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RESUMO

Segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC), o cancer do colo do (tero é a quarta
causa de cancer mais comum entre as mulheres em todo o mundo. A relagdo do HPV com o cancer cervical ja
estd bem estabelecida. A Amazonia é a regido do mundo com maior taxa de cancer cervical proporcional. A
prevencdo do Cancer cervical (CC) é pautada em muitos paises e no Brasil em acBes de rastreio através de
exame citolégico pelo método de Papanicolaou. No entanto, o rastreio do cancer cervical é um servico de salde
critico, que é muitas vezes indisponivel para as mulheres nos paises com poucos recursos. A possibilidade de se
coletar amostra através da autocoleta seria uma alternativa bem-vinda, possibilitando que parte da populacdo que
ndo tem acesso aos programas de prevencdo ou até foge deles pelo temor ou constrangimento viesse a ele se
incorporar, aumentando assim os indices de cobertura no Amazonas. O presente estudo objetivou analisar a
estratégia de rastreio do cancer do colo do Utero por autocoleta e teste rapido para HPV, em mulheres ribeirinhas
do municipio de Coari/AM. Trata-se de um estudo transversal realizado com 412 mulheres ribeirinhas do
municipio de Coari/Brasil no periodo de agosto de 2014 a fevereiro de 2015, cuja amostra foi obtida nas suas
casas por autocoleta utilizando dispositivo préprio (escova Rovers® Evalyn®). As amostras foram processadas
utilizando teste rapido Onco E6™ (Arbor Vita Corporation-AVC), seguido do teste para DNA do HPV através
de PCR in house tendo como alvo a regido L1 do virus e genotipagem pelo PapilloCheck® (Greiner Bio-Oneg,
Germany). Mulheres com triagem positiva para um dos teste foram submetidas a avaliagdo colposcopica, e
exame histopatolégico quando necesséario. O consentimento informado foi solicitado e um questionério de
carater andnimo e confidencial foi aplicado com questdes sdcio-econdmicas, clinicas, comportamentais e sobre a
aceitagdo da autocoleta. Para a andlise das varidveis categoricas, foi utilizada a frequéncia absoluta e relativa e
para as variaveis numéricas utilizou-se a média + ds, para a associa¢do das varidveis com a infec¢do por HPV,
utilizou-se o teste do Qui-quadrado de Pearson () e/ou o teste exato de Fisher, através do programa Epi Info
versdo 7.0. Todas as 412 mulheres forneceram amostras independentes. A autocoleta com a escova Rovers®
Evalyn® foi uma ferramenta aceita em 97,8% das mulheres entrevistadas e considerada facil por 95,4% das
participantes. A possibilidade do uso da autocoleta em conjunto com o teste rapido Onco E6™, em areas remotas
e de dificil acesso seria uma boa alternativa para 0 aumento da cobertura de rastreio no estado do Amazonas. A
prevaléncia da infeccdo pelo HPV foi de 18,7%, e os genotipos mais encontrados pela técnica do Papillocheck®
foram o 51(1,94%), HPV 16 (1,7%), HPV 53 (1,2%) e HPV 18 (1%). Foram detectados 9 alteraces

histopatolégicas (5 casos de NIC I, 2 NIC 11, 2 Carcinoma invasor).

Palavras—Chave: Autocoleta. HPV. E6. Genotipo. Cancer Cervical. Rastreio.



ABSTRACT

According to the International Agency for Research on Cancer (IARC), cervical cancer is the fourth
most common cause of cancer among women worldwide. The relation of HPV with cervical cancer is already
well established. The Amazon region is the world's region with the highest proportion of cervical cancer rate.
Prevention of cervical cancer (CC) in Brazil, as in many other countries, is based on cytological examinations
using the Papanicolaou method. However, screening for cervical cancer is a critical health service, which is often
unavailable to women in resource-poor countries. The ability to collect samples by self-collection would be a
welcome alternative, allowing part of the population to be covered, who does not have access to prevention
programs or tends to avoid them due to fear of embarrassing exams, thus increasing coverage rates in the state of
Amazonas.This study aims to analyze the screening strategy for cervical cancer by self-collection and a rapid test
for HPV, among women living in riverfront populations in Coari / Amazonas (Brazil). This is a cross-sectional
study of 412 women from such populations from Coari from August 2014 to February 2015, whose sample was
obtained in their homes by using self-collection devices (brush Rovers® Evalyn®). The samples were processed
using the rapid test Onco ™ E6 (Arbor Vita Corporation, stroke), followed by the test for DNA of HPV by PCR
in house, targeting the L1 region of the virus and genotyping by PapilloCheck® (Greiner Bio-One, Germany).
Women who screened positive for one of the test were submitted to a colposcopic evaluation, and to a
histopathological exam when necessary. Informed consent was requested and a confidential and anonymous
questionnaire was distributed with questions regarding socio-economic issues, clinical and behavioral questions,
as well as concerning the acceptance of self-collection. For the analysis of categorical variables, we used the
absolute and relative frequency and for numerical variables we used the mean + ds, for the association of
variables with HPV infections, we used the chi-square test de Pearson ( ©2) and/or Fisher's exact test, using Epi
info, version 7.0 software. All 412 women provided independent samples. The self-collection with Rovers®
Evalyn® brush was a tool accepted by 97.8 % of the women interviewed and was considered easy by 95.4 % of
the participants. The possibility of using self-collection together with the Onco E6 ™ rapid test in remote areas
of difficult access would be a good alternative to increasing screening coverage in the state of Amazonas. The
prevalence of the HPV infection was 18.7 %, and most common genotypes found by the technique of
Papillocheck® were HPV 51 (1.94 % ), HPV 16 (1.7%) , HPV 53 (1.2%) and HPV 18 (1%). There were also
detected 9 histopathological changes (5 cases of CIN I, 2 CINIII, 2 invasive carcinomas).

Keywords : Self-collection. HPV. E6 . Genotype. Cervical cancer. Tracking.
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INTRODUCAO

Segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC), o cancer do colo do
Utero € a quarta causa de cancer mais comum entre as mulheres em todo o0 mundo. O cancer
do colo do utero figura no Brasil como a terceira neoplasia maligna mais comum entre as
mulheres, sendo o tipo mais comum em algumas areas menos desenvolvidas do pais. No
estado do Amazonas o cancer de colo de Utero ocupa o primeiro lugar entre as neoplasias
malignas em mulheres (BRASIL, 2016)

De acordo com o IARC, foi estimada a ocorréncia de 527 mil casos novos e 266 mil
mortes por cancer do colo do utero em mulheres, no mundo, em 2012. Cerca de 85% dos
casos e 87% do total de mortes ocorrem nos paises em desenvolvimento, principalmente
devido a falta de acesso aos cuidados de salde para a detec¢do e tratamento precoce das
lesdes (GLOBOCAN, 2012).

Sua prevencao é possivel, pois sua evolugdo em geral ocorre de forma lenta, com fases
pré-clinicas detectaveis, exibindo expressivo potencial de cura dentre todos os tipos de cancer
(HOORY et al., 2008). O progndstico no cancer de colo uterino depende muito da extensao
da doenca no momento do diagndstico, estando sua mortalidade fortemente associada ao
diagndstico tardio em fases avancadas (PINTO, D. S., FUZII, H. T. e QUARESMA, J. A. S,
2011).

A infeccdo persistente por tipos oncogénicos do HPV tem sido descrita como
principal fator causal para o desenvolvimento do cancer do colo uterino e de suas lesdes
precursoras (CORNALL et al., 2014; FERRAZ, SANTOS e DISCACCIATI, 2012;
FONSECA, FERREIRA e NETO, 2013). A proporcao de canceres atribuiveis ao HPV varia
conforme o local anatémico, com quase 100% da regido cervical, 88% da regido anal e <50%
do trato genital inferior e cancer de orofaringe (GIULIANO et al., 2015). Seu controle é de
grande importancia para a prevencdo do cancer do colo de Utero (FONSECA, FERREIRA e
NETO, 2013).

A citologia oncética é o principal método para o diagnostico precoce das lesbes
cervicais. O exame de Papanicolaou permite que seja efetuada a deteccdo precoce em

mulheres assintomaticas contribuindo para a deteccdo de lesbes precursoras e da doenga em
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estagios iniciais. Ainda que seja um exame rapido, de baixo custo e efetivo para deteccéo
precoce, sua técnica de realizacdo é vulneravel a erros de coleta e de preparacdo da lamina e a
subjetividade na interpretacéo dos resultados (NASCIMENTO, 2010).

