase 50%”.

Estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA) apontam para um numero
aproximado de 16.370 casos novos de cancer cervical para o biénio 2018-2019 entre as

mulheres brasileiras, com um risco estimado de 15,43 casos para cada 100.000 mulheres.



Excetuando-se os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do Utero é o terceiro
mais incidente entre as mulheres brasileiras (Figura 2). Especificamente, quando se avalia as
diferente taxas de incidéncia regionais o cancer cervical é o mais incidente entre as mulheres
da regido Norte do Brasil, o segundo mais incidente nas regides Nordeste e Centro-Oeste e

ocupa ainda a quarta posicdo nas regides Sul e Sudeste do pais (Figura 3)%.
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Fonte: modificado de Ministério da Saude, Instituto Nacional do Cancer (INCA)?

Figura 2 - Distribuigdo proporcional dos principais tipos de cancer mais incidentes estimados
para 2018 para o sexo feminino, exceto pele ndo melanoma.

Para o Estado de S3o Paulo especificamente, o INCA estimou a ocorréncia de cerca de
1.940 casos novos de cancer do colo do Utero para o biénio 2018-2019 com taxa de

incidéncia de 8,43 casos para cada grupo de 100.000 mulheres paulistas®.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as regides 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 porgdes sul e central do

continente Asitico e da América do Sul®.
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Figura 3 - Representacao espacial das taxas ajustadas de incidéncia por 100 mil mulheres
brasileiras, estimadas para o biénio 2018-19, segundo Unidade da Federagao - Neoplasia
Maligna do Colo do Utero.

No Brasil, a mortalidade decorrente do cancer cervical tem evidenciado tendéncia de
estabilizacdo ao longo das Uultimas décadas, entretanto, melhora significativa desse
parametro ndo tem sido verificada o que se explica sobretudo pelo incremento no nimero
de mortes por cancer do colo do Utero nas regides Norte e Nordeste do pais®. Dados do
Ministério da Saude, que ndo raramente apresentam distor¢des devido a subnotificagdes 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 entre as

diferentes regides do pais.

Esses diferentes cenarios de incidéncia e mortalidade verificados, seja no Brasil ou no
restante do mundo, traduzem fundamentalmente a heterogeneidade nas condigdes
socioeconOmicas das populacdes, com disparidades acentuadas no acesso a programas de
rastreamento de qualidade e adequado manejo das mulheres com testes diagndsticos
alterados®. Invariavelmente verificam-se maiores taxas de mortalidade em regides com
pronunciadas desigualdades sociais e menores niveis de desenvolvimento. No Brasil, os

indicadores também obedecem a essa tendéncia’.



1.2 Histéria natural do cancer do colo do utero

A histéria natural do desenvolvimento do cancer do colo uterino estd intimamente
associada a infeccdo persistente pelo Papilomavirus Humano (HPV) dos tipos carcinogénicos
a qual representa a infeccdo sexualmente transmissivel (IST) mais prevalente no mundo®. A
infeccdo pelo HPV ocorre mais frequentemente entre individuos jovens, com vida sexual
ativa, multiplos parceiros sexuais e atinge pico de incidéncia poucos anos apds o inicio da

atividade sexual®.

Extensa revisao publicada em 2010 e baseada em estudos divulgados entre 1995 e
2009 estimou uma prevaléncia global de 11,7% de infeccdo 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¢do pelo HPV no
Brasil ndao apresentam representagao uniforme nas diferentes regides do pais e
habitualmente baseiam-se em analises transversais de pacientes com alteracgGes citologicas

identificadas em testes de rastreio.

Estudo de revisdo publicado em 2010 demonstrou prevaléncia global de infeccdo 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 prevalénciall.

Levantamento utilizando-se de teste molecular para identificacdo 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 Papanicolaoulz. Outro estudo
recente que englobou mulheres atendidas por servigcos publicos de salde do Estado de Sdo
Paulo identificou taxa de 14,9% de positividade para HPV-AR em populagdo com média de

idade de 42 anos®®.

Cerca de 40 tipos de HPV sao capazes de infectar as células epiteliais do trato genital.
De acordo com o gendtipo e as alteracdes celulares induzidas pela incorporacdo 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®*.

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
que esse processo se dd de forma lenta e progressiva. Multiplos e variaveis fatores
associados a viruléncia do HPV e a resposta imune do hospedeiro irdo determinar o

surgimento ou nao de lesdes teciduais e a gravidade dessas lesdes.

Para a maioria das mulheres, sobretudo entre as mais jovens, a infeccao pelo HPV
rotineiramente apresenta carater transitério'> com regressdo espontdnea em um periodo
qgue varia de poucas semanas a até 24 meses sem o desenvolvimento de lesGes epiteliais
significativas. Mesmo entre as mulheres que chegam a desenvolver as chamadas lesGes
intraepiteliais precursoras (NIC2/3), cerca de 26% delas também sofrerdo regressdo

espontanea completa em até 15 semanas ap6s estabelecido o diagndstico®®.

1.3 Emprego 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

reducio do 6nus desse tipo de neoplasia nos paises desenvolvidos nas ultimas décadas™”*°.

Em grande parte, esses resultados se devem as estratégias de deteccdo precoce
baseadas em programas organizados, com altas taxas de cobertura populacional, avaliagao
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,

Austrélia e Nova Zelandia®.

Levantamentos prévios estimam que o rastreamento adequadamente realizado entre
mulheres na faixa etaria de 25 a 65 anos por meio do teste de Papanicolaou possa reduzir
em cerca de 80% a mortalidade determinada pela doenca e em 90% a incidéncia de cancer

do colo do utero®.



No Brasil especificamente, o programa de rastreamento de cancer do colo do utero
baseia-se no emprego de testes citoldgicos convencionais ofertados em modelo
fundamentalmente oportunistico que prioriza mulheres na faixa etaria dos 25 aos 64 anos
de idade. As Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do Cancer do Colo do Utero (2016)*
preconizam a realizagdao de dois exames de Papanicolaou com intervalo de um ano e apds

dois resultados negativos considerar intervalos trienais (Figura 4).

Rastreio Populacional no Brasil — Cancer do Colo do Utero

método de rastreamento Eyame Citopatoldgico - Papanicolaou

populagdo-alvo |nicio aos 25 anos de idade para mulheres
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negativos

periodicidade Qs dois primeiros exames devem ser
realizados com intervalo anual e, se ambos
os resultados forem negativos, os préximos
devem ser realizados a cada 3 anos

Fonte: modificado de Ministério da Sadde, Instituto Nacional do Cancer (INCA)?

Figura 4 — Critérios estabelecidos pelas diretrizes brasileiras para o rastreamento
populacional do cancer do colo do utero.

Apesar da inquestiondvel contribuicdo dos exames citolégicos no rastreio
populacional, estes apresentam grande variacdo na sua sensibilidade e especificidade em
detectar lesdes neopldsicas 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
96,8%°22*, Estimam-se, ainda, taxas entre 5% e 20% de testes falso-negativos na populacao
|25

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 advindos dos testes de Papanicolaou estando associados a



equivocos na coleta do material com amostragem celular inadequada e consequente nao
representacdo da zona de transformacdo do colo uterino, problemas relacionados ao
preparo das laminas e sobretudo, aos erros de analise e interpretacdao da morfologia celular

do esfregaco cervical.

Além disso, muitas dessas limitagdes atribuidas ao exame de Papanicolaou estdo
associadas a critérios de classificacdo de reprodutibilidade varidvel que interferem no
desempenho do método. Essas limitagdes sao representadas por exemplo, pela presenga de
achados classificados genericamente como “atipias de significado indeterminado”, cujo grau

de imprecisao é significativo mesmo entre observadores experiente527.

Por volta dos anos de 1990 houve o desenvolvimento e aperfeicoamento das técnicas
de citologia com fixacdo celular em meio liquido que buscavam aprimorar o teste de
Papanicolaou. Objetivando diminuir os fatores de obscurecimento dos esfregagos cervicais e
garantir maior qualidade no processo de fixacdo celular, a citologia em meio liquido tem
substituido os exames convencionais em muitos programas de rastreamento populacional

de cancer do colo uterino sobretudo nos paises desenvolvidos®.

Quando empenhadas em condigdes adequadas de qualidade ha similaridade no
desempenho da citologia em meio liquido e da citologia convencional no diagnéstico de NIC
de alto grau ou pior (NIC2+)%°. Contudo, j4 comprovacdo da superioridade da citologia em
meio liquido quando se avalia fatores como a uniformizagao dos procedimentos de coleta,
preservacao da morfologia celular pela imediata fixacdo em meio liquido, menor nimero de
artefatos e fatores de obscurecimento e melhor qualidade do esfregaco para andlise com

consequente reducdo na quantidade de amostras insatisfatorias 30-32.

Contudo, um dos maiores beneficios da citologia em meio liquido estda na
possibilidade da realizacdo de exames complementares, como por exemplo, a pesquisa do
HPV, testes imunocitoquimicos e outras pesquisas genéticas. Isto sem contar com a
possibilidade do aumento da produtividade em termos de nimero de laminas examinadas
por periodo considerando-se o emprego de automacdo nesse processo (leitura guiada
automatizada). Biscotti et al. demonstraram um aumento médio de produtividade dos
citotécnicos na ordem de duas vezes com o processo de automacgdo associado a citologia em

meio I|'quid033.



1.4 Teste de HPV no rastreio do cancer cervical

Diferentes estudos de base populacional que avaliam o papel dos testes para deteccao
dos HPV de alto risco no rastreamento primario do cancer cervical tém demonstrado
aumento significativo da sensibilidade quando comparados a utilizagdo da citologia de
esfregaco cervical, além de serem superiores em termos de reprodutibilidade®*. Acrescenta-
se ainda o fato que os requisitos necessarios para a amostragem cervical sao bem menos

criticos do que no exame de citologia cervical.

Alguns estudos europeus e norte-americanos de rastreio evidenciam taxas de
sensibilidade em média 37% maiores na deteccdo de NIC2+ pelos testes de HPV quando
comparado a citologia®> adicionalmente, quando negativos, os testes de HPV conferem alto
valor protetor contra o desenvolvimento de lesdes NIC3+%°. Habitualmente as pesquisas
reforcam as vantagens dos testes de HPV para o rastreio populacional de cancer cervical

particularmente entre as mulheres com mais de 30 anos de idade®” %8,

Por outro lado, a despeito das claras vantagens apontadas, ha limitacGes relacionadas

39, 40, sobretudo entre mulheres

a baixa especificidade dos testes para pesquisa de HPV-AR
mais jovens abaixo dos 30 anos. Essa caracteristica contribuiria para uma elevagcdao na
demanda de pacientes encaminhadas para colposcopia o que contribuiria para sobrecarga
sobre os servigos de investigagdo complementar. Wright et al. demonstraram, avaliando os
dados do estudo ATHENA, maior necessidade de exames colposcépicos para a identificacdo

de lesdes NIC2+ entre mulheres rastreadas primariamente pelos testes de HPV em relacdo

a0 grupo rastreado por citologia cervical®.

Outro fator importante que deve ser considerado é que comparativamente ao exame
citolégico, o teste para HPV possui custo mais elevado o que representa uma barreira
consideravel a sua implantacdo em paises com baixo e médio nivel socioeconémico,
justamente onde o rastreamento do cdncer do colo do Utero se faz mais necessario e

impacta nte®.

A associacdo de dois métodos, um com alta sensibilidade (teste molecular do HPV) e
outro com alta especificidade (exame citoldgico) parece representar uma opc¢ao interessante

para o rastreamento das lesGes precursoras e cancer cervical. A US Preventive Services Task



Force recentemente reforcou a utilizacdo do HPV nas suas diretrizes para detec¢do precoce
do céncer do colo do Utero. De acordo com essa recomendacdo, mulheres com idade entre
30 e 65 anos devem ser submetidas a pesquisa molecular de HPV isoladamente ou em

associacao a citologia cervical a cada 5 anos™.

A prépria OMS recomenda o emprego dos testes de HPV isolados ou seguidos de
outros testes mais especificos (VIA, citologia ou E6) em cendrios de paises que ndo possuem
programas de rastreamento em vigor. Além disso, os programas que utilizem o modelo
tradicional de citologia com investigacdo complementar por colposcopia mas que ndo
consigam atender a todos os indicadores de qualidade também deveriam considerar o
emprego de modelos baseados em testes de HPV caso haja previsdo suficiente de recursos

financeiros (Figura 5)*.
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Figura 5 — Fluxograma de tomada de decisdo para gerenciamento de programas de rastreio
de cancer do colo do utero.

HPV: Papilomavirus Humano; VIA: inspecdo visual apds aplicacdo de solucdo de acido acético; E6:
proteina oncogénica do Papilomavirus Humano.

O HPV, além do rastreio primario, pode ainda ser empregado na triagem de mulheres

com exames citolégicos classificados como ASC-US. Essa indicagao tem sido empregada em
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vérios paises, sobretudo na América do Norte** e Europa onde os protocolos de
rastreamento indicam sua realizacdo em amostras residuais da citologia em meio liquido
(modelos baseados em testes sequenciais). O ASC-US / LIEBG Triage Study demonstrou que
mulheres com resultados de ASC-US e teste negativo para HPV-AR apresentam risco muito

baixo para LIEAG com alto valor preditivo negativo™.

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 Il (HC2) (Qiagen,
Gaithersburg, MD, EUA) um dos mais difundidos, baseando-se em sondas especificas de RNA
para 13 diferentes tipos de HPV de alto risco oncogénico e 5 tipos de HPV 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 tipo viral especifico.

Nas ultimas décadas, varios novos testes tém sido apresentados como instrumentos de
pesquisa molecular para deteccdo de DNA-HPV em amostras cervicais com diferentes
indicagdes de uso seja para programas de rastreio populacional ou para o manejo clinico de
pacientes com exames citoldgicos alterados e controle pds tratamento de lesGes intra-

epiteliais de alto grau induzidas pelo Papilomavirus Humano.

Dentre eles, o Cobas 4800 test® (Roche Diagnostics, Laval, Quebec, Canada) que
possibilita a detec¢do de 14 tipos 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 inUmeros estudos que tém validado sua
utilizacdo na triagem de mulheres com Papanicolaou alterado ou no rastreio primario do

cancer cervical.

Ressalta-se, em relacgdo ao Cobas 4800%® potencial vantagem por identificar
isoladamente 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 presenga 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 tipos virais no mecanismo de carcinogénese”.

Estudos comparando o desempenho do teste de captura hibrida Il (HC2) com o teste

Cobas 4800®° ndo tém evidenciado diferencas significativas na acuracia de ambos os

48-52

métodos . Lapierre et al. demonstraram taxas de sensibilidade e especificidade de 89,7%
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e 66,7%, respectivamente para o Cobas 4800° e de 93,1% e 72,2% para a HC2 na

identificacio 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 deteccdo de lesdes NIC2+
em mulheres com Papanicolaou categorizado com LIEBG. Outra pesquisa, conduzida por
Cuzick J. et al. avaliou o desempenho do Cobas 4800® na detecg¢do de NIC2+ comparado a
outros cinco testes empregados na pesquisa de DNA ou RNA viral em amostras de citologia
em meio liqguido. Comparativamente aos demais testes, o Cobas 4800® forneceu taxas

maiores de sensibilidade e especificidade™®.

Além de todas as vantagens ja mencionadas do teste para HPV em relagdo ao exame
citopatoldgico, outro aspecto relevante é a possibilidade de utilizacdo de amostras auto
coletadas pelas mulheres, inclusive em ambiente domiciliar, para realizacdo dos testes
moleculares o que promoveria, pelo menos em teoria, o aumento das taxas de cobertura
dos programas de rastreamento com especial contribui¢ao entre as usudrias ndo aderentes
aos testes convencionais™. Revisdo publicada em 2014 demonstrou que a deteccdo de
infeccdo viral pelo HPV realizada em amostras de secrecdo vaginal auto coletadas apresenta
desempenho inferior aos testes coletados por clinicos no rastreio de lesdes NIC2+. Porém,
com indices de sensibilidade de 76% no rastreio de lesGes NIC2+ e de 84% na deteccdo de
NIC3 ou pior, os testes de autocoleta devem ser considerados como estratégia adicional

entre grupos resistentes™”.

1.5 Eventos epigenéticos — metilacao do DNA

A epigenética correlaciona-se a alteragdes na expressao dos genes sem que haja
modificacdes na sequéncia de bases do DNA. Tais altera¢gdes podem ocorrer nas proteinas
histonas por meio de microRNAs ou na préopria molécula de DNA. Entre as histonas pode-se
verificar processos de fosforilacdo, acetilacdo ou metilacdo, enquanto na molécula de DNA

apenas a metilagao.



12

A metilagdo constitui um dos processos que mais influencia o mecanismo
da carcinogénese e a progressio tumoral®. Os eventos de metilacio do DNA e modificacdes
nas proteinas histonas sdo passos importantes para definir a programacdo correta da
expressao dos genes e erros nestes processos podem levar a expressao aberrante de genes e

3 perda de pontos importantes de checagem anticancer™® *’

. Esses eventos sdo capazes de
regular a taxa de transcricdo dos genes por meio da acessibilidade as regiGes regulatorias do

DNA.