Novas tecnologias tém sido somadas ao arsenal diagnostico disponivel para deteccdo
precoce desse tipo de neoplasia, entre as quais se incluem a citologia em meio liquido, 0s
testes para detec¢do do HPV por meio da autocoleta, os testes rapidos, testes moleculares e
outros. A autocoleta tem sido uma alternativa que permite aumentar a cobertura do exame em
regibes de dificil acesso, pois ndo demanda o deslocamento das pacientes e nem o
enfrentamento de condicionamentos sociais e culturais que impedem a obtencdo de amostra
cervical (LORENZI et al., 2013).

A autocoleta consiste na introducdo de um dispositivo estéril no canal vaginal tomados
pela propria mulher com o objetivo de obter amostras de células da vagina e do colo do Utero
para avaliar a presenca de HPV (Papilomavirus humano) e de outros patégenos sexualmente
transmissiveis. Existem hoje varios formatos e modelos de dispositivos para este uso tais
como: escovas, swabs, tampdes, lavados entre outros (DARLIN et al., 2013; JENTSCHKE,
SOERGEL e HILLEMANNS, 2013; LONGATTO-FILHO et al., 2012; ZHAO et al., 2012).

Num estudo realizado na India, a técnica por autocoleta foi bem aceita pelas
mulheres, 98,1% das mulheres foram capazes de fornecer uma amostra satisfatoria,
contrariando os questionamentos de que esta técnica ndo poderia ser adequada na india. Além
disso, o teste de HPV com base na autocoleta pode ser uma boa alternativa para aumentar a
participacdo entre mulheres no exame em lugares de dificil acesso, sendo uma estratégia
justificavel para a prevencdo do cancer cervical (BHATLA et al., 2009).

Um estudo recente de metanalise mostrou que para pesquisa da infecgédo por HPV de
amostras obtidas pelo médico é necessario exame ginecoldgico, e que se forem autocoletadas
podem prevenir o cancer de colo em &reas remotas. E que apesar do valor preditivo positivo
do teste de HPV ser mais baixo em amostras vaginais autocoletadas comparadas com
citologia, tais testes podem ser preferiveis para detectar neoplasias intra-epiteliais cervicais
tipo 2 (NIC 2) ou lesbes mais graves em ambientes de baixos recursos, onde a restrita
infraestrutura reduz a eficacia dos programas de triagem citologica (ARBYN et al., 2014).

A Amazébnia é conhecida como uma area com um nivel elevado de doencas

sexualmente transmissiveis e alta incidéncia de cancer cervical. E uma regifo que tem um
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grande territério, onde hd muitas comunidades isoladas na zona rural e indigena, areas onde o
acesso so é possivel por via fluvial. Além disso, nas areas urbanas o sistema de salde é muito
precario, tornando dificil o acesso as prevengdes primarias e secundarias. As comunidades
ribeirinhas do Estado do Amazonas encontram-se nas margens de rios, furos (comunicacéo
natural entre dois rios ou entre um rio e uma lagoa de varzea) e igarapés, com dificil acesso
aos centros urbanos e, consequentemente, aos servicos de salde.

Historicamente, especialmente nessa regido, os programas de rastreio ndo foram
capazes de superar o0 isolamento geografico e as barreiras culturais significativas existentes.
No ultimo senso do IBGE feito em 2010, a populagdo feminina do Amazonas dos 25 aos 64
anos era de 737.428 mulheres. Segundo os dados do SISCOLO, no ano de 2014, foram
realizados 161.496 exames citopatologicos. Ao calcular esses dados, a razdo de exames nesse
ano é de 0,21%, ou seja, a cobertura realizada neste ano de 2014 em relacédo a populacéo de
rastreio foi de 21%, mostrando que a cobertura do nosso Estado ainda esta muito abaixo do
preconizado pelo Ministério da Saude, que ¢é de 80% (BRASIL, 2014c)

Admite-se que o rastreio das lesGes precursoras ou neoplésicas cervicais permanece
com importantes limitagdes na regido amazonica. Diante disso, o0 estudo busca avaliar as
estratégias que auxiliem o rastreio e diagndstico precoce do cancer de colo do Utero e

subsidiar discussdes que reduzam os nimeros de morbidade e mortalidade pela neoplasia.
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REVISAO DA LITERATURA

1.1. PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV)

1.1.1 Taxonomia e Nomenclatura
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A classificagdo taxondmica e a nomenclatura dos virus sdo de responsabilidade do

International Comitte on Taxonomy of Viruses (ICTV). Atualmente, os Papillomavirus séo

incluidos na familia Papillomaviridae que, por sua vez, é dividida em 16 géneros (alfa, beta,

gama, delta, epsilon, zeta, eta, theta, iota, kappa, lambda, mu, nu, xi, omikron, pi), sendo que

os Papilomavirus Humanos (HPVs) estdo distribuidos em cinco géneros: alfa (com 15

espécies), beta (5 espécies), gama (5 espécies), mu (2 espécies) e nu (1 espécie); e cada
espécie pode apresentar varios genoétipos virais (PIERCE CAMPBELL et al., 2013; VAN
DER MAREL et al., 2014).

Foi entdo construida uma arvore filogenética de Papilomavirus humano (figura 1) e de

outros animais, para melhor interpretacdo e demonstracdo da correlacdo entre a classificacédo
gendmica e o tropismo caracteristico do HPV (DE VILLIERS et al., 2004) .
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Figura 1: Arvore Filogenética da familia Papillomaviridae
Fonte: De Villiers et al., (2004)
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Mais de 100 tipos de HPV j& foram identificados e cerca de 40 destes infectam o trato
anogenital feminino e 18 dos 40 tipos estdo diretamente relacionadas ao cancer cervical (CC).
Esses virus sdo classificados de acordo com seu potencial oncogénico, ou Seja, a sua
capacidade em gerar neoplasias malignas: em HPVs de baixo risco e alto risco oncogénico.
Os tipos de HPV considerados de baixo risco oncogénico séo representados principalmente
pelos tipos 6, 11, 40, 42, 43, 54, 61, 70, 72 e 81. Aqueles considerados de alto risco
oncogénico, por estarem frequentemente associados as neoplasias intraepiteliais cervicais
(NICs) 2 e 3 e as neoplasias invasoras, sdo representados principalmente pelos tipos 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73 e 82 (BURK, HARARI e CHEN, 2013; MUNOZ
et al., 2003).

1.1.2 Genomado HPV

O papilomavirus humano (HPV) pertencente a familia Papilomaviridae, apresentando
capsideo icosaédrico e envoltério formado principalmente por proteinas denominadas L1 e
L2. Os HPVs sdo epiteliotropicos, ndo-envelopados, com genoma circular de fita dupla e
cerca de 8.000 pb, medindo 55 nm de didmetro. Seu genoma € dividido em trés regides: uma
regido longa de controle (long control region [LCRY]) e as regides precoce (E) e tardia (L). As
regibes E e L codificam as proteinas virais, enquanto a LCR é chamada de regido nao-
codificante (Figura 2) (ZONTA et al., 2012).
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L2

E1

L1

7.857/1

URR

Figura 2: Genoma viral do HPV
Fonte: (MUNOZ et al., 2006)

A regido reguladora LCR (Long Control Region) contém as sequéncias estimuladoras
e repressoras da transcricdo viral, além da sequéncia de origem de replicacdo. A regido E €
formada pelos genes E1, E2, E3, E4, E5, E6 e E7. Dentre esses, E1 tem relacdo com a
replicacéo viral, E2 com a transcricdo e replicacdo, E4 com a maturacao viral e alteracdo da
matriz intracelular. Os genes E5, E6 e E7 estdo envolvidos na transformacéo celular (ROSA
et al., 2009).

A regido L ¢é formada pelos genes L1 e L2, que codificam as proteinas do capsideo.
Assim, as regides E sdo expressas logo apos a infecgdo e codificam as proteinas envolvidas na
inducdo e na regulacéo da sintese de DNA, enquanto as regides L sdo expressas em estagios
posteriores da infeccdo, sendo responsaveis por codificar as proteinas do capsideo viral
(ORTIZ et al., 2014; ROSA et al., 2009).