A metilacdo baseia-se na modificacdo covalente do DNA em que um radical metil
(CHs), doado por uma S-adenosilmetionina é transferido para o carbono 5 de uma citosina
que precede uma guanina (dinucleotideo CpG), através da acdo de uma familia de enzimas
denominadas DNA metiltransferases (DNMT). Existem aproximadamente 28 milhGes de

sitios CpG no genoma e cerca de 60 a 80% deles encontram-se metilados.

O processo de metilacdo pode ocorrer em diferentes regides do genoma, como
aquelas que sdo ricas em dinucleotideos CpG (a letra “p” representa a ligacdo fosfodiéster
entre os dois nucleotideos), chamadas de ilhas CpG, que estdo localizadas nas regiGes
promotoras de 60% dos genes e em suas proximidades. Quando as ilhas CpG de uma regiao
promotora encontram-se ndo metiladas ou hipometiladas, ocorre a ligacdo dos fatores de
transcricdo e o gene é expresso. Quando essas regides se apresentam hipermetiladas a
presenga de radicais metil e de DNMT impede que os fatores de transcrigdo se liguem e o
gene pode ser silenciado. O mesmo ocorre nas ilhas CpG que estdo proximas as regides

promotoras, cerca de 2kb acima delas>®®2,

Em uma situacdo normal, cerca de 10 a 15% destas ilhas apresentam-se metiladas e
sdo diretamente responsaveis pela regulacdo da expressao génica e da diferenciacao celular,
na embriogénese, na inativacdo do cromossomo X, no imprinting genémico e no
aparecimento do céncer’>. Os outros 85 a 90% das ilhas CpG do genoma humano
encontram-se ndao metiladas e estdo envolvidas, principalmente, com a expressdo tecido-
especifica, estando presentes nas regides promotoras dos genes supressores tumorais que,

ao contrario dos proto-oncogenes, inibem o crescimento e a divisdo celular®’>% 2,

A metilacdo também pode ocorrer em dinucleotideos CpG isolados localizados no
corpo dos genes e em sequéncias repetitivas do genoma. Estes dinucleotideos, em situacdes

normais, encontram-se metilados e estdo envolvidos no silenciamento de elementos
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59, 62

repetitivos do genoma e no controle da instabilidade genémica , assim, em uma célula

saudavel, espera-se encontrar uma hipermetilacdo global do DNA (Figura 6).

b

S B wiime - # .
Fonte: Reproduzido de Portela & Esteller®.

Figura 6 - Metilacdo em dinucleotideos CpG isolados no corpo do gene e em sequéncias
repetitivas.

(a) No corpo dos genes, em uma célula normal, os sitios CpG isolados apresentam-se metilados,
contribuindo para o funcionamento ideal desta. Fatores internos e externos a célula ou ao organismo
podem contribuir para que ocorra uma hipometilagdo global nesses sitios isolados, podendo levar ao
aparecimento de doengas complexas, como o cancer. (b) Em uma célula normal, as sequéncias
repetitivas do DNA apresentam-se metiladas, se o contrdrio ocorrer, ou seja, elas apresentarem-se
ndo metiladas, podem ocorrer eventos, como transposicdo, recombinacdo génica e instabilidade
cromossomica, que irdo prejudicar o funcionamento celular.

RNA pol: RNA Polimerase; TF: Fator de Transcri¢do; E1/E2/E3/E4: Exon.

A metilacdo em ilhas 5'CpG na regido promotora de genes emergiu como um dos mais
importantes mecanismos epigenéticos para o desenvolvimento de canceres humanos®.
Além disso, mudancas nos padrées de metilacdo do DNA sdo bem estudadas em céncer e
uma reducdo global de metilacdo do DNA e hipermetilacdo gene especifica, sobretudo em
genes supressores tumorais, tem sido descrita como uma caracteristica marcante de
63,64

diferentes tipos de canceres

Sabe-se que este mecanismo também pode alterar padrdes de express3o génica *** e

estudos recentes tém demonstrado que a metilacio do DNA também pode ser alterada
rapidamente em resposta a fatores ambientais. Dessa forma, a hipermetilacdo em genes
supressores tumorais € amplamente caracterizada por representar um dos primeiros passos

envolvidos na carcinogénese humana .



14

Tratando-se especificamente dos genes supressores tumorais, observou-se que em
uma célula normal, as ilhas CpG da regido promotora de um gene supressor tumoral ndo
estdo metiladas, ao contrdrio dos CpG isolados no corpo do gene e em suas sequéncias
repetitivas, que também sdo regides regulatdrias da expressdo. Essa conformacdo permite
qgue o gene seja transcrito e desempenhe corretamente suas funcdes na célula. J4 em uma
célula tumoral ocorre o oposto. A hipermetilacdo das ilhas CpG da regido promotora
impedem que ocorra a transcricdo e o genoma apresenta uma hipometilagao global. Esses
fatores associados provocam o silenciamento do gene e favorecem o aparecimento do

tumor, tornando a metilacdo uns dos principais eventos precoces na carcinogénese67'7°.

Alguns estudos tém evidenciado que o perfil de metilagio do DNA em regides
promotoras de alguns genes supressores tumorais, nas células infectadas pelo HPV, mostra-
se alterado em lesGes mais graves causadas pelo virus, como em lesdes precursoras. A
analise do perfil de metilacdo representa novo método promissor para a deteccdo de lesGes

71-73

induzidas pelo HPV'""", ja que a literatura vem demonstrando distingdo no perfil de

metilacdo de genes especificos em lesdes precursoras do cancer do colo do Gtero™ 7 7>

Em 2009, a revisdo sistematica de Wentzensen et al.”! mostrou alta frequéncia de
metilacdo em NIC de alto grau, com destaque para os seguintes genes: HIC1 (59%), APC
(34%), CADM1 (33%), CDH1 (29%), DAPK1 (29%) e TERT (29%) "*. Além destes, atualmente
existe uma colecdo de proto-oncogenes e genes supressores tumorais descritos na literatura

como responsaveis pelo desenvolvimento do cancer do colo do dtero® 7% 737577,

Os principais genes supressores tumorais listados na literatura estdo resumidos na
figura 7 e estdo envolvidos nas principais funcdes que podem promover o aparecimento e
progressao do cancer, em especial do colo do utero. Assim, é possivel concluir que a
hipermetilacdo dos genes supressores tumorais esta provavelmente envolvida com o
processo de carcinogénese no colo uterino, representado potencial biomarcador para a

presenca do cancer e de suas lesGes precursoras até mesmo nos estagios mais iniciais™> '8,

Evidéncias do papel da hipermetilagdo na carcinogénese cervical também foram
verificadas em estudo publicado por grupo de pesquisadores do Hospital de Cancer de
Barretos que demonstrou que a hipermetilacdo dos genes hsa-miR-124-2, SOX1, TERT e
LMX1A pode constituir biomarcadores promissores para deteccdo de lesdes precursoras no

cancer do colo do Gtero independentemente do status da infecgio pelo HPV”.
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APC C150RF48 LKL10 P14 SOCS3
ASC DAPK1 LHFPL4 RASSF1A SOX1
BRCA1 DcR1 LMX1A RARB SPARK
BRCA2 DcR2 LRRC3B RB1 SYK
CADM1 DLC1 MAL ROBO1 TERT
CAGE DPYS MDR1 ROBO3 TFP12
CALCA EDNRB MGMT RRAD THBS1
CAV1 ESR1 ML1 RPRM TIMP2
CCNA1 EPB41L3 MTIG RUNX3 TIMP3
CCND2 FANCF MYOD1 SCGB3A1 TNFRSF10
CDH1 FHIT NKX6-1 SFN TP73
CDH13 GSTP1 NOL4 SFRP1 TWIST1
CDKN2A HIC1 PAX1 SLIT1 VHL
CDKN2B HLTF PGR SLIT2 ZMYND10
CHFR hsa-miR-124-2 POU2F3 SLIT3
cox2 HSPA2 PRDM2 SNCG
CTNNB1 HS35T2 PTEN SOCS1
C130RF18 JAM3 PTGS2 50CSs2

Fonte: Adaptado de Lorincz et al.”

Figura 7 - Genes candidatos a biomarcadores diagndsticos de metilagdo do DNA para o
cancer do colo do utero.

Diante nas evidéncias da possibilidade dos testes que detectam a hipermetilacdo em
diferentes genes, impGem-se o desafio de estabelecer possiveis estratégias de deteccdo de
lesdes precursoras e cancer cervical utilizando-se a metilagdo de genes e transpor para a

pratica clinica a utilizacdo de testes epigenéticos na rotina do rastreamento populacional.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o desempenho de diferentes estratégias para deteccdo de lesdes precursoras
e cancer cervical por meio de combinacdes entre citologia, pesquisa do HPV de alto risco e

perfil de metilagdo de genes hsa-miR-124-2, SOX1, TERT e LMX1A.

2.2 Objetivos Especificos

A) Avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes supracitados para a detec¢do de
NIC2+ em modelos que simulem os testes isoladamente, em paralelo (coteste) ou de forma

sequencial (testes reflexos).

B) Quantificar o impacto das diferentes estratégias simuladas na demanda por
exames de colposcopia e comparar os diferentes modelos por meio do calculo da razdo de

colposcopia.

C) Definir e comparar a acuracia das estratégias simuladas com os modelos
convencionais que preveem o uso de citologia isolada (ASC-H+) ou teste de HPV de alto risco

isolado (HPV+).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Foi realizado estudo transversal com coleta prospectiva de dados desenvolvido nos
Departamentos de Prevencdo, Laboratério de Anatomia Patoldgica e Centro de Pesquisa em
Biologia Molecular do Hospital de Cancer de Barretos (HCB) — Fundagao Pio XlIl, Barretos —

SP.

3.2 Populagao do estudo

Foram incluidas no estudo mulheres com idade entre 25 e 69 anos atendidas no
Ambulatério de Prevencdo do Hospital de Cancer de Barretos — Fundacgdo Pio XIl e que se
submeteram a colposcopia entre janeiro de 2014 e maio de 2015 em virtude de exame
citolégico de rastreamento alterado classificado de acordo com os critérios estabelecidos

pela revisao do Sistema Bethesda em 2001%°.

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

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

Barretos para realizagao de colposcopia;
2) Presenca de colo uterino durante o exame colposcépico;
3) Auséncia de histérico de cancer cervical tratado;
4) Nao gestantes ou nutrizes;

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

esclarecimentos.
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Os critérios estabelecidos para a exclusao das pacientes no estudo foram:

1)

2)

3)
4)
5)
6)

7)

8)

9)

Mulheres com lesGes cervicais macroscopicamente invasivas durante a avaliacdo

colposcdpica;

Casos com juncdo escamo-colunar (JEC) ndo totalmente visivel e que ndo foram

submetidas a coleta de bidpsia cervical;

Casos com alteracgGes identificadas durante a colposcopia ndo biopsiados;
Mulheres que nao tiveram amostras cérvico-vaginais testadas para HPV;
Mulheres com testes moleculares invalidos para os trés grupos de HPV;
Mulheres com amostras citoldgicas classificadas como insatisfatdrias;

Mulheres submetidas a bidpsias cervicais, porém com material insuficiente para

conclusdo diagndstica;

Mulheres com resultado alterado (=ASC-US) na citologia coletada durante a

colposcopia e que ndo tenham sido submetidas a bidpsia cervical,

Mulheres com diagndstico de doenca neoplasica ginecoldgica primaria nao

cervical.

Na Figura 8 estdo demonstrados os critérios de inclusdo e exclusao.



Mulheres entre 25-69 anos com citologia alterada
que compareceram ao Departamento de
Prevengdo para exame de colposcopia entre
janeiro/2014 e maio/2015
(1341)

Mulheres submetidas a avaliagdo colposcdpica e
coleta de esfregaco cervical
(1289)

Casos elegiveis para avaliagdo dos resultados dos
testes citoldgicos, histoldgicos e molecular para
pesquisa de HPV
(1067)

Mulheres elegiveis para analise com informacdes
completas no banco de dados
(907)

» Mulheres que se recusaram a participar da pesquisa (45)

» durante a colposcopia (15)

»  Mulheres com teste HPV invalido (para os 3 subgrupos) (26)
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” Mulheres néo incluidas no estudo (52) )

Mulheres sem colo uterino (6)
\_Mulheres com histdrico de cancer cervical tratado (1) J

/ Mulheres excluidas (222) \
Mulheres com lesdes cervicais evidentemente invasivas (zlb)
Casos com JEC ndo totalmente visivel e ndo biopsiados (177)

Casos com colposcopia alterada que ndo foram submetidas a
\bic’npsia cervical (30)

/Muiheres excluidas (160) \

Mulheres ndo testadas para HPV (7)
Mulheres com citologia insatisfatéria (4)

Casos com material de bidpsia insuficiente para avaliagdo (13)
Casos com citologia coletada no momento da colposcopia
alterada (2ASC-US) e n3o biopsiados (109)

Qaso com diagnéstico de adenocarcinoma endometrial (1) /

Figura 8 - Diagrama representativo das mulheres incluidas no estudo de acordo com os
critérios dos exames colposcopico, citoldgico, histoldgico e molecular para pesquisa de HPV.

JEC: juncdo escamo-colunar; HPV: Papilomavirus Humano; ASC-US: células escamosas atipicas de
significado indeterminado, possivelmente ndao neoplasicas.

3.3 Metodologia

As pacientes participantes do estudo foram selecionadas entre as mulheres que

realizaram exame de colpocitologia oncdtica para rastreamento de cancer cervical ofertado

pelo servico de rastreamento do HCB (coletadas em unidades méveis de atendimento ou na

propria sede do Departamento de Prevencdo de Cancer) e também as mulheres que

realizaram os testes de rastreio em unidades publicas de saude de municipios que mantem

convénio com o lLaboratério de Citopatologia do HCB para escrutinio das citologias e

investigagdo complementar dos casos suspeitos.

Procedeu-se a convocacdo das pacientes para realizacdo de exame colposcépico no

Ambulatério de Colposcopia do Departamento de Prevencdo do HCB por meio de busca

ativa utilizando-se de correspondéncias eletronica (e-mail), correspondéncia enviada pelos
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correios e contato telefénico (obedecendo-se aos protocolos e estratégias ja rotineiramente

utilizadas no Departamento de Preveng3o)®.

Ao comparecerem ao Ambulatério de Colposcopia as mulheres eram abordadas ainda
durante a espera para a consulta e, ap6s o esclarecimento dos objetivos e eventuais duvidas,
as pacientes que obedeciam aos critérios de inclusao e consentiam em participar da

pesquisa assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A).

3.3.1 Coleta de material biolégico e exame colposcépico

Imediatamente antes da colposcopia, realizaram-se duas novas coletas de material
(escovado cervical) utilizando-se de dispositivos de conservacdo em meio liquido. A primeira
amostra, que ja é rotineiramente realizada no servigo, foi destinada aos exames de citologia
cervical e teste molecular para pesquisa de DNA-HPV de alto risco, sendo a escova (Cervex-
Brush Combi® - Rovers Medical Devices) armazenada no meio SurePath® Preservative Fluid

(Becton & Dickinson, EUA).

A segunda amostra foi coletada por escova Cervex-Brush® (Rovers Medical Devices)
destinou-se aos testes de metilacdo tendo-se utilizado o meio ThinPrep® PreservCyt Solution
(Hologic, EUA) (Figura 9). A pesquisa para identificacdo de hipermetilacdo foi realizada para
um subgrupo das pacientes incluidas sendo os critérios de selegcdo descritos mais adiante.
Todos os resultados de exames reportados no estudo referem-se a essas amostras coletadas

durante o exame colposcopico.

Cabe ressaltar que as citologias cervicais coletadas pelo servico de Prevencdo do
Hospital de Cancer de Barretos sdo realizadas rotineiramente em meio liquido (SurePath®).
Os frascos com as amostras em meio liquido ficaram armazenados em ambiente refrigerado
para as pesquisas de HPV e metilacdo. Apds a utilizacdo, o material biolégico remanescente
nos frascos de SurePath® e ThinPrep® foi encaminhado para armazenamento no biobanco

do HCB para, quando necessario, serem utilizados em futuras analises moleculares.
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Citologia (+) realizada no Programa de Prevencdo do Hospital
de Cancer de Barretos (Unidades Mdveis, Departamento de
Prevencdo, Municipios vizinhos)

A

Convocacio para colposcopia no
Hospital de Cancer de Barretos

DURANTE A COLPOSCOPIA

2 esfregacos cervicais em meio liquido
A A

SurePath™ ) ThinPrep™
. Biobanco
(escova Cervex-Combi) (escova Cervex)
Confecgdo de |Idmina para Aliquota para pesquisa de Analise de Metilagdo dos Genes
exame citoldgico HPV (Cobas HPV Test™) (QMSP)*

Figura 9 — Fluxograma de trabalho e distribuicdo das amostras bioldgicas no estudo.
QMSP: Quantitative Methylation Specific PCR; HPV: Papilomavirus Humano

(*) subgrupo das mulheres incluidas no estudo teve suas amostras testadas para pesquisa de
metilacdo do DNA.

Todos os exames de colposcopia (com ou sem bidpsia cervical) e coleta dos esfregacos
cervicais foram realizados por dois experientes colposcopistas do HCB que tinham
conhecimento prévio dos laudos citolégicos alterados que definiram a necessidade de

procedimentos diagndsticos adicionais.