1.1.3 Infecgéo pelo Papilomavirus

Os HPVs infectam a pele e mucosas e iniciam o ciclo infeccioso no momento em que

penetram as camadas mais profundas do tecido epitelial como o que ocorre na cérvice uterina.
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Em especial infectam células da juncdo escamo-colunar ou em regiGes com microlesfes que
podem ocorrer durante o intercurso sexual (HOSTE, VOSSAERT e POPPE, 2013).

A infeccdo pelo HPV pode ocorrer em trés formas distintas: clinica, subclinica e
latente. As formas clinicas correspondem as lesdes verrucosas, ou lesbes exofiticas,
tecnicamente denominadas condilomas acuminados e popularmente chamadas “crista de galo”
ou “cavalo de crista” (EZECHI et al., 2014).

Na forma latente ndo existem evidéncias clinicas, citoldgicas, colposcopicas ou
histolégicas desta infeccdo. E a forma evidenciada apenas através de técnicas de biologia
molecular pois ndo ha forma de lesdes e somente o DNA do virus pode ser detectado. A
infeccdo pelo HPV depois de instalada pode estacionar, regredir ou progredir e transformar -
se, dando origem as displasias e/ou carcinomas (FERRAZ, SANTOS e DISCACCIATI,
2012).

A forma subclinica € muitas vezes evidenciada por alteracdes na citologia,
colposccopia ou no resultado histopatolégico. No colo do Utero, sdo chamadas de Lesbes
Intra-epiteliais de Baixo Grau/Neoplasia Intra-epitelial grau 1 (NIC 1), que refletem apenas a
presenca do virus, e de Lesdes Intra-epiteliais de Alto Grau/Neoplasia Intra-epitelial graus 1l
ou 11 (NIC 1l ou IlI), que sdo as verdadeiras lesdes precursoras do cancer do colo do Utero
(DOOBAR, 2006).

Aproximadamente, 90% das infec¢Bes por HPV em mulheres com menos de 30 anos
regridem espontaneamente, ao passo que acima dessa idade, a persisténcia é mais frequente,
como ilustrado na figura 3, evoluindo para o cancer de colo do uUtero. A persisténcia e a
progressao das infeccBes por HPV variam de acordo com o genétipo do virus, e a idade
também representa um fator de risco importante (NASCIMENTO, 2010).
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Figura 3: Rela¢do entre incidéncia da infeccéo cervical pelo HPV, pré-cancer e cancer com a idade.

Fonte: Adaptado de (SCHIFFMAN e CASTLE, 2005)

1.1.4 Transmissao

As vias de transmissdo do HPV podem ser sexual e ndo sexual. Entre elas, a via sexual

representa a grande maioria dos casos. Pode também ocorrer transmissdo ndo sexual, como

ocorre com as verrugas cutaneas, por fomites (toalhas, roupas intimas etc.) e materno-fetal

(gestacional, intra e periparto) (AYRES e SILVA, 2010).

A transmissdo do HPV ocorre geralmente atraves do contato sexual ou por meio de

fragmentos de tecido infectado que penetram através de solucdes de continuidade. E

necessario trauma no epitélio para inducédo da infec¢do pelo HPV. Os sitios mais comuns para

o desenvolvimento da infecgdo sdo nas areas sujeitas a abrasdo durante o ato sexual, como por

exemplo, o intréito posterior, nas mulheres, e o prepucio, nos homens (AMARAL et al.,

2009).
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1.1.5 Epidemiologia da infeccdo pelo HPV

Anualmente, cerca de 5 — 15% das mulheres previamente sem o virus sdo infectadas
com qualquer tipo de HPV de alto risco e aproximadamente 25% da incidéncia da infeccéo se
concentra na faixa etaria dos 15 — 19 anos. As taxas de incidéncia apresentam grande
variacdo, conforme divulgado pelo International Agency for Research on Cancer — IARC em
2011: na Coldmbia, foi registrada incidéncia de 5.0 por 100 pessoas-ano, nos EUA, de 15.8
por 100 pessoas-ano, ja no Canada foi de 16.8 por 100 pessoas-ano.

O HPV ¢ considerado o agente infeccioso de transmissdo sexual mais comum. Estima-
se que o numero de mulheres portadoras do DNA do virus HPV em todo o mundo chega a
291 milhdes e cerca de 105 milhdes de mulheres no mundo inteiro tera infeccdo pelo HPV 16
ou 18 pelo menos uma vez na vida (IARC, 2011).

Um estudo envolvendo 11 paises dos quatro continentes do mundo com a participacéo
de 15.613 mulheres com citologia normal mostrou uma prevaléncia de 10.5% de infeccao por
HPV. Houve uma variacdo de até 20 vezes na taxa de prevaléncia entre os diferentes paises
investigados, sendo que a mais baixa foi encontrada na Espanha (1.4%) e mais alta na Nigéria
(25.6%). A Europa foi o continente com menor taxa (5.2%). A Asia teve uma taxa de
prevaléncia de 8.7%, a América do Sul de 14.3% e a Africa de 25.6%. No entanto, foi
encontrado uma maior prevaléncia do virus HPV tipo 16 na Europa e 0 HPV 18 teve uma
distribuicdo homogénea (IARC, 2011).

No Brasil, estima-se que 9 a 10 milhdes de pessoas sejam portadoras do virus e que se
registrem 700 mil novos casos a cada ano (WHO, 2011). Uma metanalise de 104 estudos
nacionais registrou um perfil de prevaléncia da infeccdo por HPV de alto risco semelhante ao
dos paises subdesenvolvidos sendo entre 11-15% na populagdo citologicamente normal
(AYRES e SILVA, 2010).

Num estudo transversal com amostra de 2.300 mulheres (15-65 anos) que buscaram
rastreamento para o cancer cervical entre fevereiro de 2002 e margo de 2003 em S&o Paulo e
Campinas, a prevaléncia total da infeccdo genital por HPV de alto risco foi de 17,8% (RAMA

et al., 2008). A infeccdo genital por HPV de alto risco ocorreu em 14,3% das citologias
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normais, em 77,8% das lesdes escamosas de alto grau e nos dois (100%) casos de carcinoma
(RAMA et al., 2008).

Num estudo clinico-laboratorial da infeccdo pelo papilomavirus humano em homens
HIV+/AIDS atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, na
cidade de Manaus, foi realizada coleta esfoliativa para detecgdo de DNA de HPV de alto risco
através de Captura Hibrida em 266 pacientes do estudo, sendo encontrados os seguintes
resultados: 120 (43%) de amostras positivas e 146 (57%) negativas testadas para DNA de
HPV de alto risco (FIGLIUOLO, 2011).

Em um estudo realizado na cidade de Manaus-AM, com 61 mulheres sexualmente
ativas sem alteracBes citologicas e 83 mulheres com lesGes pré- malignas e malignas,
detectou-se por PCR a presenca de genotipos de HPV de alto risco identificados como 16, 33,
58, 66 e 68. O genodtipo 16 foi 0 mais prevalente e um genotipo raro, tipo 13, foi relatado
(CASTRO et al., 2011).

Num estudo transversal realizado com 444 mulheres de duas regides da Amazonia
Oriental brasileira, submetidas ao rastreamento para cancer cervical, de janeiro de 2008 a
mar¢o de 2010, utilizando a pesquisa do DNA do HPV por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), verificou-se que 14,6% (1C95%: 11,4%-17,9%) apresentavam infecgdo genital pelo
HPV, e a prevaléncia dessa infecc¢do variou entre 15% (1C95%: 10,7%-20,3%) para a amostra
urbana e 14,2% (1C95%: 9,8%-19,7%) na amostra rural, ndo ocorrendo diferencga significativa
entre os locais de recrutamento, mesmo considerando a estratificacdo por faixas de idade
(PINTO, D. S., FUZII, H. T. e QUARESMA, J. A. S,, 2011).

Rocha et al., (2013), realizaram um estudo de deteccdo de DNA do HPV, no qual
foram incluidas 361 mulheres sexualmente ativas com idade acima de 18 anos, no municipio
de Coari-AM. A presenca de DNA do HPV utilizando o Nested PCR foi encontrada em 105
mulheres (29,1%), e os tipos mais frequentes foram HPV 16 (58,1%) e HPV 58 (20%). No
entanto, foram encontrados mais de 13 tipos de HPV, demonstrando que ha uma alta

diversidade genotipica de HPV em mulheres dessa regiéo.
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1.2 CANCER DO COLO DO UTERO

1.2.1 HPV e Carcinogénese

A infeccdo persistente por HPV de alto risco € condicdo necessaria, mas nao
suficiente, para o desenvolvimento do cancer cervical (CC), estando presente 0 DNA viral em
99% dos casos (ORTIZ et al., 2014).

A infecgéo se inicia na camada basal da epiderme, em decorréncia da abraséo e micro
lesGes da pele ou mucosa. Na camada proliferativa o virus pode se replicar e expressar suas
proteinas precoces. No entanto, a replicacdo vegetativa do DNA, ou seja, a sintese de
proteinas do capsideo e a montagem de particulas virais, s6 tém lugar nas células mais
diferenciadas. Todos os tipos de HPVs sdo replicados exclusivamente no nucleo da célula
hospedeira.

Nas lesdes malignas, o DNA viral se integra aos cromossomos hospedeiros. Para
integrar-se a0 DNA celular, é necessario que haja uma quebra no genoma viral. Esta
separacgdo ndo ocorre de forma aleatoria, pois a maioria ocorre nas regides E1 e E2 do virus. O
resultado dessa quebra € uma perda de funcdo desses dois genes, acompanhada de uma
desregulacdo dos genes E6 e E7, resultando em transformacdo da célula hospedeira
(DOOBAR, 2006; WOODMAN, COLLINS e YOUNG, 2007).

A acdo oncogénica desse virus esta relacionada a interacdo das oncoproteinas E6 e E7
com a célula infectada, produzidos pelos genes precoces E6 e E7, respectivamente. Estas
proteinas estdo envolvidas no controle da proliferacdo celular, controlados pelos genes p53 e
proteina do retinoblastoma (pRb), respectivamente, responsaveis pelo controle e correcdo do
DNA celular, pela transformacéo celular e a evolucdo maligna das lesdes (LEUNG et al.,
2014; LONGWORTH e LAIMINS, 2004).

A proteina E6 de HPV de alto risco oncogénico associa-se a proteina p53, que regula a
passagem pelas fases G1/S e G2/M. EG6 recruta as proteinas celulares, como é o caso das
proteinas da familia AP1 (E6-AP) que funcionam como uma ubiquitina ligase; atuando no

complexo p53, podendo impedir o efeito supressor da proteina no ciclo celular. A formacao
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desse complexo protéico resulta na ubiquitinacdo de p53 seguido por sua répida degradacéo
mediada por um complexo proteossomico (LEUNG et al., 2014).

A funcéo principal do gene E7 é desregular a maquinaria do ciclo celular da célula
infectada principalmente pela inducdo da transicdo da fase Go/S. A proteina E7 liga-se as
proteinas da familia pRb. Essa interacdo permite que E2F atue na ativacdo constitutiva dos
fatores transcricionais, o que levaria a progressdo do ciclo celular. Assim, a célula é induzida
a dividir- se continuamente conduzindo a formacdo de um tumor de acordo com o
demonstrado na figura 4 (ALBERTS et al., 1994; DOOBAR, 2006).

Foi demonstrado que o gene E5 do HPV16 esta envolvido na transformag&o celular e
interage com o fator de crescimento epidérmico, EGF (epidermal growth factor), o que
implica na estimulacdo do crescimento celular. Porém, a proteina E5 ndo esta presente em
carcinomas cervicais, o que indica nao ser essencial na manutencédo da transformacao maligna
das células do hospedeiro (GENTHER WILLIAMS et al., 2005).

Norma Lesao intraepitelial escamosa Cancerirvasivo
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Figura 4: Progressao do cancer de colo do Utero
Fonte: Adaptado de (WOODMAN, COLLINS e YOUNG, 2007)
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1.2.2 Epidemiologia do Cancer do Colo do Utero

O céncer de colo uterino € um dos mais importantes, com incidéncia mundial estimada
de aproximadamente meio milhdo de casos por ano. O céancer cervical € o quarto tipo de
cancer mais comum em mulheres, e 0 sétimo no geral com uma estimativa de 528 mil novos
casos em 2012. Cerca de de 85 % da carga global ocorre nas regifes menos desenvolvidas,
onde responde por quase 12% de todos os canceres femininos (GLOBOCAN, 2012).

Em regides de alto risco, como, a Africa Oriental (42,7), estima-se mais de 30/100.000
mulheres. As taxas sd0 mais baixas na Australia / Nova Zelandia (5.5) e Asia Ocidental (4.4).
Em 2012 a estimativa foi de 266 mil mortes por cancer do colo do utero em todo o mundo,
representando 7,5 % de todas as mortes por cancer do sexo feminino (GLOBOCAN, 2012).
Nos paises ocidentais, a incidéncia e a mortalidade do CC declinaram substancialmente ao
longo das Ultimas décadas, ao passo que nos paises em desenvolvimento, ha um ligeiro

aumento na morbidade (figura 5).
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Figura 5: Estimativa da incidéncia de cancer do colo do Utero em todo o0 mundo em 2012
Fonte: (GLOBOCAN, 2012)
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Sua incidéncia aumenta consideravelmente em paises em desenvolvimento,
especialmente nos de baixa renda. As maiores taxas de incidéncia de cancer de colo uterino
s&o encontradas na América Latina, Caribe e Africa (BRAY et al., 2012).

Em geral, a incidéncia do CC comeca a partir dos 30 anos, aumentando Seu risco
rapidamente até atingir o pico etario entre 50 e 60 anos (GLOBOCAN, 2012).

Apesar de a incidéncia ser nessa faixa etaria, dados demonstra que em regides como a
Amazonia brasileira essas mulheres chegam a ser acometidas por esta doenca ainda muito
jovens. Num estudo realizado com 42 mulheres portadoras de lesdes intraepiteliais escamosas
de alto grau e carcinoma epidermdide invasor do colo uterino atendidas na Fundagdo Centro
de Controle de Oncologia (FCECON), na cidade de Manaus foi encontrado um caso de leséo
intraepitelial escamosa de alto grau ocorreu em idade de 18 anos e um caso de cancer invasor
na idade de 24 anos (CORREA, 2005).

Para 0 ano de 2016, no Brasil, séo esperados 16.340 casos novos de cancer do colo do
utero (figura 6), com um risco estimado de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres, sendo o
terceiro cancer mais prevalente em mulheres, sem considerar os tumores de pele néo
melanoma (BRASIL, 2016).

Postta 61200 286%  Homens  Mulheres  Mamafemining 5960 281%
Tragueia, Bronquio e Pulmdo 17330 81% Golon & Reto 17620  86%
CooneRelo 16660  78% Colo do tero 16340  T78%
Estomago 12920 60% Traueia, Bronquio e Pulmao 10890 5.3%
Gavidade Oral - 11940 5.2% Estomago 1600 3.7%
Esifagn 7950 37% Corpo do Gtero 8950  34%
Bedm 7200 34% Ovdio 6.150 30%
Laringe 6360  30% Glandula Tireoide 9870 20%
Leucemias ood)  26% Linfoma n3o Hodgkin 5030 24%
Sistema Nervoso Gentral bM)  25% Sistema Nervoso Central 4830 23%

Figura 6: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2016 por
sexo, exceto pele ndo melanoma
Fonte:(BRASIL, 2016).
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De acordo com dados do INCA (2016) estimou-se 1.970 casos novos para a regido
Norte. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do colo do Utero é o
primeiro mais incidente na Regido Norte (23,97/100 mil). Nas Regides Centro-Oeste
(20,72/100 mil) e Nordeste (19,49/100 mil), ocupa a segunda posi¢cdo; na Regido Sudeste
(11,30/100 mil), a terceira; e, na Regido Sul (15,17 /100 mil), a quarta posicédo (BRASIL,
2016).

A analise detalhada dos dados mostra um panorama mais alarmante para o estado do
Amazonas e sua capital (Manaus). A incidéncia projetada para o ano de 2016 para o estado foi
de 37/100.000 e para Manaus de 53/100.000 (taxa bruta), conforme a tabela 1, aproximando-
se dos numeros verificados em paises africanos sem programas estabelecidos de rastreio e
com frequente co-infeccdo pelo HIV como o Malawi, a Tanzénia e a Zambia (ARBYN,
2011).