A classificagdo da colposcopia baseou-se na nomenclatura estipulada pela
International Federation for Cervical Pathology and Colposcopy — Rio de Janeiro, 2011%%. A
avaliagdo histologica, quando indicada, foi realizada por meio de amostras obtidas por
bidpsias com pinca saca-bocado (um ou mais fragmentos) ou por meio de curetagem
endocervical (CE) nos casos com alteragGes visiveis que atingissem ou penetrassem o canal
cervical. A obtencdo de espécime do canal endocervical, quando necessaria, foi realizada
utilizando-se instrumental adequado (cureta endocervical) orientando-se como padrdo a

realizacdo do raspado em toda circunferéncia do canal endocervical.
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Apenas as mulheres com achados colposcépicos suspeitos para lesdao intraepitelial ou
cancer foram submetidas a coleta de amostra tecidual para exame anatomopatoldgico. Os
casos com lesdes visiveis, mas que por diferentes motivos ndo tenham sido biopsiados
durante a colposcopia, foram excluidos do estudo. Os motivos para a ndo realizacdo de
bidpsias durante a colposcopia mesmo com exames alterados sdo: (a) mulheres jovens com
achados colposcopicos menores e (b) pacientes em seguimento clinico com diagnéstico de

lesdao intraepitelial de baixo grau ja estabelecido previamente.

De acordo com a visibilidade da juncdo escamo-colunar (JEC) (totalmente visivel ou
ndo) associada aos achados colposcépicos, a realizacdo de bidpsia cervical (por pinca saca-
bocado e/ou cureta endocervical) e ao resultado do exame citoldgico definiu-se critérios

combinados para o status diagndstico (padrdo-ouro) conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Critérios combinados para definicdo de status diagndstico baseado na visibilidade
da JEC, achados colposcdpicos, bidpsia e citologia cervical.

Biopsia Cervical itologi
Visibilidade JEC Colposcopia Cito ?gla Status Diagndstico
e/ou CE Cervical
Totalmente visivel Sem alteragGes N3o realizada Negativa Sem doenga
Totalmente visivel Sem alteragGes N3o realizada ASC-US+ Indefinido (excluido)
Totalmente visivel Alterada N3o realizada Indiferente Indefinido (excluido)
Totalmente visivel Alterada Realizada Indiferente .Def/n/do pe:’/a
histopatologia (*)
Parcial a g
arciatou r?a,o Sem alteragGes N3do realizada Indiferente Indefinido (excluido)
totalmente visivel
Parcial a Definido pel
arctal ou nao Alterada Realizada Indiferente efinido pela

totalmente visivel

histopatologia (*)

CE: curetagem endocervical, JEC: jun¢do escamo-colunar, ASC-US: células escamosas atipicas de
significado indeterminado, possivelmente ndao neoplasicas.

(*) Nos casos em que se realizou procedimento excisional o status diagndstico foi definido pela

condicdo mais grave encontrada entre o exame histopatolédgico da bidpsia e do espécime cirargico.

As amostras teciduais obtidas por meio de bidpsia cervical e/ou curetagem

endocervical durante o exame colposcopico foram enviadas para preparo, coloracdo por HE
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(hematoxilina-eosina) e escrutinio no Departamento de Anatomia Patoldgica do HCB. A
avaliacdo histoldgica foi realizada por experientes médicos patologistas que possuem
atuagdo com enfoque em oncologia ginecoldgica e que permaneceram cegos para 0s

resultados dos testes de citologia, HPV e metilacdo.

A conduta clinica para seguimento e tratamento das pacientes participantes do estudo
foi adotada de acordo com o resultado da andlise histopatoldgica 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*.

3.3.2 Processamento e leitura da citologia em meio liquido

As laminas com os escovados cervicais bem como a coloragao das mesmas foram
feitas de forma automatizada pelo sistema PrepMate/PrepStain® (Becton & Dickinson, EUA),
procedimento devidamente padronizado no Departamento de Patologia do HCB.

A leitura das laminas foi executada pelos citotécnicos do Departamento de Patologia
conforme os protocolos de rotina do servigo. Os técnicos responsaveis pelo escrutinio das
amostras ndo tinham conhecimento de que elas compunham material para pesquisa e

permaneceram cegos para os resultados dos demais testes constantes no estudo.

3.3.3 Deteccao qualitativa de HPV de alto risco oncogénico

Partindo-se das amostras de citologias (SurePath®) coletadas imediatamente antes da
colposcopia, realizou-se teste in vitro para a deteccdo do HPV de alto risco oncogénico
utilizando-se o Cobas HPV test® (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, NJ), que estd
disponivel no parque tecnolégico do Centro de Pesquisa em Oncologia Molecular do Hospital

de Cancer de Barretos.

O Cobas HPV test’ possibilita a deteccdo de 14 tipos de HPV de alto risco oncogénico
(HPV1e, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68), podendo processar até 94

amostras simultaneas. O DNA foi extraido por meio de um processo de preparacdo de



26

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 instrucdes do fabricante).

Nesse processo, pares de primers complementares sdo 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
deteccdo individual de HPV16 e HPV18. A detecc¢do do gene da B-globina humana é 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 sdo
incluidos em cada série e a interpretacdo da etapa de amplificacdo e de detecgdo é realizada

usando software fornecido com a plataforma Cobas 4800.

3.3.4 Andlise de metilacao do DNA

Uma aliqguota do frasco de citologia em base liquida (ThinPrep™, Hologic,
Marlborough, EUA) foi destinada a pesquisa de metilagdo em um painel com 15 genes: HICI,
APC, CADM1, CDH1, DAPK1, TERT, JAM3, EPB41L3, C130RF18, MAL, hsa-miR-124, SOX1,
PAX1, LMX1A e NKX6-1. A escolha de tais genes baseou-se no que se julgou ser mais
relevante e promissor, de acordo com revisao de literatura.

A andlise dos 15 genes descritos foi avaliada e reportada em estudo prévio do mesmo
grupo de pesquisadoresgs. Para a casuistica dessa pesquisa levou-se em consideragao apenas
0s genes que se mostraram preditores de lesGes de alto grau na analise da associacdo entre
o perfil de metilagdao e o status de HPV. A Tabela 2 demonstra os processos bioldgicos e a
localizagcdo cromossdmica dos quatro genes de interesse nesse estudo.

Uma aliquota das mulheres incluidas na pesquisa teve suas amostras avaliadas para os
eventos de metilacdo dos quatro genes descritos. Das 907 mulheres incluidas no estudo 317
(35%) tiveram amostras testadas para definicdo do perfil de metilagdo levando-se em
consideracdo distribuicdo proporcional baseada no diagnodstico final (analise colposcépica

associada a histologia). Assim, definiu-se para os testes de metilagdo amostras com os
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seguintes resultados: 104 (32,8%) sem evidéncia de lesdo intraepitelial cervical; 116 (36,6%)

com diagndstico de NIC1 e 97 (30,6%) com lesGes NIC2+ (92 NIC 2/3 e 5 CEC).

Tabela 2 - Processos bioldgicos e localizagdo cromossémica dos genes abordados no estudo.

Gene Locallza;Aa O. Processos bioldgicos relacionados
cromossOmica
LMX1A 1g23.3 Ligagdo de dominio de transcrigcdao
hsa-miR-124-2 8q12.3 Diferenciacdo celular
SOX1 13934 Regulacdo da transcricao
TERT 5q015.33 Regulacdo da atividade da telomerase e da transcricao

Fonte: The GeneCards human gene database®

3.4 Estratégias para deteccdo de NIC2+

Foram simuladas diferentes estratégias para detec¢ao de NIC2+ utilizando-se a
combinacdo entre a citologia, o teste de HPV (com ou sem genotipagem) e a metilacdo do
DNA. As estratégias foram utilizadas utilizando-se os testes em modelos isolados ou em
associacao. Quando simulados em associacdo os testes foram considerados em paralelo em
algumas estratégias (os testes sdo empregados simultaneamente - coteste) ou como testes
em sequéncia (um dos métodos é empregado apenas num grupo de participantes ja
previamente rastreado por outro teste — teste reflexo) conforme esquematizado na Figura

10.

As duas propostas de associacdo dos testes visam medir o ganho de sensibilidade das
estratégias quando simulados em paralelo ou ainda o incremento em especificidade quando

utilizados como testes em sequéncia.
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Figura 10 - Esquematizacdo das estratégias simuladas para a deteccdo de NIC2+

considerando-se a associacdo entre 2 ou mais testes.

3.5 Analise estatistica

Utilizou-se o software Statistical Package for Social Science for Windows — SPSS (versao
20) para armazenamento e anadlise estatistica dos dados coletados, levando-se em
consideracdo em todos os testes um nivel de significancia de 5%. Os resultados dos testes
citolégicos, de HPV e metilacdo foram caracterizados por meio de estatistica descritiva. A
capacidade de detecgdo de NIC2+ das diferentes estratégias foi avaliada pelos céalculos de
sensibilidade e especificidade. A avaliacgdo combinada dos achados colposcdpicos, citoldgicos
e histoldgicos foi considerada para a definicdo do status diagndstico, conforme resumido na

Tabela 1.

As diferentes estratégias para o diagndstico de NIC2+ foram comparadas em parte
com a estratégia de referéncia adotada pelas Diretrizes Brasileiras para o Rastreamento do
Cancer do Colo do Utero que preconiza encaminhamento direto para colposcopia de todas
as mulheres com citologia alterada com laudo de ASC-H (células escamosas atipicas de
significado indeterminado, ndo podendo afastar lesdo de alto grau) ou mais grave (ASC-H+).

Nao foi previsto nesse estudo estratégias que avaliem os resultados de repeticdo de exames
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citolégicos como preveem as diretrizes brasileiras que orientam também encaminhamento
para colposcopia dos casos com citologias de lesdo intraepitelial de baixo grau (LIEBG) e ASC-

US que apresentem exames com atipias apds nova amostragem.

Além disso, quando se avaliou apenas as estratégias que previam o emprego dos
testes moleculares (HPV e metilacdo) considerou-se como referéncia para os calculos de
desempenho a estratégia que previa o uso isolado do teste de HPV de alto risco que

encaminharia para colposcopia todos os casos testados positivamente (HPV+).

Para fins de comparacdo entre estratégias foram calculadas as taxas de sensibilidade,
especificidade e duas medidas especiais: Razdo de NIC2+ e Razdo de Colposcopia. A Razdo de
NIC2+ comparou o desempenho das estratégias simuladas no diagndstico de lesdes de NIC2
ou mais grave e a Razdo de Colposcopia comparou o nimero de mulheres que seriam
referenciadas para exame colposcdpico pelas estratégias simuladas em relagdo as

estratégias de referéncia (ASCH+ ou HPV+).

3.6 Aspectos Eticos

Todas as mulheres participantes assinaram o termo de consentimento apds receberem
explicacGes e serem devidamente esclarecidas sobre o estudo. O estudo foi apreciado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (CAAE:
20656313.0.0000.5437). Todas as informacdes que pudessem identificar as participantes

foram codificadas para garantir a privacidade delas.
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4 RESULTADOS

4.1 Descrigao dos resultados dos testes citologico, molecular para pesquisa de HPV de

alto risco e histoldgicos

As caracteristicas da populacdo do estudo encontram-se na Tabela 3. Um total de 907
mulheres, com idade variando de 25 a 69 anos (média=41,6 anos; dp=10,8 anos;
mediana=41,0 anos) foi considerado na anadlise, sendo que 406 (44,8%) apresentaram

citologia alterada (2ASC-US) e 465 tiveram teste positivo para HPV-AR (51,3%).

Tabela 3 — NUmero e porcentagem de casos segundo as varidveis idade da populagao,
caracteristicas do exame colposcépico e resultados dos testes citologicos, HPV e
histopatoldgicos.

Variavel Categoria N (%)
Idade 25-29 anos 132 (14,5)
30-49 anos 543 (59,9)
50-69 anos 232 (25,6)
Visibilidade da JEC Totalmente visivel 761 (83,9)
N3o totalmente visivel 146 (16,1)
Bidpsia cervical Sim 675 (74,4)
Nao 232 (25,6)
Citologia cervical Negativa para neoplasia 501 (55,2)
ASC-US 91 (10,0)
LIEBG 90 (9,9)
ASC-H 81 (8,9)
LIEAG 119 (13,1)
AGC 17 (1,9)
AIS 6 (0,7)
AC invasor 1 (0,1)

CEC invasor 1 (0,1)
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HPV de alto risco (%) Sim 465 (51,3)
N3o 442 (48,7)
HPV-16 (°) Sim 154 (17,1)
Nao 748 (82,9)
HPV-18 (°) Sim 34 (3,8)
Nao 866 (96,2)
HPV-outros (no 16, ndo 18) (%) Sim 356 (39,3)
N3o 549 (60,7)
Avaliacdo anatomopatoldgica (%) Sem doenca 472 (52,1)
NIC1 219 (24,1)
NIC2 54 (6,0)
NIC3 138 (15,2)
CEC 20 (2,2)
AlS 3 (0,3)
AC invasor 1 (0,1)

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas; LIEBG: lesdo
intraepitelial de baixo grau; ASC-H: células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo podendo
afastar lesdo de alto grau; LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau; AGC: células glandulares atipicas (inclui
células glandulares atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas — AGC-US, e células
glandulares atipicas de significado indeterminado, ndo podendo excluir lesdo de alto grau — AGC-H); AlS:
adenocarcinoma “in situ”; AC invasor: adenocarcinoma invasor; CEC: carcinoma epidermdide invasor.

NIC1 — les3o intraepitelial cervical de baixo grau; NIC2/3 — lesdo intraepitelial cervical de alto grau.

(®)Co-infeccdo por HPV foi registrada em 75 casos, (b)S amostras apresentaram testes invalidos para HPV-16,
()7 amostras apresentaram testes invalidos para HPV-18, (d)2 amostras apresentaram testes invalidos para
HPV-outros, (*)engloba os resultados de bidpsias, curetagem endocervical ou procedimentos excisionais.

Os resultados comparativos entre os testes citoldgicos e de HPV e o status

diagnostico estao detalhados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Distribuicao dos casos de acordo com o resultado da citologia, teste do HPV e o
status diagnostico.

Status Diagndstico

Teste Resultado ] NICI  NIC2/3  CEC Ac _Ac TOTAL
doenga in situ invasor

Negativo para 387 93 20 0 1 0 501
neoplasia (77,2%)  (18,6%) (4,0%) (0,0%) (0,2%) (0,0%) (100%)

ASC-US 27 43 19 2 0 0 91
(29,7%)  (47,2%) (20,9%) (2,2%) (0,0%) (0,0%) (100%)
Citologia
LIEBG 13 39 36 2 0 0 20
(14,4%)  (43,3%) (40,0%) (2,2%) (0,0%) (0,0%) (100%)
ASCHa 45 44 117 16 2 1 225
-H+
(20,0%)  (19,6%) (52,0%) (7,1%) (0,9%) (0,4%) (100%)
N 337 89 13 2 0 1 442
egativo
(76,2%)  (20,1%) (3,0%) (0,5%) (0,0%) (0,2%) (100%)
HPV-AR
Positi 135 130 179 18 3 0 465
ositivo

(29,0%)  (28,0%)  (38,5%) (3,9%) (0,6%) (0,0%) (100%)

NIC1 — lesdo intraepitelial cervical de baixo grau; NIC2/3 — lesdo intraepitelial cervical de alto grau;
CEC: Carcinoma epidermaide invasor; AC in situ — Adenocarcinoma cervical “in situ”; AC invasor —
Adenocarcinoma cervical invasor; HPV-AR: Papilomavirus Humano incluindo os 14 tipos de alto risco
oncogénico testados no estudo.

W inclui os resultados citoldgicos: células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo

podendo afastar lesdo de alto grau (ASC-H), lesdo intraepitelial de alto grau (LIEAG), células
glandulares atipicas, adenocarcinoma “in situ” e invasor, carcinoma epidermaide invasor.

4.2 Descrigao das estratégias simuladas para detec¢ao de NIC2+

No total foram simuladas 131 estratégias para detec¢do de NIC2+ sendo os resultados
divididos em 3 grandes blocos: (1) estratégias que combinaram testes citolégicos e de HPV
levando-se em consideracdo como referéncia o emprego isolado de citologia (ASC-H+) para
comparacgao; (2) estratégias que combinaram testes citoldgicos, HPV e metilagdo levando-se

em consideracdo como referéncia o emprego isolado de citologia (ASC-H+) para comparacgao
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e (3) estratégias que combinaram testes de HPV e metilacdo levando-se em consideracdo

como referéncia o emprego isolado de testes de HPV (HPV+) (Figura 11).

Testes Empregados Quantidade de Estratégiade
(isolados ou em associagao) Estratégias Simuladas Referéncia

Citologia

HPY 39 ASC-H+
Citologia

HPV 91 ASC-H+
Metilagdo

HPV

+

Metilagdo 17 HPV

Figura 11 — Quantidade de estratégias simuladas para detec¢do de NIC2+ de acordo com os
testes empregados e o modelo de referéncia para comparacao.

ASC-H: células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo podendo afastar de lesdo de
alto grau; HPV: Papilomavirus Humano.