Tabela 1- Estimativas para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por 100 mil habitantes e
do ndmero de casos novos de cancer, segundo sexo e localiza¢do primaria, no estado do Amazonas
e em Manaus

Localizagao Primaria
Neoplasia Maligna

Prostata

Mama Feminina

Colo do Utero

Tragueia, Bringuio e Pulmao
Cédlon e Reto

Estimago

Cavidade Oral

Laringe

Bexiga

Esdfago

Ovéria

Linfoma de Hodgkin
Linfoma néo Hodglin
Gléndula Tirecide
Sistemna Nervoso Central
Leucemias

Corpo do Utero

Pele Melanoma
QOutras Localizagges
Subtotal

Pele ndo Melanoma
Todas as Neoplasias 189,76

Fonte: (BRASIL, 2016)
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Apesar de haver uma alta incidéncia do CC no estado do Amazonas, acredita-se ainda
que muitos casos diagnosticados sejam subnotificados. Dentre alguns motivos destaca-se a
falta de informacéo das pacientes diagnosticadas que acabam por procurar servicos de saude
privados para acompanhamento e tratamento dos casos. Desta forma, as informagdes
referentes aos resultados dos exames colposcépico e histopatolégico, bem como o tratamento

das mulheres ndo chegam a ser registradas no SISCOLO.

1.2.3 Fatores de Risco

Muitos estudos tém tentado mostrar um tipo de associacdo entre idade, fatores
reprodutivos, conjugais, grau de instrucdo, religido, ocupagdo e comportamentos sexuais com
o0 risco de desenvolver o HPV e o céancer cervical. A exposicdo ao HPV é criticamente
dependente do comportamento sexual, idade da primeira relacdo sexual, sele¢cdo de métodos
de barreira e, do nimero de parceiros sexuais durante toda a vida (PINTO, D. D. S., FUZII, H.
T.e QUARESMA, J. A. S., 2011).

Esse tipo de céancer é, na maioria dos casos, associado a fatores extrinsecos,
relacionados ao ambiente e aos habitos de vida como promiscuidade, grande numero de
filhos, inicio precoce de atividade sexual e infeccdes ginecoldgicas repetidas, estando a curva
da prevaléncia relacionada, na maioria das regides, com a idade (ALBRING, BRENTANO e
VARGAS, 2006).

Silva et al., (2011) relataram que outros co-fatores tém sido associados com o
desenvolvimento do céancer cervical como uso de contraceptivos orais, tabagismo,
imunossupressao, particularmente relatado em paciente com HIV, infeccbes com outras
doencas sexualmente transmissiveis e deficiéncias nutricionais; porém, seus verdadeiros
papéis no desenvolvimento do cancer permanecem obscuro.

O tabagismo eleva o risco de desenvolvimento do cancer do colo do Gtero, diminui a
quantidade e funcdo das células de Langerhans, células apresentadoras de antigenos que sao
responsaveis pela ativagdo da imunidade celular local contra o HPV (SIMONATO e
MIYAHARA, 2007). Esse risco é proporcional ao nimero de cigarros fumados por dia e
aumenta, sobretudo, quando o ato de fumar é iniciado em idade precoce (ZHEN, HU e
BIAN, 2013).
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A alta paridade ¢ um fator consistente para o cancer cervical em mulheres que
possuem DNA do HPV. O fator de risco dobra nas mulheres que tiveram 4 filhos, quando
comparado com as que tiveram 1 ou nenhum. Com relacdo aos contraceptivos orais, 0 Seu uso
prolongado aumenta o risco de desenvolver carcinoma cervical. (QUEIROZ, CANO e ZAIA,
2007).

A imunossupressdo ou a imunodeficiéncia como a encontrada em receptores de
transplantes ou em pessoas portadoras de HIV, ndo é somente um fator de risco para infecgdes
genitais por HPV e sua progressdo para neoplasias intra-epiteliais cervicais e canceres
genitais, mas também um fator de risco para lesGes cutaneas benignas e malignas induzidas
por HPV (BRENDLE, BYWATERS e CHRISTENSEN, 2014). As doencas sexualmente
transmissiveis como as provocadas por Citomegalovirus e Clamidia sdo considerados fatores
de risco para o desenvolvimento de lesdo intra-epitelial escamosa (EZECHI et al., 2014;
RAMOS, 2009).

Num estudo clinico-laboratorial da infec¢do pelo papilomavirus humano em homens
HIV+/AIDS atendidos na Fundacdo de Medicina Tropical Dr. Heitor Vieira Dourado, na
cidade de Manaus, observou-se que a prevaléncia foi maior nos individuos de baixa
escolaridade, aproximadamente 50%, e naqueles que usavam drogas 55%, inclusive com
significancia estatistica (FIGLIUOLO, 2011).

1.3 DIAGNOSTICO

1.3.1 Papanicolaou (Citologia Oncotica)

O exame de citologia oncética descrito por George Nicholas Papanicolaou em 1941
ainda constitui o principal metodo utilizado para a detecgdo do cancer do colo uterino e de
suas lesbes precursoras. Esta técnica consiste na avaliagdo morfoldgica das células de
esfregacos obtidos da superficie do colo uterino colhido através do uso de dispositivos como
escovas ou espatulas (OLIVEIRA, 2011).
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E 0 método mais utilizado em todo o mundo para detectar cancer de colo do Utero, e
identifica entre 80% e 95% dos casos da doenca, inclusive nos estagios iniciais. Geralmente
se recomenda que as mulheres realizem o exame anualmente a partir dos 25 anos. Tendo dois
resultados negativos, a periodicidade do exame passa a ser a cada trés anos, conforme as
Diretrizes do Ministério da Satde (INCA, 2013).

Atualmente, a classificacdo de Bethesda é uma das mais utilizadas para o diagndstico
citologico das amostras provenientes do colo uterino e categoriza as células anormais em
lesGes intraepiteliais escamosas de baixo grau (L-SIL) e lesdes intraepiteliais escamosas de
alto grau (H-SIL) (BRASIL, 2012).

As lesbes de baixo grau representam, na sua grande maioria, modificacOes
morfologicas associadas a replicacdo ativa do HPV (por exemplo, a coilocitose), enquanto as
lesbes de alto grau indicam a transformacdo celular, caracterizada principalmente por
alteracOes nucleares. Amplos estudos epidemiolégicos tém demonstrado um grande impacto
na reducédo das taxas de incidéncia do cancer do colo uterino e de suas lesdes precursoras,
guando utilizada esta metodologia para o rastreamento desta doenca (BRASIL, 2012; VAN
DER MAREL et al., 2014).

Apesar de sua grande especificidade, esta metodologia possui sensibilidade limitada
na deteccdo de lesbes precursoras do colo uterino, fato atribuivel a variacdo da interpretacdo
deste método e a baixa qualidade nos processos de coleta e preparacdo da amostra. Este
método apresenta uma variabilidade na deteccdo de lesdes de alto grau, além de ndo ser
determinante na classificagdo das amostras atipicas definidas como “células escamosas
atipicas de significado indeterminado” (ASCUS) (CASTLE, 2008; OLIVEIRA, 2011;
SCHIFFMAN et al., 2011).

Desta forma, existem controvérsias na literatura quanto a utilizacdo deste exame como
triagem Unica na deteccdo de lesdes precursoras do cancer do colo uterino, principalmente na
deteccdo de adenocarcinomas e de suas lesGes precursoras, em que este teste ndo se mostrou
suficientemente sensivel (LAZCANO-PONCE et al., 2011). Entretanto, quando bem
realizado, o que inclui a coleta,0 processamento e a leitura das laminas, este exame ainda é
de fundamental importancia no rastreamento do cancer do colo uterino e de suas lesdes
precursoras (BRASIL, 2013).
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1.3.2 Citologia em meio liquido

Outro método que vem sendo empregado € a citologia em meio liquido. A citologia
em base liquida foi introduzida como uma alternativa a utilizacdo do método convencional,
com o propésito de melhora na especificidade e qualidade da amostra na lamina. Como neste
método € feita uma suspensdo de células, cria-se a possibilidade de fazer outros testes que ndo
apenas a leitura da lamina no microscopio 6tico, na coloracdo de Papanicolau (BEERMAN et
al., 2009; GUO et al., 2014).

Consiste em um método em que as células cervicais coletas sdo imersas em um liquido
conservante antes do processamento da amostra. Além disso, o kit de coleta utilizado nessa
metodologia permite que sejam utilizadas 100% das células coletadas da regido cervical. A
melhor qualidade dos resultados resulta em uma sensibilidade potencialmente maior que a do
teste de Papanicolaou, permitindo, ainda, que o material residual seja utilizado para o
diagnostico molecular (ARBYN et al., 2008; LONGATO FILHO e SCHMITT, 2010;
LONGATTO FILHO et al., 2005).