4.2.1 Descrigcdao das estratégias considerando o emprego de citologia e HPV (referéncia de
comparag¢ao ASC-H+)

As tabelas 5 a 7 detalham as estratégias simuladas levando-se em consideragao os
testes citoldgicos e de HPV isolados ou em associagdo simultanea (coteste) ou sequenciais
(testes reflexos). Para todas as comparacoes, levou-se em consideracdo a estratégia 3 como
referéncia (ASC-H+). Essa estratégia simula em parte o modelo adotado pelo programa de
rastreamento de cancer do colo do Utero no Brasil que se baseia no teste de Papanicolaou
isolado e orienta encaminhamento imediato para exames de colposcopia as mulheres com
resultados ASC-H+ tendo sido verificado para esse modelo de rastreio especifico taxa de

sensibilidade de 63% e especificidade de 87,1% para detecgdo de NIC2+.
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Estratégias baseadas em testes isolados, utilizando-se citologia e HPV (1 a 7):

Tabela 5 — Desempenho entre as diferentes estratégias simuladas por meio de testes
isolados (citologia e HPV) na detecc¢do de NIC2+.

# Descrigdo da Estratégia N) Colposcopia NIC2+ Razdo Razdo E
(Rastreio Positivo) (n) (n) NIC2+ Colposcopia
Estratégias baseadas em testes Isolados
1  Citologia isolada (ASC-US+) 907 406 195 1,43 1,80 90,37 69,5
2 Citologia isolada (LIEBG+) 907 315 174 1,28 1,40 80,61  79,6%
3 Citologia isolada (ASC-H+) 907 225 136 1,00 1,00 63,0 87,1
4 Citologia isolada (LIEAG+) 907 125 93 0,68 0,56 43,1¢ 95,4T
5 HPV+ isolado (sem genotipagem) 907 465 200 1,47 2,07 92,61 61,67
6 HPV16/18+ isolado 903 182 106 0,78 0,81 49,3¢ 89,0
7 HPV néo16/18+ isolado 907 356 133 0,98 1,58 61,6 67,7¢

NIC2+: lesdo intraepitelial cervical grau 2 ou mais grave. S: sensibilidade. E: especificidade. ASC-US:
células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas. ASC-H:
células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo se pode afastar lesdo de alto grau.
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau. LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau. HPV: Papilomavirus
Humano. HPV16/18: Papilomavirus Humano gendtipos 16 e/ou 18.

& Estratégia padrdo de referéncia para rastreamento de cancer cervical adotada pelo Ministério da
Saude do Brasil (encaminhamento direto para colposcopia sem necessidade de repetir a citologia de
mulheres com citologias com laudo de ASC-H+).

(™) Diferenca significante do ponto de vista estatistico utilizando-se o teste de McNemar em relac3o
a estratégia de referéncia adotada.

Entre as estratégias que usaram testes isolados, as estratégias 1 (ASC-US+), 2 (LIEBG+)
e 5 (HPV+) apresentaram taxas de sensibilidade significativamente maiores em relagdo a
referéncia (ASC-H+), sendo respectivamente 90,3%, 80,6% e 92,6%. Para essas estratégias
também se notou acréscimo na razdo de colposcopia na ordem de 80% (ASC-US+), 40%
(LIEBG+) e 107% (HPV+). As estratégias 4 (LIEAG+) e 6 (HPV16/18+) apresentaram menor
sensibilidade para o diagndstico de NIC2+. A sensibilidade da estratégia 7 (HPV ndo 16/18+)
foi semelhante a da estratégia de referéncia, mas com redugdo significativa da

especificidade.
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Estratégias baseadas em coteste, utilizando-se citologia e HPV (8 a 19):

Tabela 6 — Desempenho entre as diferentes estratégias simuladas por meio de cotestes
(citologia e HPV) na deteccdo de NIC2+.

# Descrigdo da Estratégia N) Colposcopia NIC2+ Razdo Razdo s E
(Rastreio Positivo) (n) (n) NIC2+ Colposcopia
Estratégias baseadas em coteste
3 Citologia isolada (ASC-H+) 907 225 136 1,00 1,00 63,0 87,1
8  Coteste HPV+ ou Citologia ASC-US+ 907 538 210 1,54 2,39 97,27 52,5
9  Coteste HPV+ ou Citologia LIEBG+ 907 507 208 1,53 2,25 96,37 56,7
10 Coteste HPV+ ou Citologia ASC-H+ 907 496 208 1,53 2,21 96,3T 58,3\L
11 Coteste HPV+ ou Citologia LIEAG+ 907 475 206 1,51 2,11 95,4T 61,1\L
Coteste HPV16/18+ ou 2 v
12 Citologia ASC-US+ 906 441 201 1,48 1,96 93,5 65,3
Coteste HPV16/18+ ou PN v
13 Citologia LIEBG+ 905 370 190 1,40 1,65 88,4 73,9
Coteste HPV16/18+ ou 2 v
14 Citologia ASC-H+ 905 309 169 1,24 1,38 78,6 79,7
Coteste HPV16/18+ ou
15 Citologia LIEAG+ 904 249 150 1,10 1,11 69,8 85,6
Coteste HPV ndo16/18+ ou 2 v
16 Citologia ASC-US+ 907 513 205 1,51 2,28 94,9 55,4
Coteste HPV ndo16/18+ ou PN v
17 Citologia LIEBG+ 907 473 197 1,45 2,10 91,2 60,1
Coteste HPV ndo16/18+ ou 2 v
18 Citologia ASC-H+ 907 445 184 1,35 1,98 85,2 62,2
Coteste HPV ndo16/18+ ou PN v
19 Citologia LIEAG+ 907 404 171 1,26 1,80 79,2 66,3

NIC2+: lesdo intraepitelial cervical grau 2 ou mais grave. S: sensibilidade. E: especificidade. ASC-US: células
escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndao neoplasicas. ASC-H: células escamosas
atipicas de significado indeterminado, ndo se pode afastar lesdo de alto grau. LIEBG: lesdo intraepitelial de
baixo grau. LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau. HPV: Papilomavirus Humano. HPV16/18: Papilomavirus
Humano gendtipos 16 e/ou 18.

W Estratégia padrao de referéncia para rastreamento de cancer cervical adotada pelo Ministério da Saude do
Brasil (encaminhamento direto para colposcopia sem necessidade de repetir a citologia de mulheres com
citologias com laudo de ASC-H+).

(N’) Diferenga significante do ponto de vista estatistico utilizando-se o teste de McNemar em relagdo a
estratégia de referéncia adotada.

Quando se avaliou o emprego simultdneo de teste citoldgico e HPV, todas as
estratégias simuladas apresentaram taxa de sensibilidade superior a estratégia 3 (ASC-H+).
Apenas para a estratégia 15 (coteste HPV16/18+ ou citologia LIEAG+) a taxa de sensibilidade
encontrada de 69,8% nao apresentou diferenca significativa para a estratégia ASC-H+.

A estratégia 8, que considerou como rastreio positivo o grupo de mulheres com testes
citolégicos alterados (ASC-US+) ou com testes positivos para HPV (HPV+) forneceu a maior
sensibilidade entre todas as estratégias simuladas no estudo. Essa estratégia foi capaz de
diagnosticar 97,2% dos casos de NIC2+ (210/216), com acréscimo de 139% na demanda por

colposcopias.
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Tabela 7 — Desempenho entre as diferentes estratégias simuladas por meio de testes
reflexos (com combinagdo de citologia e HPV) na detecgdo de NIC2+.

Descrigdo da Estratégia

Colposcopia

NIC2+

Razdo

Razdo

# (Rastreio Positivo) (N) (n) (n) NIC2+ Colposcopia s E
Estratégias baseadas em testes reflexos
3% Citologia isolada (ASC-H+) 907 225 136 1,00 1,00 63,0 87,1
20  HPV+e Citologia reflexa ASC-US+ 907 333 185 1,36 1,48 856" 78,6
21 HPV+ e Citologia reflexa LIEBG+ 907 273 166 1,22 1,21 76,9T 84,5¢
22 HPV+ e Citologia reflexa ASC-H+ 907 194 128 0,94 0,86 59,3¢ 90,4T
23 HPV+ e Citologia reflexa LIEAG+ 907 115 87 0,64 0,51 403% 959"
HPV16/18+e ¢ »
24 Citologia reflexa ASC-US+ 903 147 100 0,74 0,66 46,5 93,2
HPV16/18+ e N 2
25 Citologia reflexa LIEBG+ 903 127 90 0,66 0,57 41,9 94,6
HPV16/18+ e v N
26 Citologia reflexa ASC-H+ 903 98 73 0,54 0,17 34,0 96,4
HPV16/18+ e N T
27 Citologia reflexa LIEAG+ 903 >8 49 UaE e 22,8 38,7
HPV ndo16/18+e 0
28 Citologia reflexa ASC-US+ 907 249 123 0,90 1,11 56,9 81,8
HPV ndo16/18+ e v 2
29 Citologia reflexa LIEBG+ 907 198 110 0,81 0,88 50,9 87,3
HPV néo16/18+ e v PN
30 Citologia reflexa ASC-H+ 907 136 85 0,63 0,60 394 92,6
HPV ndol16/18+e v 2
31 Citologia reflexa LIEAG+ 907 77 55 0,40 0,34 25,5 96,8
HPV+ e citologia reflexa ASC-US+ 2 v
32 entre HPV ndo16/18+ 903 365 191 1,40 1,63 88,8 74,7
HPV+ e citologia reflexa LIEBG+ entre 2 0
33 HPV ndo16/18+ 903 323 182 1,34 1,44 84,7 79,1
HPV+ e citologia reflexa ASC-H+ 2 v
34 entre HPV ndo16/18+ 903 276 161 1,18 1,23 74,9 83,3
HPV+ e citologia reflexa LIEAG+ entre
35 HPV ndo16/18+ 903 238 144 1,06 1,06 67,0 86,3
HPV+ e Citologia reflexa ASC-US+ 2 v
36 entre HPV16/18+ 907 439 195 1,43 1,95 90,3 64,7
HPV+ e Citologia reflexa LIEBG+ entre 2 0
37 HPV16/18+ 907 430 189 1,39 1,91 87,5 65,1
HPV+ e Citologia reflexa ASC-H+ 2 v
38 entre HPV16/18+ 907 413 176 1,29 1,84 81,5 65,7
HPV+ e Citologia reflexa LIEAG+ 2 v
39 htre HPV16/18+ 907 394 165 1,21 1,75 76,4 66,9

NIC2+: lesdo intraepitelial cervical grau 2 ou mais grave. S: sensibilidade. E: especificidade. ASC-US:
células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas. ASC-H:
células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo se pode afastar lesdo de alto grau.
LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau. LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau. HPV: Papilomavirus
Humano. HPV16/18: Papilomavirus Humano gendtipos 16 e/ou 18.

& Estratégia padrdo de referéncia para rastreamento de cancer cervical adotada pelo Ministério da
Saude do Brasil (encaminhamento direto para colposcopia sem necessidade de repetir a citologia de
mulheres com citologias com laudo de ASC-H+).

(N’) Diferenca significante do ponto de vista estatistico utilizando-se o teste de McNemar em relacdo
a estratégia de referéncia adotada.



38

As estratégias de 20 a 39 simularam modelos de rastreio primario por HPV (com ou
sem genotipagem) e posterior emprego da citologia como teste reflexo empregado apenas
entre mulheres com exames positivos para HPV.

As estratégias 20 (HPV+ e triagem com citologia ASC-US+) e 21 (HPV+ e triagem com
citologia LIEBG+) demonstram sensibilidade significativamente maior que a estratégia de
referéncia, as custas de acréscimo de 48% e 21% respectivamente na demanda por
colposcopias.

Por outro lado, as estratégias que previam uso inicial do teste HPV com genotipagem e
posterior citologia reflexa, considerando-se para investigacdo os casos com HPV16/18
positivo (estratégias 24, 25, 26 e 27) ou com HPV n3o16/18 positivos (estratégias 28, 29, 30
e 31) ndo obtiveram melhor desempenho que a estratégia 3 (referéncia) com taxas de
sensibilidade inferiores a 60%.

Considerando-se o emprego de citologia reflexa apds genotipagem, identificou-se
aumento varidvel nas taxas de sensibilidade. Utilizando-se o parametro de encaminhar para
colposcopia todos os casos positivos para HPV 16/18 e aqueles com infeccdo confirmada por
tipos nd016/18 e com citologia anormal (estratégia 32), verificou-se incremento de 40% na
deteccdo de NIC2+ a custa de elevacdo de 63% na demanda por colposcopias.

Ao se orientar a investigacdo apenas de casos com citologia reflexa com laudo LIEBG+
(estratégia 33) verificou-se sensibilidade de 84,7%, com aumento de 44% no numero de
exames colposcopicos. Ja para a estratégia 34, que elege para colposcopia as mulheres com
citologias ASC-H+, verificou-se sensibilidade igual a 74,9% e 23% de incremento na
necessidade de colposcopias.

Na figura 12 estdo destacadas as seis estratégias que demonstraram desempenho
superior em termos de sensibilidade com significancia estatistica e que obtiveram razdo de

colposcopia de até 1,5 quando comparadas a estratégia de referéncia (ASC-H+).
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Figura 12 — Sensibilidade das diferentes estratégias simuladas (testes isolados, cotestes e
reflexo) para deteccdo de NIC2+ e o numero de colposcopias necessdrias (considerando
estratégias com sensibilidade > 63,0% e razdo de colposcopia de até 1,5).

LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau; ASC-H: células escamosas atipicas de significado

indeterminado, ndo podendo afastar lesdo de alto grau; HPV: Papilomav

irus Humano.

Dentre as seis estratégias detalhadas que demonstraram taxas de sensibilidade

superior a estratégia de referéncia trés modelos simulados obtiveram indices superiores a

80% de sensibilidade conforme esquematizado na figura 13.
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Figura 13 — Esquematizacdo das estratégias que demonstraram taxas de sensibilidade

superiores a 80% e razao de colposcopia de até 1,5.

S: sensibilidade; E: especificidade: HPV: Papilomavirus Humano; LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo
grau; ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo

neoplasicas.
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4.2.2 Descricao das estratégias considerando o emprego de citologia, HPV e metilagdao do
DNA (referéncia de comparagdo ASC-H+)

Nas Tabelas de 8 a 10 estao detalhadas as estratégias simuladas levando-se em
consideracdo os resultados da citologia, teste HPV e o perfil de metilagdo do DNA. Todas as
estratégias simuladas tanto em modelos de testes isolados quanto em associacdo (coteste e
reflexo) foram comparadas com a estratégia numero 3 (ASC-H+) que considera positivo o
rastreio com testes citoldgicos com laudos de ASC-H ou mais graves.

Considerando-se que os testes de metilacdo dos diferentes genes descritos foram
empenhados em subgrupo da populacdo de estudo (317 mulheres) obteve-se diferentes
taxas de sensibilidade e especificidade da estratégia de referéncia (#3) em relacdo ao
descrito anteriormente para a populacdo total de 907 mulheres, sendo a sensibilidade

obtido para esse subgrupo de 60,8% e a especificidade de 84,1%.

Estratégias baseadas em testes isolados, utilizando-se metilacéo do DNA (40 a 44):

Na tabela 8 os testes foram descritos isoladamente considerando-se a hipermetilacao
dos genes has-miR-124-2, LMX1A, SOX1 e TERT e em grupo simulando estratégia que
considerasse positivo o rastreio quando um ou mais de um teste estivesse positivo
(estratégia 44). Foram simuladas adicionalmente estratégias que previam o agrupamento de
2 ou 3 testes, porém optou-se por ndo detalhar essas possibilidades uma vez que ndo se
verificou resultados significativos.

Ao se avaliar o emprego isolado dos testes de metilagdo, os resultados para o gene
hsa-miR-124-2 demonstraram aumento na taxa de sensibilidade quando comparado a
estratégia com citologia isolada (ASC-H+), porém com diminuicdo significativa da taxa de
especificidade. Agrupando-se os resultados de metilagdo dos quatro genes testados e
considerando-se positivo o rastreio na presenca de hipermetilacdo de qualquer um dos

genes verificou-se sensibilidade de 94,8% e especificidade de 46,4%.
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Tabela 8 — Desempenho entre as diferentes estratégias simuladas utilizando-se testes
isolados (metilacdo) na deteccdo de NIC2+.

Descrigdo da Estratégia Colposcopia NIC2+ Razédo Razdo

# (Rastreio Positivo) (N) (n) (n) NIC2+ Colposcopia s E

Estratégias baseadas em testes isolados

3" Citologia isolada (ASC-H+) 317 94 59 1,00 1,00 60,8 84,1
40 has-miR-124-2 isolado 317 175 85 1,44 1,86 87,6T 59,1¢
41 LMX1A isolado 317 67 46 0,78 0,71 47,4 90,5T
42 SOX1 isolado 317 110 64 1,08 1,17 66,0 79,1
43 TERT isolado 317 118 64 1,08 1,26 66,0 75,5
44 Metilagdo+ (qualquer um) 317 210 92 1,56 2,23 948" 464"

NIC2+: lesdo intraepitelial cervical grau 2 ou mais grave. S: sensibilidade. E: especificidade. ASC-H:
células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo se pode afastar lesdo de alto grau.

™) Estratégia padrdo de referéncia para rastreamento de cancer cervical adotada pelo Ministério da
Saude do Brasil (encaminhamento direto para colposcopia sem necessidade de repetir a citologia de
mulheres com citologias com laudo de ASC-H+).

Estratégias baseadas em coteste, utilizando-se citologia, HPV e metilacdo (45 a 79):

Na tabela 9 estdo descritos os resultados que avaliaram a associacdo dos testes
citoldgicos, molecular para detecgdo de HPV e metilagdao simulados em 34 modelos de testes
paralelos (cotestes). Os diferentes genes testados para hipermetilacdo foram inicialmente
agrupados com exames de HPV (com ou sem genotipagem) e na sequéncia com a citologia
(considerando as diversas atipias).

Os resultados obtidos indicam que a possibilidade de associacdo dos testes de
metilacdo seja com a citologia ou com o HPV promovem aumento na sensibilidade para
detecgao de lesdes NIC2+ com diminuigdo concomitante das taxas de especificidade. A
estratégia 64 que prevé o emprego simultdneo de citologia (considerando resultados ASC-
US+) e metilacdo positiva para qualquer um dos genes avaliados apresentou a maior
sensibilidade com taxa de 99,0%, porém com especificidade de 29,5% o que representou
aumento de 167% na demanda por colposcopias quando comparado a estratégia 3’ (ASC-

H+).
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Tabela 9 — Desempenho entre as diferentes estratégias simuladas por meio de cotestes

(citologia, HPV e metilacdo) na detec¢do de NIC2+.

# Descrig¢do da Estratégia N) Colposcopia NIC2+ Razdo Razdo s E
(Rastreio Positivo) (n) (n) NIC2+ Colposcopia
Estratégias baseadas em coteste
3" Citologia isolada (ASC-H+) 317 94 59 1,00 1,00 60,8 84,1
45  Coteste HPV+ ou has-miR-124-2+ 317 243 95 1,61 2,59 97,97 32,7
46  Coteste HPV+ ou LMX1A+ 317 204 91 1,54 2,17 938" 486"
47 Coteste HPV+ ou SOX1+ 317 218 93 1,58 2,32 95,97 432V
48  Coteste HPV+ ou TERT+ 317 223 92 1,56 2,37 948" 40,5%
49  Coteste HPV+ ou Metilacdo+ 317 259 95 1,61 2,76 97,97  255%
Coteste HPV16/18+ ou PN v
S0 s miR124-21 316 200 89 1,51 2,13 91,8 49,5
Coteste HPV16/18+ ou v
ST xiar 316 115 65 1,10 1,22 67,7 77,3
5y Coteste HPV16/18+o0u 316 151 75 1,27 1,61 781" 655
SOX1+
g3  Coteste HPVI6/18+o0u 316 150 72 1,22 1,60 750" 645%
TERT+
54 Coteste HPV16/18+ ou Metilacdo+ 316 229 93 1,58 2,44 95,97 382V
Coteste HPV nGo16/18+ ou 2 v
S5 asmiR-124.2+ 317 230 92 1,56 2,45 94,8 37,3
56  Coteste HPV ndo16/18+ ou LMX1A+ 317 181 81 1,37 1,92 835"  54,5Y
57  Coteste HPVndol6/18+ou 317 197 86 1,46 2,10 887" 49,5%
SOX1+
gy Coteste HPVndol6/18+ou 317 206 88 1,49 2,19 90,77 464"
TERT+
59 Coteste HPVndol6/18+ou 317 249 95 1,61 2,65 979"  30,0%
Metilagdo+
60 theste Citologia (ASC-US+) ou has- 317 229 9 1,59 244 969" 386"
miR-124-2+
Coteste Citologia (ASC-US+) ou 2 0
61 | xiar 317 184 91 1,54 1,96 93,8 57,7
62 Coteste Citologia (ASC-US+) ou 317 198 a1 1,54 211 938" 51,4%
SOX1+
63  Coteste Citologia (ASC-US+) ou TERT+ 317 208 92 1,56 2,21 948" 473"
ga  Coteste Citologia (ASC-US+) ou 317 251 9 1,63 2,67 990" 295¢
Metilagdo+
65 theste Citologia (ASC-H+) ou has- 317 191 88 1,49 2,03 90,7" 53,2%
miR-124-2+
Coteste Citologia (ASC-H+) ou 2 0
66 | xiar 317 119 74 1,25 1,27 76,3 79,5
67  Coteste Citologia (ASC-H+) ou SOX1+ 317 143 77 1,31 1,52 79,47 70,0Y
68  Coteste Citologia (ASC-H+) ou TERT+ 317 149 82 1,39 1,59 845" 650"
gg Coteste Citologia (ASC-H+) ou 317 223 93 1,58 2,37 959" 40,9v
Metilagdo+
70 theste Citologia (LIEBG+) ou has- 317 215 93 1,58 2,29 95,9" 445"
miR-124-2+
Coteste Citologia (LIEBG+) ou 2 0
T xias 317 158 87 1,47 1,68 89,7 67,7
72 Coteste Citologia (LIEBG+) ou SOX1+ 317 175 88 1,49 1,86 90,77 60,5"
73 Coteste Citologia (LIEBG+) ou TERT+ 317 186 89 1,49 1,98 91,87  559%
74  Coteste Citologia (LIEBG#) ou 317 239 95 1,61 2,54 97,9"  345%
Metilagdo+
75 theste Citologia (LIEAG+) ou has- 317 179 85 1,44 1,90 87,6" 57,3V
miR-124-2+
Coteste Citologia (LIEAG+) ou
76 xias 317 91 61 1,03 0,97 62,9 86,4
77  Coteste Citologia (LIEAG+) ou SOX1+ 317 127 72 1,22 1,35 742" 7557
78 Coteste Citologia (LIEAG+) ou TERT+ 317 140 77 1,31 1,49 79,4T 71,4¢
79 Coteste Citologia (LIEAG+) ou 317 214 92 156 228 948" 445"

Metilagdo+

NIC2+: lesdo intraepitelial cervical grau 2 ou mais grave. S: sensibilidade. E: especificidade. ASC-US:
células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas. ASC-H:
células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo se pode afastar lesdo de alto grau.
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LIEBG: lesao intraepitelial de baixo grau. LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau. HPV: Papilomavirus
Humano. HPV16/18: Papilomavirus Humano gendtipos 16 e/ou 18.

™) Estratégia padrdo de referéncia para rastreamento de cancer cervical adotada pelo Ministério da
Saude do Brasil (encaminhamento direto para colposcopia sem necessidade de repetir a citologia de
mulheres com citologias com laudo de ASC-H+).

(N’) Diferenca significante do ponto de vista estatistico utilizando-se o teste de McNemar em relacdo
a estratégia de referéncia adotada.

Estratégias baseadas em testes reflexos, utilizando-se citologia, HPV e metilagdo (80 a 136):

Simulou-se 51 diferentes estratégias que previam o emprego dos testes citoldgico,

HPV e metilacdo em modelos sequenciais (testes reflexos).

Tabela 10 — Desempenho entre as diferentes estratégias simuladas por meio de testes
reflexos (com combinacdo de citologia, HPV e metilacdo) na detec¢do de NIC2+.

# Descrigéo da Estratégia (N) Colposcopia NIC2+ Razdo Razdo s E
(Rastreio Positivo) (n) (n) NIC2+ Colposcopia

Estratégias baseadas em testes reflexos

3 Citologia isolada (ASC-H+) 317 94 59 1,00 1,00 60,8 84,1
HPV+ e metilagdo reflexa 2 ¢

80 (has-miR-124-2+) 317 129 78 1,32 1,37 80,4 76,8

81  HPV+ e metilacdo reflexa LMX1A+ 317 60 43 0,73 0,64 443% 933"

82 HPV+ e metilagdo reflexa SOX1+ 317 89 59 1,00 0,95 60,8 86,4

83 HPV+ e metilagéo reflexa TERT+ 317 92 60 1,02 0,98 61,9 85,5

84  HPV+ e metilagdo reflexa Metilagdo+ 317 148 85 1,44 1,57 87,60 71,4

85 HI?V16/18+ e metilagdo reflexa has- 316 48 35 0,59 0,51 36,5% 941"
miR-124-2+
HPV16/18+ e metilagdo reflexa 316 v PN

86 LMX1A+ 25 20 0,34 0,27 20,8 97,7

g7 HPV16/18+ e metilagdo reflexa 316 32 28 0,47 0,34 292% 982"
SOX1+

88 HPV16/18+ e metilagdo reflexa 316 M 31 0,53 0,44 323" 95,5"
TERT+

89 HPV.16/z8+ e metilagdo reflexa 316 54 38 0,64 0,57 396" 92,7"
Metilagdo+

%0 HPV n7016/18+ e metilagdo reflexa 317 100 55 0,93 1,06 56,7 79,5
has-miR-124-2+

91 HPV ndo16/18+ e metilagdo reflexa 317 M 27 0,46 0,44 27.8% 936"
LMX1A+

92 HPV ndo16/18+ e metilagdo reflexa 317 63 20 0,68 0,72 412" 87.3
SOX1+

93 HPV néo16/18+ e metilagdo reflexa 317 67 38 0,64 0,71 392V 86,8
TERT+

94 HPV'nacil6/18+ e metilagdo reflexa 317 116 59 1,00 123 60,8 741"
Metilagdo+
HPV+ e metilagéo reflexa has-miR- 316 2 ¢

95 124-2+ entre HPV néGo16/18+ 153 81 Ll e 84,4 67,3
HPV+ e metilagdo reflexa LMX1A+ 316

96 entre HPV ndo16/18+ 108 62 1,05 1,15 64,6 79,1
HPV+ e metilagéo reflexa SOX1+ 316 ¢

97 entre HPV ndo16/18+ 130 70 1,19 1,38 72,9 72,7
HPV+ e metilagdo reflexa TERT+ 316 0

98 entre HPV ndo16/18+ 124 68 1,15 1,32 70,8 74,5

99 HPV+ e metilagéo reflexa Metilagéo+ 316 166 85 1,44 1,77 88,5" 632"

entre HPV néo16/18+
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100 AS.C-US+ e metilagdo reflexa has- 317 123 78 132 131 80,47 795
miR-124-2+

101  ASC-US+ e metilacdo reflexa LMX1A+ 317 60 42 0,71 0,64 433%Y 918"

102  ASC-US+ e metilagdo reflexa SOX1+ 317 89 60 1,02 0,95 61,9 86,8

103  ASC-US+ e metilagdo reflexa TERT+ 317 87 59 1,00 0,93 60,8 87,3

104 ASC—.USte metilagdo reflexa 317 136 83 141 1,45 856" 75.9%
Metilagdo+

105  ASC-US+e HPV reflexo HPV+ 317 152 81 1,37 1,62 835"  67,7%

106  ASC-US+ e HPV reflexo HPV16/18+ 317 61 37 0,63 0,65 38,1¢ 89,1

107 ASCUSHeHPV reflexo HPV 317 117 57 0,97 1,24 588  72,7%
néol6/16+

108 LIEBG+ e metilagdo reflexa has-miR- 317 102 71 1,20 1,09 732" 859
124-2+

109  LIEBG+ e metilaco reflexa LMX1A+ 317 51 38 0,64 0,54 392 9417

110  LIEBG+ e metilacdo reflexa SOX1+ 317 77 55 0,93 0,82 56,7 90,0"

111  LIEBG+ e metilagdo reflexa TERT+ 317 74 54 0,92 0,79 55,7 90,9T

112 LIEBG* e metilagtio reflexa 317 113 76 1,29 1,20 784" 832
Metilagdo+

113 LIEBG+ e HPV reflexo HPV+ 317 131 75 1,27 1,39 773" 745"

114  LIEBG+e HPV reflexo HPV16/18+ 317 56 33 0,56 0,60 34,0 895"

115  LIEBG+e HPV reflexo HPVndo16/18+ 317 98 53 0,90 1,04 54,6 79,5

116 ASC-H+ e metilagdo reflexa has-miR- 317 78 56 0,95 0,83 57,7 90,0"
124-2+

117  ASC-H+ e metilacdo reflexa LMX1A+ 317 42 31 0,53 0,45 320 950"

118  ASC-H+ e metilacdo reflexa SOX1+ 317 61 46 0,78 0,65 a7.4% 932"

119  ASC-H+ e metilacdo reflexa TERT+ 317 53 41 0,69 0,56 423% 945"

120 ASC—.H+f metilagdo reflexa 317 31 58 0,98 0,86 59,8 89,57
Metilagdo+

121  ASC-H+ e HPV reflexo HPV+ 317 87 55 0,93 0,92 56,7 85,5

122 ASC-H+e HPV reflexo HPV16/18+ 317 37 24 0,41 0,39 24,7 941"

123 ASC-H+e HPV reflexo HPVndol16/18+ 317 64 39 0,66 0,68 40,27 886"

124 LIEAG+ e metilagdo reflexa has-miR- 317 52 40 0,68 0,55 412" 945"
124-2+

125  LIEAG+ e metilagdo reflexa LMX1A+ 317 32 25 0,42 0,34 2587 968"

126  LIEAG+ e metilacdo reflexa SOX1+ 317 40 32 0,54 0,43 330 964"

127  LIEAG+ e metilacdo reflexa TERT+ 317 34 27 0,46 0,46 27,8° 968"

128 LIEA§+ f metilagdo reflexa 317 52 20 0,68 0,55 412" 945"
Metilagdo+

129  LIEAG+ e HPV reflexo HPV+ 317 52 37 0,63 0,55 38,1Y 9327

130  LIEAG+e HPV reflexo HPV16/18+ 317 22 17 0,29 0,23 17,5¢ 975"

131  LIEAG+ e HPV reflexo HPVnon16/18+ 317 37 24 0,41 0,39 24,7¢ 94,1T

NIC2+: lesdo intraepitelial cervical grau 2 ou mais grave. S: sensibilidade. E: especificidade. ASC-US:

células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndao neoplasicas. ASC-H:
células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo se pode afastar lesdo de alto grau.
LIEBG: lesao intraepitelial de baixo grau. LIEAG: lesdo intraepitelial de alto grau. HPV: Papilomavirus
Humano. HPV16/18: Papilomavirus Humano gendtipos 16 e/ou 18.

™) Estratégia padrdo de referéncia para rastreamento de céncer cervical adotada pelo Ministério da
Saude do Brasil (encaminhamento direto para colposcopia sem necessidade de repetir a citologia de

mulheres com citologias com laudo de ASC-H+).

(™) Diferenca significante do ponto de vista estatistico utilizando-se o teste de McNemar em relac3o
a estratégia de referéncia adotada.

Na figura 14 estdo destacadas as nove estratégias que demonstraram desempenho

superior em termos de sensibilidade com significancia estatistica e que obtiveram razdo de

colposcopia de até 1,5 quando comparadas a estratégia de referéncia (ASC-H+).
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Figura 14 — Sensibilidade das diferentes estratégias simuladas (testes isolados, cotestes e
reflexo) para deteccdo de NIC2+ e o numero de colposcopias necessarias (considerando
estratégias com sensibilidade > 60,8% e razao de colposcopia de até 1,5).

HPV: Papilomavirus Humano; LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau; LIEAG: lesdo intraepitelial de
alto grau; ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo
neopldsicas; ASC-H: células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo podendo afastar
lesdo de alto grau.

Dentre as nove estratégias detalhadas que demonstraram taxas de sensibilidade

superior a estratégia de referéncia trés modelos simulados obtiveram indices superiores a

80% de sensibilidade conforme esquematizado na figura 15.
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Figura 15

testados)

— Esquematizagdo das estratégias que demonstraram taxas de sensibilidade

superiores a 80% e razao de colposcopia de até 1,5.

S: sensibilidade; E: especificidade: HPV: Papilomavirus Humano; ASC-US: células escamosas atipicas
de significado indeterminado, possivelmente ndao neoplasicas.
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4.2.3 Descrigdo das estratégias considerando o emprego de HPV e metilagio do DNA
(referéncia de comparagao HPV+)

Na Tabela 11 estdo demonstradas as estratégias simuladas no estudo usando o teste
de HPV e a metilacdo isoladamente ou combinados simultaneamente (coteste) ou
sequencialmente (teste reflexo). A estratégia 5’ que simula o rastreio de lesées NIC2+ com
teste isolado de HPV e encaminharia para colposcopia todas as mulheres com testes
positivos independentemente do tipo viral foi considerada como referéncia. Essa estratégia

obteve 90.7% de sensibilidade e 50.5% de especificidade na deteccdo de NIC2+.

Tabela 11 — Desempenho entre as diferentes estratégias simuladas utilizando-se HPV e
metilacdo e tendo como referéncia o emprego isolado de HPV+ na detecgdo de NIC2+.