Tal metodologia retém hemacias e células inflamatorias, além de evitar artefatos como
excesso de muco, ressecamento provocado pelo ar e sobreposicdo celular (LEGOOD,
WOLSTENHOLME e GRAY, 2009; NANDINI et al., 2012).

Ha evidéncias de que a citologia em base liquida tem dificuldades de implementacéao
em razdo do custo elevado, em relacdo ao método convencional. Porém, no ano de 2000, o
Instituto Nacional de Saude e Exceléncia Clinica (National Institute of Health & Clinical
Excellence —NICE), com sede em Londres no Reino Unido, analisou a implementacdo desta
técnica neste pais, como alternativas em automatizada ao método convencional. A insercdo de
varios projetos pilotos avaliaram em um relatério provisério que seria possivel a
implementacdo do teste por 5anos. Isso ocorreu em 2003 e em 2007, 85% dos laboratérios da
Inglaterra haviam convertido sua técnica para a citologia em base liquida, ou tinham planos
firmes para tal (LEGOOD, WOLSTENHOLME e GRAY, 2009).

Diversas técnicas de citologia em base liquida vém sendo desenvolvidas, baseadas na
utilizacdo de uma solucdo estavel para a preservacdo do material coletado e no preparo da
lamina no laboratério, ndo mais nos consultorios de ginecologia, onde geralmente ocorre a
coleta da amostra (GIRIANELLI e SANTOS THULER, 2007; RONCO et al., 2012).



37

1.3.3 Detecc¢do do HPV por diagnostico Molecular

O estabelecimento do HPV como agente etiolégico do céncer do colo uterino
promoveu nas duas Ultimas décadas o desenvolvimento de diversas metodologias utilizadas
para sua deteccdo. Desta forma, além do teste de Papanicolaou, a deteccdo da presenca do
HPV é atualmente utilizada na triagem de lesdes do colo uterino em paises como a Holanda
(ARBYN et al., 2014; LENSELINK et al., 2009; LORENZI et al., 2013).

InfeccBes por HPV sub-clinicas do colo do Utero podem ser diagnosticadas por
colposcopia, hibridizacdo de DNA viral, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), PCR em
tempo real, histologia ou pelas mudancas caracteristicas do HPV no esfregaco Papanicolau
(OLIVEIRA, 2011). Dentre elas a mais utilizada é a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
que possibilita a amplificacdo especifica de um determinado fragmento de DNA
(JENTSCHKE, SOERGEL e HILLEMANNS, 2013). A PCR possibilitou uma nova forma de
isolamento e identificacdo de genes sem que houvesse a necessidade da clonagem celular
destes. A PCR se baseia na amplificacdo especifica dos seguimentos do DNA-alvo e tem
potencial para detec¢do de niveis muito baixos de carga viral em células e tecidos, mesmo em
infeccdo ditas ndo-produtivas (AMARO-FILHO et al., 2013; LIMA JUNIOR et al., 2011).
Através desta técnica é possivel obter uma grande quantidade de DNA de uma regido
especifica a partir de quantidades extremamente pequenas de um DNA-molde, permitindo que
a presenca de determinado agente infeccioso possa ser diagnosticada de forma direta, através
da identificacdo de seus genes (RODRIGUES et al., 2009).

A PCR em tempo real (PCR-TR), por sua vez, € uma variacdo do método da PCR
convencional (PCRc). E uma técnica que realiza a detecgfo constante do sinal fluorescente de
uma ou mais regides da PCR ao longo dos ciclos de amplificagdo. Esta metodologia permite
distinguir as sequéncias de bases amplificadas de DNA por analise da temperatura de
separacdo das duplas fitas, e como as rea¢Ges ocorrem em ambiente fechado, diminui a
ocorréncia de contaminacgdes. Além disso, 0 uso de Primers universais permite, teoricamente,
a deteccdo de todos os tipos de HPV existentes (RODRIGUES et al., 2009). As metodologias
mais utilizadas na reacdo de PCR em tempo real sdo: SYBR® Green | e TagMan®.
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O sistema SYBR® | envolve a incorporacgédo do corante na dupla fita de DNA formada.
Esse complexo formado resulta em um aumento da producdo de fluorescéncia, quando
devidamente excitado, de cerca de 2000 vezes o sinal inicial. Esse sistema tem uma boa
relacdo sinal/ruido. Apresentam vantagens de ser de baixo custo, desenvolvimento do ensaio
facil, necessita apenas de um par de iniciadores, e 0 mesmo mecanismo de detec¢do pode ser
usado para diferentes ensaios. No entanto, tem a desvantagem de ser inespecifico; toda
molécula de DNA fita dupla, como os dimeros de iniciadores e produtos de PCR inespecificos
ird gerar um sinal (NOVAIS e ALVES, 2004).

No sistema TagMan® se utilizam sondas (fragmentos de DNA marcados, usados para
hibridizar outra molécula de DNA) para detectar sequéncias especificas nos fragmentos de
DNA amplificados na PCR. Esta sonda apresenta em uma extremidade um fluor6fogo, e na
outra extremidade um quencher (molécula que aceita energia do fluor6fogo na forma de luz e
a dissipa na forma de luz ou calor). Durante a PCR em tempo real a sonda TagMan®
hibridiza com a sequéncia de uma fita simples de DNA complementar alvo para a
amplificacdo. No processo de amplificacdo, a sonda TagMan® é degradada devido a
atividade exonuclease 5° — 3’ da Taq DNA polimerase, separando o quencher da molécula
fluorescente durante a extensdo. A separacdo do fluor6fogo do quencher resulta em um
aumento da intensidade da fluorescéncia. Esse aumento da fluorescéncia ocorre apenas
quando a sonda hibridiza e quando a amplificacdo da sequéncia alvo é estabelecida. O
resultado da reacdo € lido por programa de computador acoplado ao aparelho de PCR em
tempo real, ndo sendo necessario, portanto, processamento pds-reacdo (corrida em gel de
agarose para visualizacdo do fragmento amplificado), facilitando e diminuindo o tempo do
processamento (NOVAIS e ALVES, 2004).

Outro teste molecular muito utilizado para a deteccdo do HPV, é a captura hibrida 2
(CH 2). Trata-se de um teste quantitativo que detecta 18 tipos de HPV divididos em grupos de
baixo (6, 11, 42, 43 e 44) e alto risco oncogénico (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59
e 68). A CH2 apenas detecta os HPVs de alto risco, mas ndo pode determinar o tipo viral
especifico. Além disso, ndo detecta todos os tipos virais de alto risco e a sensibilidade do
método (cerca de 5.000 cépias/mL) pode ndo ser adequada para revelar a presenca do virus no
inicio da infeccdo (RODRIGUES et al., 2009).
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1.3.4 Genotipagem do HPV

A genotipagem do HPV € importante ferramenta para a conducdo clinica,
determinacéo do progndstico da infeccdo e analise epidemioldgica do padrdo da infeccdo em

determinada populagéo.

1.3.4.1 PCR-RFLP (Restrciction Fragment Length Polymorphism)

Esta técnica se baseia na analise do perfil de restricdo (tamanho dos fragementos
gerados apds a clivagem) de um determinado fragmento de DNA. Na técnica de PCR-RFLP,
primeiramente é realizada uma PCR e, posteriormente, o amplicon é clivado com uma ou
mais enzimas de restricdo. O perfil de restricdo é analisado em um gel de agarose ou
poliacrilamida. Este método € laborioso e depende da capacidade das enzimas de restricdo em
detectar mutagdes especificas. E um bom método para a deteccdo de infecgBes Unicas pelo
HPV, mas ndo é aplicavel para a deteccdo de infeccbes multiplas (ROSSETI, SILVA e
RODRIGUES, 2006).

1.3.4.2 Hibridizacdo Reversa

A hibridizacdo reversa é um método que permite a hibridizacdo simultanea de um
produto de PCR a multiplas sondas de oligonucleotideos. Consiste na imobilizacdo de
maultiplas sondas em uma fase sélida e a adicdo do produto de PCR biotinilado. Apds a
hibridizacdo seguem-se as etapas de lavagem, adi¢do do conjugado e substrato, que permitira
a visualizagéo do tipo de HPV presente na amostra por meio do desenvolvimento de cor na
linha da sonda a qual o produto de PCR hibridizou (MOLIJN et al., 2005).