Descrigéo da Estratégia Colposcopia NIC2+ Razdo Razdo

# (Rastreio Positivo) (N) (n) (n) NIC2+ Colposcopia s E

Estratégias baseadas em testes isolados
5" HpV isolado (HPV+) 317 192 88 1,00 1,00 90,7 50,5
40"  has-miR-124-2+ isolado 317 175 85 0,96 0,91 87,6 59,1
41’  LMX1A+ isolado 317 67 46 0,52 0,35 47,4¢ 90,5T
42’ SOX1+ isolado 317 110 64 0,73 0,57 66,0¢ 79,1T
43’ TERT+ isolado 317 118 64 0,73 0,61 66,0 755"
Estratégias baseadas em cotestes
45" HPV+ ou has-miR-124-2+ 317 243 95 1,08 1,26 97,97  32,7%
46'  HPV+ou LMX1A+ 317 204 91 1,03 1,06 93,8 48,6
47" HPV+ou SOX1+ 317 218 93 1,05 1,13 95,9 43,2¢
48’  HPV+ou TERT+ 317 223 92 1,04 1,16 94,8 40,5¢
Estratégias baseadas em testes reflexos

,  HPV+ e metilagdo reflexa ¢ 2~
80 (has-miR-124-2+) 317 129 78 0,88 0,67 80,4 76,8
81’  HPV+ e metilacdo reflexa LMX1A+ 317 60 43 0,49 0,31 443%v 933"
82"  HPV+ e metilagdo reflexa SOX1+ 317 89 59 0,67 0,46 60,8¢ 86,4T
83"  HPV+ e metilagdo reflexa TERT+ 317 92 60 0,68 0,48 61,9¢ 85,5T

,  HPV+ e metilagdo reflexa has-miR- 0 2
95 124-2+ entre HPV ndio16/18+ 316 153 81 0,92 0,80 84,4 67,3

,  HPV+e metilagdo reflexa LMX1A+ v 2
96 entre HPV16/18+ 316 108 62 0,70 0,56 64,6 79,1

,  HPV+e metilagdo reflexa SOX1+ v PN
97 entre HPV16/18+ 316 130 70 0,79 0,68 72,9 72,7

,  HPV+e metilagdo reflexa TERT+ v 2
98 entre HPV16/18+ 316 124 68 0,77 0,65 74,5 74,5

NIC2+: lesdo intraepitelial cervical grau 2 ou mais grave. S: sensibilidade. E: especificidade. HPV:
Papilomavirus Humano. HPV16/18: Papilomavirus Humano gendtipos 16 e/ou 18.

™) Estratégia adota como referéncia para critérios de comparac3o que consideraria positivo o rastreio
de mulheres com HPV+ independentemente do tipo viral.

(N’) Diferenca significante do ponto de vista estatistico utilizando-se o teste de McNemar em relacdo
a estratégia de referéncia adotada.
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Considerando-se o uso de testes isolados para a detec¢ao de NIC2+ e tendo-se como
referéncia a estratégia 5’ (HPV isolado) verificou-se taxas semelhantes de sensibilidade
(87.6%) e especificidade (59.1%) para o emprego da metilagdo do gene has-miR-124-2 e
decréscimo de 9% no encaminhamento para colposcopia.

Os demais marcadores com metilacdo dos genes LMX1A, SOX1 e TERT apresentaram
sensibilidade respectivamente de 47.4%, 66.0% e 66.0% que foram significativamente
menores que as estratégia 5’ e 40’ (p<0.05). A estratégia 41’ que previa o emprego do gene
LMX1A metilado como marcador de lesGes cervicais apresentou a mais alta especificidade
entre os testes isolados (90.5%) com alto valor preditivo positivo, porém com indices
limitantes de falso-negativo.

As estratégias que combinaram simultaneamente os testes de HPV e metilacdo dos
genes demonstraram as maiores taxas de sensibilidade na detecgao de NIC2+. A associagao
do HPV e metilacdo do hsa-miR-124-2 (estratégia 45’) demonstrou a maior sensibilidade
(97.9%) entre todas as 17 estratégias simuladas tendo identificado 95 dos 97 casos de NIC2+.
Entretanto, essa estratégia também demonstrou a menor especificidade com aumento de
26% da demanda por colposcopia quando comparado a estratégia 5’ (HPV isolado).

Considerando-se as estratégias que simularam a aplicacdo de testes de metilacdo apds
a triagem inicial por HPV verificou-se maiores taxas de especificidade e consequente
redugao na demanda por colposcopias em todos os modelos propostos quando comparados
a estratégia 5.

As taxas de especificidade variaram de 67.3% (95’) a 92,3% (81’). A estratégia que
propde a aplicacdo do teste de metilacdo do gene hsa-miR-124-2 entre as mulheres com
HPV ndo 16/18 positivo (95’) demonstrou maior sensibilidade (84.4%) entre os modelos
propostos com testes sequenciais. Comparativamente ao emprego isolado do teste de HPV
isso significou uma queda de sensibilidade da ordem de 6.3%, contudo com especificidade
significativamente maior de 67.3% e reducdo de 20% na necessidade de exames

colposcdpicos.

Na figura 16 estdo destacadas as trés estratégias que demonstraram desempenho
semelhante em termos de sensibilidade com a estratégia de referéncia adotada (HPV+) com

taxas acima de 80%, porém com razdo de colposcopia inferior a 1,0 o que equivale a menor
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demanda de exames complementares e maior especificidade quando comparadas a

estratégia 5'.

100,0%
95,0% 5
90,0% g5’
85,0% 80’ ®
80,0% )
75,0%
70,0%
65,0%

60,0%
0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10

Razdo de Colposcopia

Sensibilidade (%)

(Estratégia #5°) HPV Isalado (HPV+) - Referéncia

(Estratégia #40°) has-miR-124-2+ isolado

(Estratégia #80°) HPV+ e metilagdo reflexa (has-miR-124-2+)

(Estratégia #95°) HPV+ e metilacdo reflexa has-miR-124-2+ entre HPV ndo16/18+

Figura 16 — Sensibilidade das diferentes estratégias simuladas (testes isolados e reflexo) para
deteccdo de NIC2+ e o numero de colposcopias necessdrias (considerando estratégias com
sensibilidade > 80% e razdo de colposcopia menor que 1,0).

HPV: Papilomavirus Humano

Estratégia . METILACAO S:87,6%
has-miR-124-4
0 as-mi HasomiR 1202+ COLPOSCOPIA | " 9.1%

Estratégia [ meTLAcAO I S: 80,4%
80’ @ | has-mik-124-2+ | @ E: 76,8%

—I COLPOSCOPIA I
S: 84,4%

cotposcoria | E: 67,3%

Estratégia

95’

OUTROS METILACAO
(ndo 16/18) has-miR-124-2+

Figura 16 — Sensibilidade das diferentes estratégias simuladas (testes isolados e reflexo) para
deteccdo de NIC2+ e o numero de colposcopias necessdrias (considerando estratégias com
sensibilidade > 80% e razao de colposcopia menor que 1,0).

HPV: Papilomavirus Humano
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5 DISCUSSAO

Associagdo de citologia e HPV na detecgéo de NIC2+

A persisténcia de indicadores desfavoraveis de incidéncia e mortalidade relacionados
ao cancer do colo do Utero em todo o mundo® justificam os esforcos em ampliar as
ferramentas diagndsticas que possam representar melhoria no desempenho dos programas
de rastreamento populacional. As iniciativas que incorporaram a vacinag¢do contra HPV em
diversos paises nos ultimos anos sinalizam para um futuro promissor na redugao do cancer

cervical, porém carecem de tempo e garantia de abrangéncia adequadas®.

A prevencdo secundaria configura ainda acdo primordial e como tal deve ser
aprimorada sobretudo nas regides de baixa e média renda que rotineiramente sdao as mais
impactadas pelo cancer do colo uterino. Diversos fatores podem contribuir para o sucesso a
longo prazo dos programas populacionais de rastreio dentre eles a oferta de testes que
possam ser empregados em larga escala com resultados robustos em termos de acuracia,

seguranca, aceitacao, custos e reprodutibilidade.

Embora os testes citoldgicos perfacam ainda a primeira escolha no rastreamento das
lesdes precursoras e do cancer do colo do Utero entre diferentes paises e por varios motivos,
diversos programas de rastreamento tém proposto a incorporacdo do teste de HPV em suas
diretrizes com o objetivo de complementar ou mesmo substituir o uso da citologia®. Essa
iniciativa se justifica pelas limitagdes do teste de Papanicolaou que em diferentes revisdes

demonstra grandes variacdes nas taxas de sensibilidade®” 2.

Certamente varios desafios devem ser superados para a introdugao do teste do HPV
no rastreio do cancer do colo do utero, sobretudo nos paises em desenvolvimento, que

estdo sujeitos as maiores taxas de incidéncia e mortalidade®® ¥

e invariavelmente possuem

programas de rastreamento desarticulados com limitagGes orcamentarias e dificuldades em
. ~ 88 .~ ,

se garantir cobertura adequada da populagdo-alvo™, repeticdo dos exames em periodos

oportunos e investigacdo complementar dos casos suspeitos.

Nao foi objetivo desse estudo a andlise de custo-efetividade, entretanto, algumas

pesquisas apontam o maior custo dos testes moleculares de HPV em comparagao a citologia
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como barreira adicional a sua utilizagéogg, 0 que nado necessariamente significaria uma
relacdo custo-efetividade desfavoravel principalmente quando empenhados em larga

escala®® !

. Além disso, o emprego do HPV como teste de rastreio possibilitaria ampliar os
intervalos de repeticdo dos testes quando negativos e reduziria a quantidade de
profissionais envolvidos nas analises laboratoriais pela introducdo de processos

automatizados.

Outra importante vantagem conferida pelos testes de HPV é o aumento consideravel
nas taxas de sensibilidade e valor preditivo negativo®. No entanto, ha limitacdes na
especificidade do método, mais evidente em mulheres jovens, que indicam para a
necessidade do uso de exames de triagem adicionais para os casos testados positivos para o

HPV.

Outra possivel consequéncia induzida pela limitagdo da especificidade seria uma
virtual sobrecarga aos servicos de colposcopia e elevacdo nas taxas de exames falso-

93,9 Soma-se a isso a necessidade

positivos com procedimentos terapéuticos desnecessarios
de se considerar as questGes emocionais com diferentes impactos comportamentais
advindas de testagens positivas para o HPV potencializado pelo desconhecimento da

populacdo sobre esse tema especifico™.

Para o Brasil especificamente, apds revisdo na literatura, ndo foram encontrados
indicadores precisos sobre a disponibilidade e cobertura nacional de servigos ou
profissionais especializados em colposcopia. Estimativas apontam que cerca de 4,8% das
mulheres rastreadas por citologia necessitardo de exames colposcdpicos de diagndstico ou
seguimento pods tratamento®, contudo, diante da heterogeneidade na estruturacdo da
saude publica em todo o territdrio nacional, acredita-se em potencial deficiéncia na oferta
desses servigos. Essas possiveis desigualdades no acesso a colposcopia poderiam representar
entrave a introducdo de estratégias de rastreio baseadas em testes de HPV (isolados ou em
associacdo a exames citologicos) pelo acréscimo natural na demanda por esse tipo de

exame.

Semelhantemente ao demonstrado nesse estudo, outras pesquisas compararam
algoritmos de rastreamento de NIC2+ avaliando-se o emprego isolado do teste de HPV (com
ou sem genotipagem) ou em associagdo a citologia. No presente estudo, os algoritmos que

previam a triagem por meio de citologia isolada apresentaram sensibilidade que oscilou de
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43,1% (estratégia 4, LIEAG+) a 90,3% (estratégia 1, ASC-US+). Embora a estratégia 1 (ASC-
US+) apresente alta sensibilidade, hd barreiras a sua aplicacgdo uma vez que ocasionou
incremento de 80% na demanda por exames colposcépicos quando comparada a estratégia

3 (ASC-H+) de referéncia.

Embora a populagao avaliada nesse estudo tenha sido previamente triada por testes
alterados de citologia e consequentemente apresente uma maior prevaléncia de lesdes
NIC2+ quando comparado a populagao geral, isso ndao representa viés aos resultados que

avaliaram comparativamente a acurdcia das diferentes estratégias na mesma populagdo.

Especificamente na populagdo analisada 181 mulheres foram classificadas com atipias
citolégicas de LIEBG (90) e ASC-US (91) o que representou 19,9% do total (181/907).
Considerando-se que a populacdo desse estudo é composta por mulheres previamente
testadas positivas pelo Papanicolaou é evidente que essa proporc¢do estd aumentada e ndo

condiz com os indices verificados em populacdes gerais submetidas ao rastreio.

Levantamento baseado em banco de dados nacional do Siscolo (Brasil) no periodo de
2011-2013 entre usuadrias de 25-64 anos de idade estimou em 2,8% a proporcdo de mulheres
com citologia de ASC-US/LIEBG. Desse total cerca de 20,9% apresentariam persisténcia de
atipias apos repeticdo do teste citoldgico o que significa afirmar que do total de mulheres
rastreadas 0,6% seriam encaminhadas para colposcopia entre o grupo com diagndstico de

ASC-US/LIEBG ap0s persisténcia®®.

Uma limitacdo desse estudo se deve a analise transversal dos dados, o que
impossibilitou o seguimento dos casos que, de acordo com as Diretrizes Brasileiras®?,
necessitariam de repeticdo da citologia. Isso porque, segundo essas orientagdes, além das
pacientes com citologia ASCH+, ha que se encaminhar também para colposcopia as mulheres
gue tenham mantido exames alterados apds resultados prévios de ASC-US ou LIEBG. Ao se
considerar para critério de simulacdo das estratégias apenas o teste citolégico coletado
durante a colposcopia ndo se pode prever por esse estudo a participacdo do grupo de
mulheres com testes de ASCU-US/LIEBG que persistissem alterados. Essa limitagdo ficou
restrita a estratégia de referéncia adotada (estratégia 3) para critérios de comparacdo das

razées de NIC2+ e colposcopia.
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Vale ressaltar ainda uma critica recorrente a esse tipo de manejo, que prevé repeticdes
de testes citoldogicos, baseada no fato de que um numero significativo de mulheres
brasileiras ndo obedece aos prazos estipulados de repeticdo dos testes o que acarreta
distor¢cdes com grupos nao rastreados e outros com excesso de testes desnecessarios”’.
Dessa forma, a possibilidade de modelos que definam ou ndo a necessidade de colposcopia

baseando-se em exames obtidos em um Unico momento seria valioso.

A figura 12 ja mencionada na sessdao resultados, engloba as estratégias testadas
(citologia + HPV) que conferiram aumento significativo na sensibilidade do rastreio de NIC2+
a custa de elevacdo de até 50% na demanda por colposcopia quando comparadas a
estratégia 3 (ASC-H+) de referéncia. Optou-se por destacar essas propostas de deteccdo de
NIC2+ por entendermos que contribuem para amenizar as limitacdes em termos de
sensibilidade do emprego de citologia isolada sendo fixado em 50% o acréscimo na demanda
por colposcopias que nos pareceu razodvel para a transposicdo em um cenario real de

rastreamento.
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(Estratégia #2) Citologia Isolada (LIEBG+)

(Estratégia #3) Citologia Isalada (ASC-H+) - Referéncia

(Estratégia #14) Coteste HPV16/18+ ou Citologia ASC-H+

(Estratégia #20) HPV+ e Citologia Reflexa ASC-US+

(Estratégia #21) HPV+ e Citologia reflexa LIEBG+

(Estratégia #33) HPV+ e citologia reflexa LIEBG+ entre HPV ndol6/18+
(Estratégia #34) HPV+ e citologia reflexa ASC-H+ entre HPV ndo16/18+

Figura 12 - Sensibilidade das diferentes estratégias simuladas (testes isolados, cotestes e
reflexo) para deteccdo de NIC2+ e o numero de colposcopias necessdrias (considerando
estratégias com sensibilidade > 63,0% e razdo de colposcopia de até 1,5).

LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau; ASC-H: células escamosas atipicas de significado
indeterminado, ndo podendo afastar lesdo de alto grau; HPV: Papilomavirus Humano.
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Uma alternativa, levando-se em consideracdo a inabilidade na gestdo do programa de
rastreio no Brasil em controlar os prazos adequados de repeticio dos exames, seria a
estratégia 2 (figura 17) que referenciaria imediatamente para colposcopia as mulheres com
resultados de LIEBG ou mais graves (LIEBG+). Essa estratégia deve ser considerada uma vez
que elevou significativamente a acurdcia na deteccdo de NIC2+ (sensibilidade de 80,6%) com

aumento de 40% na demanda por colposcopia.

Estratégia | CITOLOGIA I ( | i I
» 2 LIEBG » COLPOSCOPIA
2 ISOLADA l—J

Figura 17 — Fluxograma representativo da estratégia numero 2.

LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau.

Chatzistamatiou et al. avaliaram os dados de mulheres europeias de 25 a 55 anos que
participaram do estudo “HERMES” (HEllenic Real Life Multicentric Cervical Screening) e
também simularam diferentes estratégias de rastreio de lesdes cervicais®. O estudo
europeu, assim como o nosso, demonstrou altas taxas de sensibilidade na deteccdo de
NIC2+ em algoritmos que orientam a realizacdo de colposcopia para todas as mulheres com
testes positivos para HPV-AR, evidentemente com sobrecarga na demanda por exames

complementares que no nosso estudo representou aumento de 107%.

Embora o teste de HPV isoladamente aumente o numero de colposcopias como
mencionado, o exame molecular acaba por homogeneizar a qualidade das andlises, evitando
gue o modelo atual, baseado em citologia, traga como variavel permissiva a heterogénea
qualidade dos exames citoldgicos. Em cendrios onde a rastreabilidade e a aderéncia das
mulheres ao rastreio mostram-se irregulares, a possibilidade de ter-se um teste com tais

caracteristicas poderia contribuir para reduzir essas inequidades do sistema.

A estratégia 20 (figura 18) com rastreio por HPV e citologia reflexa para os casos
positivos e referenciamento para colposcopia daqueles casos com resultados anormais (ASC-
US+) elevou em 36% a detec¢do de NIC2+ com aumento de 48% na colposcopia.
Comparativamente, essa estratégia ndo obteve desempenho significativamente superior ao
uso isolado de citologia (LIEBG+) simulado pela estratégia 2 tendo exigido aumento maior na

demanda por exames colposcdpicos (48% versus 40% na estratégia 2).
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Estratégia
20 CITOLOGIA 2 ASC-US COLPOSCOPIA

Figura 18 — Fluxograma representativo da estratégia numero 20.

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas;
HPV: Papilomavirus Humano.

Ao se considerar a possibilidade de genotipagem dos tipos virais, a estratégia 32
(figura 19) que empregaria citologia reflexa (ASC-US+) apenas para as mulheres com
infeccdo pelos tipos ndo 16/18 elevaria a sensibilidade em 40% com desempenho bastante

promissor assim como demonstrado por outros estudos’® % %

com elevacao da ordem de
63% na necessidade de colposcopias. Essa estratégia simula um dos modelos propostos pelo
ATHENA HPV Study e que foi considerado apropriado para o rastreio primario de cancer

cervical nos Estados Unidos com o emprego do Cobas HPV test®®.

vll COLPOSCOPIA I
4’[ CITOLOGIA ]—P[ 2 ASC-US ]—>[ COLPOSCOPIA ]

Figura 19 — Fluxograma representativo da estratégia numero 32.

Estratégia

32

OUTROS
(ndo 16/18)

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas;
HPV: Papilomavirus Humano.

Isidean et al.**, em estudo conduzido no Canada, ao compararem o desempenho da
estratégia de rastreio de NIC2+ que refere para colposcopia mulheres com testes positivos
para HPV16/18 e com citologia reflexa ASC-US+ entre as mulheres com HPV+ n3o 16/18
obtiveram sensibilidade de 82,5%, bastante préxima a taxa de 88,8% verificada no nosso

estudo pela estratégia 32.

Ja a estratégia numero 33 (figura 20) simulada por nds que utilizaria o teste de HPV
como rastreio primario e posterior citologia entre os casos testados positivos para os tipos
ndo 16/18, mas considerando o ponto de corte os laudos com LIEBG+, demonstrou aumento
na sensibilidade (5=84,7%) assim como o modelo 32 usualmente mais difundido, porém com
melhor especificidade e menor impacto na demanda por colposcopia tornando-se assim

possibilidade atraente quando se avalia o uso de testes sequenciais.
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»| COLPOSCOPIA I
4’[ CITOLOGIA ]—{ 2 LIEBG ]—> COLPOSCOPIA]

Figura 20 — Fluxograma representativo da estratégia numero 33.
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LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau; HPV: Papilomavirus Humano.

Naturalmente, modelos que simulem a associa¢do em cotestes da citologia com o HPV
tendem a apresentar maiores taxas de sensibilidade e diminuicdo da especificidade com
extrapolacdo da razdo de colposcopia. A estratégia 14 (figura 21) que indica a realizacdo de
ambos os testes em paralelo e encaminharia para colposcopia resultados de ASC-H+ ou
HPV16/18+ conferiu aumento de 24% na sensibilidade e entre as alternativas com coteste

foi a que apresentou crescimento mais razodvel (38%) na necessidade de colposcopia.

HPV
Estratégia

14

COLPOSCOPIA
CITOLOGIA >

Figura 21 — Fluxograma representativo da estratégia numero 14.

ASC-H: células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo podendo afastar lesdo de alto
grau; HPV: Papilomavirus Humano.

A adocdo de modelos que prevejam oferecer dois diferentes testes simultaneamente
para o rastreio de cada individuo, como ocorre na estratégia 14, é esperado que se verifique
elevacdo dos custos. Entretanto, como ja mencionado, ndo se buscou nesse estudo aferir

comparativamente o impacto dessas mudangas em termos financeiros.

Associagdo de citologia, HPV e metila¢do na detecgdo de NIC2+

As vantagens do teste de HPV que incluem aumento consideravel na taxa de
sensibilidade e no valor preditivo negativo permitindo intervalos maiores entre os testes de
triagem® e automacado nos processos laboratoriais s3o valiosas. No entanto, a especificidade
limitada desse método, especialmente entre mulheres mais jovens, aponta invariavelmente
para a necessidade de realizacdo de testes adicionais para definicdo dos casos a serem

referenciados para colposcopia apds um teste de HPV positivo. A associacdo de testes mais
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especificos ao HPV visa reduzir a taxa de resultados falso-positivos e procedimentos
diagndsticos e terapéuticos desnecessarios”> **.

Semelhantemente a este estudo, outros pesquisadores tém sugerido novos algoritmos
para a deteccdo de NIC2+ que utilizam o teste de HPV isolado (com ou sem genotipagem) ou
combinado a outros exames, sejam eles citoldgicos, moleculares, genéticos ou
imunocitoquimicos. Mais comumente as pesquisas tém associado a citologia como teste
reflexo apds o rastreio primario pelo HPV.

Com base nos dados coletados no estudo ATHENA, que envolveu mais de 34.000
mulheres com idade superior a 30 anos submetidas a citologia e ao teste de HPV, Cox et
al.’® simularam 10 diferentes estratégias de rastreio e concluiram que o emprego da
citologia como teste reflexo associada a genotipagem do HPV confere aumento na
especificidade e diminuem possiveis danos secunddrios a colposcopias e bidpsias
desnecessarias.

Além disso, propostas de modelos de rastreio que excluem os testes citolégicos tém
ganhado espaco pelas limitagdes do Papanicolaou que é examinador dependente e sofre
influéncia direta da experiéncia dos profissionais responsaveis pela avaliagao laboratorial,
além das dificuldades de reprodutibilidade e producdo em larga escala.

As estratégias simuladas que utilizaram os testes automatizados para pesquisa de HPV
de alto risco e hipermetilagdo dos genes hsa-miR-124-2, LMX1A, SOX1 e TERT foram
selecionados por se mostrarem promissores como marcadores de lesGes intraepiteliais de
alto grau e cancer em estudo prévio publicado pelo mesmo grupo de pesquisadores’.
Estudo esse que concluiu que a hipermetilacdo dos genes hsa-miR-124-2, SOX-1, TERT e
LMX1A pode ser considerada como marcador isolado para o diagndstico de lesdes cervicais
independentemente do status de infeccdo pelo HPV sugerindo novas pesquisas que possam
detalhar modelos mais apropriados de rastreio incluindo esses novos testes.

Semelhantemente ao demonstrado para as estratégias que simularam o emprego de
citologia e HPV, na figura 14 também estao em destaque as estratégias utilizando testes de
metilagao que obtiveram desempenho em termos de sensibilidade superior a estratégia 3 de
referéncia e com aumento de até 50% na demanda por exames colposcépicos. Vale
reafirmar que os testes de metilagao foram empregados em subgrupo da populagao de
estudo e que especificamente para essa amostra a sensibilidade da estratégia 3 (ASC-H+) foi

de 60,8%.
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(Estratégia #113) LIEBG+ e HPV reflexo HPV+

Figura 14 — Sensibilidade das diferentes estratégias simuladas (testes isolados, cotestes e
reflexo) para deteccdo de NIC2+ e o numero de colposcopias necessarias (considerando
estratégias com sensibilidade > 60,8% e razao de colposcopia de até 1,5).

HPV: Papilomavirus Humano; LIEBG: lesdo intraepitelial de baixo grau; LIEAG: lesdo intraepitelial de
alto grau; ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo
neopldsicas; ASC-H: células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo podendo afastar
lesdo de alto grau.

Ao se associar o Papanicolaou com os testes de metilacdo obtivemos maiores taxas de
sensibilidade na detec¢do de NIC2+ pela estratégia numero 104 (figura 22). Esse modelo
obteve 85,6% de sensibilidade com diferenca significativa em relagdo a triagem por ASC-H+ e
propos a testagem do perfil de metilacdo dos 4 genes (hsa-miR-124-2, LMX1A, SOX1, TERT)
para todas as mulheres que apresentassem primariamente uma citologia alterada (ASC-US+).

O aumento na demanda de colposcopias seria da ordem de 45%.

METILACAO +
Estratégia ara qualquer
CITOLOGIA P quald COLPOSCOPIA
104 um dos genes
testados)

Figura 22 — Fluxograma representativo da estratégia nimero 104.

ASC-US: células escamosas atipicas de significado indeterminado, possivelmente ndo neoplasicas;
HPV: Papilomavirus Humano.
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Apesar do desempenho destacado da estratégia 104 com maiores indices de
sensibilidade verificou-se que isoladamente a presenca de hipermetilacdo do gene hsa-miR-
124-2 foi verificada na quase totalidade dos casos e que esse gene por si sO ja garantiria
resultados similares e com possibilidade de reducdo de custos. O emprego isolado da
metilacdo do hsa-miR-124-2 estd descrito pela estratégia 100 (figura 23) e obteve
sensibilidade de 80,4% e razdo de colposcopia de 1,31 quando comparado a estratégia

referéncia (ASC-H+)

Estratégi A
strategld | iroLocia > ASC-US METILACAO COLPOSCOPIA
100 has-miR-124-2+

Figura 23 — Fluxograma representativo da estratégia niumero 100.

ASC-H: células escamosas atipicas de significado indeterminado, ndo podendo afastar lesdo de alto
grau; HPV: Papilomavirus Humano.

Associagdo de HPV e metilagdo na detecgGo de NIC2+

Conforme demonstrado na associagao com a citologia, a metilagdo do gene hsa-miR-
124-2 comparativamente aos demais genes testados obteve melhor desempenho em
predizer a presenca de lesdes significativas com resultados semelhantes ao observado por

101103 Agora, considerando-se o emprego apenas de testes moleculares tanto

outros estudos
o HPV quanto a metilagdao de hsa-miR-124-2 apresentaram sensibilidade semelhante para
deteccdo de NIC2+ (90.7% e 87.6% respectivamente) mesmo quando utilizados como testes
primarios.

Entretanto, a razdo de colposcopia demonstrou que o emprego do teste de metilagdo
do gene has-miR-124-2 (estratégia 40’) reduziria em 9% a demanda por colposcopias
comparado a estratégia com HPV isolado. Espera-se que os testes genéticos tenham maior
potencial de aplicacdo em mulheres previamente positivas para HPV, no entanto, esses
resultados podem indicar para a possibilidade de utilizagdo da hipermetilagdo como testes
primarios de rastreio.

Os demais genes avaliados LMX1A, SOX1 e TERT nado obtiveram o mesmo desempenho

levando-se em consideracdo o perfil de metilagio e demonstraram menores taxas de
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sensibilidade para a detec¢ao de NIC2+ seja isoladamente ou em estratégias de testes
sequenciais em mulheres HPV positivas. Mesmo em cenarios que simularam a proposta de
coteste com HPV a metilagdo desses genes nao conferiu vantagem como marcador quando
comparado ao uso isolado do teste de HPV.

A associacdo simultanea dos testes de HPV e hsa-miR-124-2 metilado como coteste
(estratégia 45’) aumentou significativamente a sensibilidade na triagem de lesGes NIC2+
porém com redugdo da especificidade também significativa quando comparado ao emprego
isolado do HPV. Além disso, hd que se levar em consideracdo possiveis impactos
orcamentarios em estratégias que orientem testes simultdneos no rastreio populacional
sendo necessarios estudos especificos de custo-efetividade.

Considerando-se que o modelo ideal para o rastreio do cancer do colo do utero inclua
testes de alta sensibilidade para minimizar os casos falso-negativos e alta especificidade para
evitar exames diagnodsticos desnecessarios e sobretratamento, as estratégias com coteste
(45’-48’), apesar de alta sensibilidade, gerariam aumento dos casos falso-positivos e
incremento de 6% a 26% na necessidade de colposcopia quando comparadas a estratégia 5’.

Habitualmente, as taxas de sensibilidade quando se trata de estratégias de
rastreamento sdo inversamente proporcionais aos indices de especificidade o que indica a
importancia de se considerar modelos intermediarios com boa sensibilidade e especificidade
razoavel. A Figura 24 confirma essa tendéncia também em relagdo aos modelos aqui
simulados.

Sensibilidade # Especificidade
44.,3% NMIMNNMENNINES ST’ NSRRI AR RRRARRANN O 2,3 %
47,4% NN 41 R 00,5 %
60,5% IINIINNNENEEE 32’ NN, 56,4 %
61,9% INMNNNINENNIN 53 R 85,5 %
64,6% NANMMNNI N G A 7 9. 1°%
66,0% INNNNNIENNINNNE 43 A 7 5,5 %
66,0 [N 7 A 79, 1%
70,8% [T °3' I 7 4.5 %
72,9 [NIMMNNNNN 7 (i 7 2.7 %
80,4% HNNNINNNEN 20 N 7 6.5 %
$4,4% INNMINNNNN N ©5' ISR 6 7, 3%
87,6% INNNNNINENNINENN . 40 SR 59, 1°%
90,7% NNNIIIENNENI . ' R 50,5 %
93,5% NN 46’ NN 1 S,6%
94,8% INMNNNINENNINN . 45 N 4 0,5 %

95,9% NN 47 D 13,2%
97.9% IR 45 I 32.7 %

Figura 24 — Esquematizacdo das taxas de sensibilidade e especificidade das 17 estratégias
simuladas para deteccdo de NIC2+ considerando-se os testes de HPV e metilacdo.
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Na figura 17 estdo destacadas as estratégias que atingiram taxas de sensibilidade
superiores a 80% e ainda assim menores que a estratégia 5’ (HPV+ isoladamente) mas que

garantiram maior especificidade e razdo de colposcopia <1,0.

100,0%
95,0% ] 5’
90,0% 957 43 ®
85,0% 80’ ®
80,0% L]
75,0%
70,0%
65,0%
60,0%
0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 1,10
Razdo de Colposcopia

Sensibilidade (%)

(Estratégia #5°) HPV Isalado (HPV'+) - Referéncia

(Estratégia #40°) has-miR-124-2+ isolado

(Estratégia #80°) HPV+ e metilagdo reflexa (has-miR-124-2+)

(Estratégia #95°) HPV+ e metilacdo reflexa has-miR-124-2+ entre HPV néo16/18+

Figura 17 — Sensibilidade das diferentes estratégias simuladas (testes isolados e reflexo) para
deteccdo de NIC2+ e o numero de colposcopias necessdrias (considerando estratégias com
sensibilidade > 80% e razdo de colposcopia menor que 1,0).

HPV: Papilomavirus Humano

As estratégias 80’ e 14’ preveem a pesquisa de metilacdo do gene hsa-miR-124-2 como
teste reflexo apenas entre mulheres testadas positivamente para HPV-AR. A diferenca entre
as duas estratégias estd no emprego da genotipagem do tipo viral. Na estratégia 80’ (figura
25) todas as mulheres com testes positivos para HPV seriam submetidas a pesquisa de hsa-
miR-124-2 metilado e os casos positivos seriam referenciados para colposcopia enquanto
gue na estratégia 95’ (figura 26) apenas as mulheres positivas para HPV ndo 16/18 teriam
suas amostras investigadas para o teste de metilacdo. Os casos positivos para hipermetilacdo

a as mulheres com HPV 16/18 seriam encaminhadas para colposcopia.

Estratégia | A | ‘
,g HPV+ »> MET!LACAO » COLPOSCOPIA
80 l has-miR-124-2+ |

Figura 25 — Fluxograma representativo da estratégia niumero 80’.
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HPV: Papilomavirus Humano.

-{ COLPOSCOPIA I
MET!LACAO COLPOSCOPIA
has-miR-124-2+

Figura 26 — Fluxograma representativo da estratégia nimero 95’.

Estratégia

95’

OUTROS
(ndo 16/18)

HPV: Papilomavirus Humano.

Ambos os modelos, tanto da estratégia 80’ quanto da 95’, apresentam como maior
beneficio em relacdo a estratégia 5 (HPV isolados sem genotipagem) a reducdo do
contingente de mulheres encaminhadas para exame colposcdépico que reduziria em 33% na
estratégia 80’ e 20% com a implementacdo da estratégia 95’.

Configura ainda vantagem adicional do uso dos testes de HPV e metilagdo em
estratégias de rastreio a possibilidade de uUnica amostragem ndo sendo necessarias
reconvocacles para novas coletas. Além disso, pode-se considerar para ambos os testes a
obtencdo de amostras auto coletadas. Porém, é importante ressaltar que as caracteristicas
que conferem maior objetividade e aplicabilidade aos testes de metilacdo em relacdo a
citologia sdo relevantes, mas dependem de investimentos e refinamento que possam
garantir automagdo nos processos prevendo seu uso em larga escala.

Evidentemente s3o necessdrias investigacbes adicionais que possam medir
comparativamente o desempenho de todas essas estratégias num cenario real de
rastreamento populacional considerando-se que esse estudo se baseou numa coorte de
mulheres previamente triadas por citologias alteradas. Outros marcadores envolvidos na
carcinogénese do cancer cervical ainda carecem de exploragao mais aprofundada que possa

elucidar seu papel como possiveis testes de triagem populacional.