1.3.4.3 Linear Array HPV Genotyping Test (Roche Molecular Diagnostics,
Pleasanton, USA)

O Linear Array € um teste qualitativo que detecta simultaneamente 37 gendtipos de
HPV que infectam a regido anogenital (HPV 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51,
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52, 53, 54, 55, 56, 58, 59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83
(MM?7), 84 (MMB8), 1S39, e CP6108) (GUETTITI et al., 2014).

O teste baseia-se na amplificacdo por PCR de um fragmento de 450 pb da regido L1
do HPV. Este teste utiliza primers PGMYQ09/11 biotinilados para amplificar o fragmento de
450 pares de base correspondente a regido L1 do genoma do HPV e baseia-se em quatro
etapas: preparagdo da amostra, amplificagdo por PCR do DNA alvo, hibridizacdo dos
produtos amplificados com sondas especificas fixadas em linhas paralelas em fitas de
membrana de nylon e detec¢do dos produtos amplificados e ligados a sonda por determinacéo
colorimétrica. Como controle da extracdo do DNA e eficiéncia da amplificacdo, é utilizado
um par de primers da R-globina humana. A identificacdo dos diferentes genttipos do HPV é
feita mediante leitura visual das linhas azuis que apareceram nas tiras, as quais Sao
comparadas com o padrdo das linhas de referéncia fornecidas pelo fabricante (DALSTEIN et
al., 2009; SERRAVALLE et al., 2015).

1.3.4.4 Microarrays (Chips de DNA)

O teste PapilloCheck® é baseado na amplificagdo por PCR de um fragmento de
aproximadamente 350 pb na regido E1 do HPV, utilizando um conjunto de iniciadores
consenso, e posterior hibridizagdo com sondas de DNA fixadas em um chip. Cada iniciador
reverso possui na ponta 5’ uma marcagdo universal, na qual ligam-se as sondas marcadas com
Cy5-dUTP (cyanine 5) contidas no tampao de hibridizacdo. A leitura do chip é realizada por
meio do instrumento CheckScanner™ | nos comprimentos de onda de 532nm e 635nm, € 0
resultado ¢ automaticamente interpretado pelo software CheckReport™ (DALSTEIN et al.,
2009; SERRAVALLE et al., 2015).

Cada Chip de DNA do PapilloCheck® compreende 12 pocos, que contém um
microarray com 28 sondas, em cinco réplicas cada. Permite a deteccdo e identificacdo
simultanea de 24 genotipos do HPV (HPV — 6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45,
51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 3 82) (BERTHET et al., 2014; DALSTEIN et al., 2009).

O gene humano ADAT: (adenosina deaminase 1) é amplificado simultaneamente
como controle interno com a finalidade de verificar a qualidade do DNA e a presenca de
inibidores de PCR.
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Essa técnica contém quatro controles que permitem avaliar a qualidade de todas as
etapas do processamento da amostra (extragdo de DNA da amostra, PCR, hibridizacdo e
orientacdo) (DALSTEIN et al., 2009).

1.3.5 Testes Rapidos de deteccdo da Oncoproteina E6

A falta de implementacdo de testes de rastreio adequados para o pré-cancer e cancer
cervical ainda contribui muito para a alta prevalencia de cancer cervical principalmente em
regides de dificil acesso e com poucos recursos. Um teste de triagem em ambientes de baixos
recursos deve ser: simples, rapido, custo-beneficio, sensivel e especifico para deteccdo de
lesBes que necessitam de intervencdo clinica (VARNAI et al., 2008).

Os principais eventos que provocam a transformacéo do epitélio do colo uterino sdo
desencadeados pela expressdo desregulada dos oncogenes virais E6 e E7 dos HPV de alto
risco nas células replicativas basais e parabasais do epitélio infectado (JABBAR et al., 2012).

Existem testes como o cervical Onco E6 ™ que sdo qualitativos e detectam os niveis
elevados da Oncoproteina E6 expressos pelo HPV 16 e 18, usando células lisadas geradas a
partir de amostras de esfregacos cervicais. Estes testes baseiam-se na incubacdo de anticorpos
monoclonais (mAb) a oncoproteina E6 do HPV 16 e 18 conjugada com fosfatase alcalina
(AP) (figura 7) (ZHAO et al., 2013). Neste caso, a interpretacdo do resultado é feita por uma
tira teste de nitrocelulose com anticorpos de captura monoclonal para E6 16/18. A tira
contendo fosfatase alcalina é colocada na solucdo lise da amostra. Se a oncoproteina E6
estiver presente na faixa uma linha roxa é visivel no local especifico para o HPV 16 e 18
(Quadro 2). Estes tipos de ensaio ndo exigem equipamentos complexos, nem exigem uma
cadeia de frios para o transporte e armazenamento de amostras (JABBAR et al., 2012).

Os ensaios que detectam a oncoproteina E6 auxiliam na avaliacdo da probabilidade
de que a malignidade esta presente quando usado em conjunto com outras avalia¢des clinicas.
O teste ndo é concebido como rastreio ou para fins diagndsticos isolados. Ele pode prever
quais pacientes sem lesfes na bidpsia iriam um ano mais tarde desenvolver a doenga (NIC 3
+) e quais pacientes com bidpsia anormal teriam regredido sem tratamento (ZHAO et al.,
2013).
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| Interpretacdo do resultado do Teste Onco ®

?J 1 Linha: linha de controle (negativo)
2 Linhas: Linha de controle e linha 16 (positivo HPV 16)

&
2 Linhas: Linha de controle e linha 18 ( positivo HPV 18)
e Nenhuma linha: Invalido
\
\( — ) Linha de Controle

> Linha de teste E6 HPV 16

_— Linha de teste E6 HPV 18

Figura 7: Principio do Teste Onco E6.

Fonte: www.arborvita.com: acesso em 23 de novembro de 2013

Um resultado preditivo positivo deste tipo de ensaio ndo sé identifica a doenca
cervical de alto grau, mas também é preditiva no futuro para o alto risco de cancer do colo do
utero, enquanto um resultado negativo Onco E6 ™ ¢ altamente preditiva de regressao futura.
A alta especificidade e valor preditivo destes testes é fundamental para a relagdo custo-
eficdcia, permitindo a melhor utilizacgdo em lugares de escassos recursos para
acompanhamento das mulheres e tratamento daquelas que estdo em situacdo de risco para a
doenca cervical (NIC 2 +) (ZHAO et al., 2013).

Num estudo feito com mulheres da area rural da china com idades entre 25 a 65 anos,
0 percentual positivo de E6 aumentou de forma constante com o aumento da gravidade do
diagnostico: 0,8% para negativa ou nenhuma para histologia, 8,5% para NIC 1, 17,8% para
NIC 2, 48,8% para NIC 3, e 84,6% para o cancer cervical. A sensibilidade do OncoE6 ™ foi
de 42,4 % para NIC 2 e 53,5 % para NIC 3 + . No entanto, a especificidade do teste foi de
99% para NIC 2 e NIC 3 + (ZHAO et al., 2013).

1.3.6 Autocoleta associada a rastreio molecular do HPV

Além do teste de Papanicolau a detec¢do precoce do hr-HPV é importante para
identificar mulheres em risco de desenvolver lesdes cervicais. Dentre os métodos de coleta de
material cervical surgiu a autocoleta, que tem sido uma alternativa que permite aumentar a

cobertura do exame em regides de dificil acesso, pois ndo demanda o deslocamento das



43

pacientes e nem o enfrentamento de condicionamentos sociais e culturais que impedem a
obtengédo de amostra cervical (LORENZI et al., 2013).

A autocoleta consiste na introducao de um dispositivo estéril no canal vaginal tomados
pela prépria mulher com o objetivo de obter amostras de células da vagina e colo do Utero
para avaliar a presenca de HPV e de outros patdgenos sexualmente transmissiveis. Existem
hoje vérios formatos e modelos de dispositivos para este uso tais como: escovas, swabs,
tampdes, lavados entre outros. Entretanto, o uso dos dispositivos tém se limitado ao
diagnostico do virus HPV como indicador da presenca de lesdo cervical precursora ou
neoplésica (DARLIN et al., 2013; DE ALBA et al., 2008; ZHAO et al., 2012).