Diante das alegacbes expressas, destaca-se que esse estudo langa luz sobre possiveis
novas combinacdOes de testes que de forma clara demonstram aumento na sensibilidade em
detectar lesdes precursoras e o cancer do colo uterino quando comparadas ao modelo
tradicional baseado no Papanicolaou. Algumas estratégias simuladas conferiram ganho na
acurdcia sem, contudo, representar aumento demasiado no numero de mulheres que

passardo a necessitar de exames complementares de colposcopia.
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Destaca-se a possibilidade mostrada pela estratégia 2 que considerou encaminhar para
colposcopia todas as mulheres com idade de 25-69 anos ap6s uma Unica testagem citoldgica
com resultado de LIEBG ou pior. Esse modelo ja garantiria acréscimo de 28% na deteccdo de
NIC2+ sem considerar introducdo de outros testes diferentes do Papanicolaou no rastreio

populacional e com impacto de 40% nos encaminhamentos para colposcopia.

Considerando-se a possibilidade de wuso dos testes de HPV constatou-se
frequentemente maiores taxas de sensibilidade quando comparado ao desempenho das
estratégias que previam citologia apenas. No entanto, ha que se considerar as limitagGes em
termos de especificidade do método o que foram explicitadas pela estratégia 5 ao definir
elevacdo da ordem de 107% na demanda por colposcopias quando se propds o emprego de
HPV isolado sem genotipagem. Por outro lado, a estratégia 33 consegue minimizar a perda
de especificidade e garantir sensibilidade de 84,7% ao propor o uso de citologia reflexa
(LIEBG+) apenas entre os testes positivos para HPV ndo 16/18. Esse tipo de desenho que
associa testes iniciais mais sensiveis com exames de triagem mais especificos aqui também

nos pareceu mais adequado.

Entre os genes pesquisados para a presenca de sitios de hipermetilagao o hsa-miR-124-
2 apresentou melhor desempenho tanto isoladamente quanto em associacdo nas estratégias
gue previam coteste ou testes reflexos. Vale salientar que ndo houve diferenca significativa
na sensibilidade em detectar NIC2+ quando se comparou o uso isolado de HPV (sem
genotipagem) e a metilacdo de hsa-miR-124-2 com ganho de especificidade paro o segundo.
Ademais, a possibilidade que empregar a pesquisa de metilacdo especificamente desse gene
como teste reflexo apds triagem inicial por HPV-AR positivo descortina nova proposta de

rastreio e deve ser alvo de outras investigacdes.

Ndo ha duvidas da necessidade de se aprimorar os modelos de rastreamento do
cancer do colo uterino existentes. Decisdes de mudangas de conduta naturalmente devem
ser permeadas por questdes de custo e serem avaliadas por esferas do poder publico em
conjunto com setores da ciéncia e segmentos outros da sociedade. Ha que se considerar
ainda diferengas regionais e a possibilidade de implantagdo de propostas distintas,
individualizadas para cada cenario considerando a magnitude e heterogeneidade de um pais

como o Brasil.
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Investimentos devem ser orientados para a organizagao dos processos, para a garantia
de qualidade nas diversas etapas, mas também na introdu¢do de novos testes que possam
aprimorar a acuracia dos modelos ja existentes. Esse estudo sinaliza para possibilidades a

serem implementadas.
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CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

Considerando-se o objetivo de simular diferentes estratégias para detec¢ao de NIC2+

associando testes citoldgicos, HPV e de metilacdo de genes verificou-se que:

A) prevendo o emprego isolado de citologia, a estratégia que considerou resultados de LIEBG
ou pior como rastreio positivo conferiu aumento de sensibilidade com acréscimo de 40% na

demanda por colposcopias;

B) as estratégias que simularam o uso de testes de HPV sem genotipagem em modelos
isolados ou em coteste apresentaram as maiores taxas de sensibilidade em predizer lesdes

NIC2+;

C) utilizando-se a associa¢do de testes de HPV e citoldogicos em modelos de exames reflexos
obtiveram melhor desempenho as combina¢bes que indicaram: primeiro, citologia (ASC-
US+) entre as mulheres testadas positivamente para HPV sem genotipagem e segundo,

citologia (LIEBG+) entre as mulheres testadas positivamente para HPV dos tipos ndo 16/18;

D) especificamente para os modelos que detalharam o uso de testes de metilacdo
identificou-se melhor desempenho como marcador de lesdes NIC2+ do gene hsa-miR-124-2
tanto isoladamente como em combinagao com HPV quando empregado entre mulheres

testadas positivamente para HPV dos tipos ndo 16/18.
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ANEXOS

Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto:

DETECGAO DE LESOES PRECURSORAS E CANCER CERVICAL BASEADA EM COMBINAGOES DE
CITOLOGIA CERVICAL, PESQUISA DE PAPILOMAVIRUS HUMANO E PERFIL DE METILAGAO
DE GENES

T RWIIALIMI S S L

INVESTIGADORES DO ESTUDO:

Hospital de Cancer de Barretos, Brasil:
Julio César Possati Resende

José Humberto Tavares Guerreiro Fregnani
Adhemar Longatto Filho

Identificagao do participante

Vocé esta sendo convidada a participar deste estudo que sera realizado pelo Hospital de
Cancer de Barretos - Fundagdo Pio Xll. Este Termo de Consentimento explica porque este
estudo esta sendo realizado e qual sera a sua participagdo, caso vocé aceite o convite. Este
documento também descreve os possiveis riscos e beneficios se vocé quiser participar. Apds
analisar as informagdes com a pessoa que explica este Termo de Consentimento, e
esclarecer suas duvidas, vocé devera ter o conhecimento necessario para tomar uma decisao

esclarecida sobre sua participacdo ou ndo neste estudo.
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Vocé foi encaminhada ao Hospital de Cancer de Barretos para fazer um exame chamado
colposcopia porque o seu exame de Papanicolaou veio com o resultado alterado. Neste
exame o médico olharad o seu colo do utero com uma lente de aumento. Gostariamos de
aproveitar este momento do exame de colposcopia para convida-la a participar deste

estudo. As explicacdes deste estudo estdo a seguir.

JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO

O céancer do colo do uUtero é uma doen¢a muito comum no Brasil e em diversos paises no
mundo. A principal estratégia de prevengao desta doenga é o exame preventivo do colo do
Utero (exame de Papanicolaou). Mas este exame falha com frequéncia em diagnosticar o
problema no colo do Utero. Portanto, novas formas de prevencao do cancer do colo do utero

precisam ser descobertas.

OBJETIVO DO ESTUDO

O objetivo deste estudo é avaliar novas formas de prevenc¢do do cancer do colo do Utero

além do exame de Papanicolaou.

PROCEDIMENTOS

Se vocé aceitar participar do estudo e assinar este documento, antes de realizar o exame de
colposcopia que foi agendado para vocé, o médico fara a coleta novamente do exame de
Papanicolaou. Com uma escova especial, o médico raspara levemente o seu colo do Utero e
depois colocara esta escova dentro de um frasco com liquido conservante. Esta coleta sera
feita duas vezes, uma seguida da outra. Estes frascos serdo encaminhados para o laboratdrio
para anadlise. O tempo para a coleta dos dois exames de Papanicolaou é de
aproximadamente um minuto. Apds estas duas coletas, o médico farda o exame de
colposcopia que estava agendado para vocé. O material do raspado do colo do Utero
encaminhado para o laboratdrio serd analisado e, além do resultado do exame
Papanicolaou, também sera utilizado para as seguintes analises: 1) Detec¢do do

Papilomavirus Humano (é um virus que pode provocar o cancer do colo do utero e é
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transmitido pelo sexo); 2) Deteccdo de células alteradas no colo do uUtero por meio de
corantes (teste imunocitoquimico); 3) Deteccdo de uma proteina que pode provocar cancer.
Se o seu exame de colposcopia apresentar alguma alteracdo, vocé serd submetida a um
procedimento chamado bidpsia, que é a retirada de um pedaco bem pequeno do colo do
Utero para analise. Os resultados da colposcopia e das eventuais bidpsias feitas durante o

exame também poderdo ser consultados e utilizados pelos pesquisadores deste estudo.

RISCOS E DESCONFORTOS PARA OS PARTICIPANTES

A coleta do exame de Papanicolaou ja é normalmente realizada antes da colposcopia no
Hospital de Cancer de Barretos. A diferenca é que o Papanicolaou sera colhido duas vezes ao
invés de uma. Isto ndo trard maiores riscos para vocé e nem aumentara o tempo do exame
de colposcopia de forma consideravel. Mas durante a coleta do exame de Papanicolaou vocé
podera sentir uma leve pressdao no fundo da vagina ou no pé da barriga, ou até mesmo uma

colica leve e passageira.

BENEFICIOS ESPERADOS

E possivel que este estudo n3o traga beneficios diretos para vocé. Mas o conhecimento

gerado por ele poderd beneficiar outras mulheres no futuro.

INTERRUPGAO DO ESTUDO

Este estudo poderd ser encerrado antes do prazo se houver duvidas relativas a seguranca
das participantes ou por razdes administrativas. Qualquer que seja o motivo, o estudo
somente serd interrompido depois da avaliagdo do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
de Cancer de Barretos que o aprovou, a ndo ser que existam razdes de seguranga que exijam

a interrupgao imediata do mesmo.
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LIBERDADE DE RECUSA

A sua participacdo neste estudo é voluntdria e ndo é obrigatdria. Vocé pode aceitar
participar do estudo e depois desistir a qualquer momento. Isto ndo tirara nenhum direito
do seu tratamento e assisténcia neste hospital. Vocé também podera pedir a qualquer
momento que as suas informacdes sejam excluidas completamente deste estudo e que elas
nao sejam usadas para mais nada. Vocé também poderd recusar-se a responder as

perguntas que ocasionem constrangimento de alguma forma para vocé.

GARANTIA DE SIGILO

Os pesquisadores tomarao todas as medidas para manter suas informagdes pessoais em
sigilo. Durante todo o estudo e mesmo depois que terminar, quando os resultados deste
estudo forem publicados em revistas cientificas ou apresentados em congressos ou
reunides, a sua identidade serd guardada em segredo, ndo sendo revelada qualquer
informacdo a seu respeito que possa identificar vocé publicamente. Contudo, durante o
estudo, algumas pessoas do Hospital de Cancer de Barretos envolvidas diretamente na
pesquisa poderdo ter acesso aos seus dados. Mesmo assim, os seus dados serdo preservados

e nao serdo divulgados publicamente.

CUSTOS, REMUNERAGAO E INDENIZAGAO

A participagao neste estudo nao terd custos para vocé. Os custos relacionados diretamente
com o estudo serdo pagos pelo Hospital de Cancer de Barretos. Também ndo haverd
qualquer tipo de pagamento devido a sua participacdo (mesmo que haja patentes ou
descobertas envolvidas). A chance de vocé sofrer algum dano a sua saude como resultado da
sua participagdao nesse estudo é minima, mas caso isto aconte¢a o Hospital de Cancer de
Barretos serd responsavel por lhe dar o tratamento necessdrio e de forma gratuita. Ao
assinar este Termo de Consentimento, vocé ndo perderd nenhum direito, inclusive o de

obter indenizacdo por dano a sua saude se isto acontecer.
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DESTINO DOS MATERIAIS BIOLOGICOS

Todos os materiais bioldgicos coletados durante este estudo (dois exames de Papanicolaou e
eventuais bidpsias do colo do Utero) e os dados obtidos durante o estudo ndo serdo
utilizados para outros fins além daqueles explicados neste Termo de Consentimento. Esses
materiais ndo terdo os seus dados pessoais, apenas cddigos de identificacdo, para manter o
seu sigilo. Depois de todas as andlises terem sido realizadas, o material biolégico que restar
sera adequadamente armazenado no Hospital de Cancer de Barretos. Se houver necessidade
da fazer novas andlises com seu material e/ou outras pesquisas, o Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital de Cancer de Barretos (CEP-HCB) avaliard esse novo uso. Sem a
autorizacdo deste comité, novas pesquisas com o seu material ndo poderdo ser realizadas.
Apesar de este material bioldgico ficar guardado no Hospital de Cancer de Barretos, ele
pertence a vocé. A qualguer momento, durante ou apds este estudo, vocé podera retirar
este material do hospital ou pedir que seja destruido. Isto ndao tirard nenhum direito do seu
tratamento neste hospital. Ao final deste termo vocé podera decidir se autoriza o uso de seu
material em pesquisas futuras (aprovadas pelo CEP-HCB) ou se prefere ser avisado em cada
situacdo em que seu material seja utilizado em novos estudos para que vocé autorize ou ndo

este uso.

ESCLARECIMENTOS ADICIONAIS, CRITICAS, SUGESTOES E RECLAMAGOES

Vocé podera tirar qualquer duvida sobre o estudo, fazer criticas, sugestdes e reclamacdes
diretamente com o pesquisador principal deste estudo, Dr. José Humberto Tavares
Guerreiro Fregnani — telefone (17) 3321-6600, ramal 7009. Vocé também podera entrar em
contato com o Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de
Barretos (CEP-HCB), localizado na Rua Antenor Duarte Vilela, 1331 — telefone (17) 3321-
6600, ramal 6894, das 8:00h as 17:00h, de 22 a 62 feira, ou ainda pelo e-mail

cep@hcancerbarretos.com.br.
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DECLARAGAO DE CONSENTIMENTO

Entendi o estudo. Tive a oportunidade de ler o Termo de Consentimento ou alguém o leu
para mim. Tive a oportunidade de pensar, fazer perguntas e falar a respeito do documento
com outras pessoas quando precisei. Autorizo a minha inclusdo neste estudo. Ao assinar
este Termo de Consentimento, ndo renuncio a nenhum dos meus direitos legais. Este
documento serd assinado em duas vias, sendo que uma delas ficara comigo e outra com o

pesquisador.

Nome por extenso do participante de pesquisa Data Assinatura

ou do representante legal

Nome por extenso do responsavel que explicou Data Assinatura

e obteve o Termo de Consentimento

Nome por extenso da testemunha imparcial Data Assinatura
(para casos de analfabetos, semianalfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual)



Anexo B — Parecer Consubstanciado do CEP

HOSPITAL FUNDACAO PIO XII -
BARRETOS HOSPITAL DE CANCER DE 4§ 2"'0“"“9 ma
; BARRETOS ol

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DO RASTREAMENTO DO CANCER DO COLO DO UTERO BASEADO NA
COMBINACAO DE CITOLOGIA CERVICAL, EXPRESSAO DAS PROTEINAS p16,
K167, MCM2, Top2a, E6 E DETECCAO DO PAPILOMAVIRUS HUMANO.

Pesquisador: José Humberto Tavares Guerreiro Fregnani

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 20656313.0.0000.5437

Instituigdo Proponente: Fundacao Pio XII

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 390.328
Data da Relatoria: 09/09/2013

Apresentagio do Projeto:

O projeto apresenta-se como referenciado no parecer 2, com minimas modificag8es pelo pesquisador
principal, que ndo altera a integra do projeto, esta emenda refere-se a inclusdo de um novo pesquisador na
eauipe do proieto. o Prof. Dr. Eduardo L. Franco da Universidade McGill (Montreal. Canadalaue auxiliara
Q projeto apresenta-se como referenciado no parecer 2, com minimas modificagdes pelo pesquisador
principal, que nao altera a integra do projeto, esta emenda refere-se a inclusdo de um novo pesquisador na
equipe do projeto, o Prof. Dr. Eduardo L. Franco da Universidade McGill (Montreal, Canada)que auxiliara
intelectualmente o projeto, além disso & uma das referencias mundiais no campo do estudo, o que sera de
grande valia para o projeto.

Objetivo da Pesquisa:

Sao0 0s mesmos ja apresentados. Pequenas modificacdes que foram apresentadas no projeto ndo modificou
0s objetivos iniciais apresentados

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os mesmos apresentados anteriormente.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
Os mesmos apresentados anteriormente.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:

Os termos se apresentam corretos.

Endereco: 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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FUNDACAO PIO XII -
HOSPITAL DE CANCER DE W"‘“
BARRETOS

Continuagdo do Parecer: 390.328

Recomendagodes:

Nao tenho mais nenhuma recomendacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

A emenda esta aprovada.

Situagido do Parecer:

Aprovado
Necessita Aprecia¢ao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo Pio Xl ; Hospital do Cancer de Barretos ANALISOU a
EMENDA ao referido projeto e decidindo que a mesma encontra-se APROVADA.

Solicitamos que sejam encaminhados ao CEP:

1. Relatorios parciais previstos para 22/02/2014.

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

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

do estudo.

4. Para projetos que utilizam amaostras criopreservadas, procurar o Biobanco para inicio do processamento.
5. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5
anos,apos conclusdo da pesquisa, para possivel auditoria dos drgdos competentes.

6. Este projeto esta cadastrado no CEP-HCB sob o ndmero 733/2013.

BARRETOS, 10 de Setembro de 2013

Assinador por:

Sergio Vicente Serrano
(Coordenador)

Enderego: Rua Antener Duarte Vilela, 1331

Bairro: Dr. Paulo Prata CEP: 14.784-400

UF: SF Municipio: BARRETOS

Telefone: (17)3321-6600 Fax: (17)3321-6629 E-mail: cep@hcancerbarretos com.br
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