Atualmente a autocoleta tem sido utilizada na triagem de lesGes do colo uterino em
paises como a Holanda. Num estudo realizado com 45 mulheres recrutadas no departamento
de obstetricia e ginecologia do Radoud Universidade Nijmegen Medical Center, na Holanda,
entre setembro e outubro de 2008, observou-se que das 45 amostras cérvico-vaginais
autocoletadas, 62,2% (28) apresentaram positividade para um ou mais genotipos de HPV.
Esta alta prevaléncia era esperada devido a natureza do acompanhamento. Destas 28
amostras, 25 também eram positivos para 0 HPV na amostra de esfregaco cervical obtida pelo
médico (LENSELINK et al., 2009).

Além disso, as amostras cervicais obtidas por autocoleta, tém provado serem tdo
confidveis quanto as amostras colhidas pelo médico. Varios estudos tém demonstrado que a
autocoleta da amostra para teste de HPV é altamente aceitavel para as mulheres, embora
algumas mulheres estejam preocupadas com a realizacdo do teste corretamente (ADLER et
al., 2012; BRINK et al., 2006).

Varios estudos tém mostrado que a autocoleta tem sensibilidade para a deteccdo de
lesbes de baixo e alto grau e até mesmo cancer invasivo, e que é equivalente ou mesmo
superior ao exame de Papanicolaou (ARBYN et al.,, 2014; BELINSON et al.,, 2012;
PETIGNAT et al., 2007).

Os resultados de uma revisdo sistematica feita por Paudyal et al. (2015), mostraram
gue a autocoleta é um método altamente aceitavel por 85% das mulheres, sendo considerada
facil pela maioria (88%) das participantes e uma técnica de maior preferéncia quando

comparada ao exame feito pelo profissional.
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Um estudo recente de metanalise demonstrou que para pesquisa de infec¢édo por HPV
de amostras obtidas por profissional médico é exigido exame ginecoldgico, e que se forem
autocoletadas pode prevenir o cancer de colo em areas remotas. E que apesar do valor
preditivo positivo do teste de HPV ser mais baixo em amostras vaginais autocoletadas
comparadas com a citologia, tais testes podem ser preferiveis para detectar NIC 2 ou lesGes
mais graves em ambientes de baixos recursos, onde a infraestrutura precéria prejudica a
eficacia dos programas de triagem citoldgica (ADLER et al., 2012; ARBYN et al., 2014).

Num estudo para verificar o predominio de genotipos de HPV em amostras cervicais
vaginais autocoletadas e coletada pelo médico, observou-se que a maioria das participantes
(91%) descreveu a escova como facil de usar, e muitas destas mulheres referiram o aspecto da
autocoleta ser menos demorado e ter um maior beneficio (DIIJKSTRA et al., 2012).

A autocoleta no estudo de Silva et al. (2011), com 435 adolescentes de oito escolas
do ensino médio e duas instituicbes universitarias da regido norte de Portugal com idades de
14 a 30 anos, foi considerado um método menos dispendioso e ndo invasivo que reduz o
desconforto e mal-estar das mulheres quando este é comparado ao exame com o profissional

de salde nos programas de rastreio.

1.4. PREVENCAO

O cancer cervical pode ser evitado pela prevencao priméria e secundaria. A prevencao
primaria refere-se a vacinacdo, e a secundaria refere-se a deteccdo precoce de lesdes pré-
cancerosas que podem ser alcancadas pelo diagndstico precoce e a triagem (HOSTE,
VOSSAERT e POPPE, 2013).

Para a prevencdo priméria ja foram desenvolvidos dois tipos de vacinas contra 0 HPV:
a quadrilavente (HPV4) e a vacina bivalente (HPV2). Ambas sdo compostas por particulas
virus-like (VLPs) preparadas pela técnica de DNA recombinante, que cria uma das proteinas
gue compde o capsideo do HPV, a proteina L1 (MARKOWITZ et al., 2007).

As VLPs sdo capazes de induzir a formacdo de anticorpos neutralizantes em titulos
altos, que sdo suficientes para proteger quem recebe a vacina (HULL et al., 2014).

O laboratorio Merck Sharp & Dhome foi 0 precursor nas pesquisas da vacina e langou

em 2007 a Gardasil® — Vacina Quadrivalente Recombinante contra Papilomavirus humano
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tipos 6, 11, 16 e 18. A mesma confere protecdo contra a infecgéo persistente pelo HPV, lesdes
cervicais precursoras de cancer, lesdes vaginais e vulvares precursoras de cancer e verrugas
genitais causadas pelos HPV entre mulheres de 16 a 26 anos que ndo tenham sido
previamente infectadas pelo respectivo tipo de HPV (KJAER et al., 2009). Essa vacina é
indicada para individuos de ambos os géneros, com idade entre 9 e 26 anos. Ela deve ser
administrada com esquemas de intervalos de 0, 2 e 6 meses (GIULIANO et al., 2011; HULL
etal., 2014).

A vacina HPV2 contém VLPs semelhantes aos HPVs tipos 16 e 18, produzidos por
meio da técnica de DNA recombinante em células de inseto. Essa vacina é indicada para
individuos do género feminino, com idade entre 10 e 25 anos. Deve ser administrada com
esquemas de intervalos de 0, 1 e 6 meses. A HPV2 ¢ fabricada pelo laboratério
GlaxoSmithKline com o nome comercial de Cervarix®. A idade ideal para a vacinacéo € entre
0s 11 e 12 anos de idade (GROSS, 2014).

A durabilidade do efeito destas vacinas foi avaliada por apenas 5 anos para a vacina
quadrivalente e por 6 anos e meio para a vacina bivalente (FONSECA, FERREIRA e NETO,
2013). Na Australia e na Escdcia, uma imensa eficacia tem sido observada tanto em relacao a
prevencdo de verrugas genitoanal benignas e lesdes precursoras de céncer causadas pelos
tipos de HPV da vacina. Em abril de 2007, a Australia comecou a vacinagdo de mulheres com
idade entre 12-27 anos. No ano seguinte a propor¢do de mulheres com menos de 28 anos, com
verrugas diagnosticadas diminuiu em 25,1% (IC 95%: 30,5-19,3%) por trimestre (CROWE et
al., 2014). Além disso, 5 anos mais tarde, a auséncia de verrugas genitais em mulheres
vacinadas sugeriu uma diminuicédo da taxa de reproducédo do virus. Um pré-requisito absoluto
de uma prevencéo tdo bem sucedida contra neoplasias associadas ao HPV é a administracao
da vacina antes do primeiro contato sexual (DOCHEZ et al., 2014; GROSS, 2014).

Segundo o Ministério da Saude (2014), no Brasil o programa nacional publico de
vacinacdo contra o HPV foi inserido a partir de marco de 2014. Assim, a vacina contra HPV
entrou oficialmente para o calendario nacional de imunizacdes e passou a ser oferecida as
meninas de 11 — 13 anos.

No entanto, devido a alta incidéncia do cancer de colo de utero no estado do
Amazonas, desde 2013, a vacinacgdo contra 0 HPV vem sendo realizada nas escolas publicas e
privadas do estado.
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Atualmente, diversos grupos em todo o mundo tém testado estratégias para o
desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra o HPV, uma vez que as vacinas profilaticas
ndo tém efeito na eliminacdo de lesbes e tumores do colo uterino associados ao HPV
(FREGNANI et al., 2013).

A vacinacdo, contudo, ndo exclui as acdes de prevencéo e de detecgdo precoce pelo
rastreamento, que busca lesdes precursoras e cancer em mulheres sem sintomas. Com excecéo
do cancer de pele, esse tumor é o que apresenta maior potencial de prevencéo e cura, quando
diagnosticado precocemente (HOSTE, VOSSAERT e POPPE, 2013).

Em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) também aprovou a
vacina de HPV a meninos e homens, da mesma forma como preconizado pelos 6rgaos
internacionais. Entretanto, apesar desta aprovacdo, poucos governos tém adotado a vacinacao
via iniciativa publica a populacdo masculina. Alguns estudos sugerem que a vacinacdo da
populacdo masculina somente seria um investimento rentavel caso a cobertura de vacinacdo
entre mulheres fosse baixa. Vale ressaltar que a populacdo masculina observada nestes
estudos € somente a heterossexual (CANEPA et al., 2013).

A utilizacdo destas vacinas prevé uma reducdo significativa na mortalidade e na
morbidade associadas as infeccdes por HPV, que afetam centenas de milhGes de individuos a
cada ano em todo o mundo. Apesar da alta eficacia comprovada destas vacinas e de sua
promissora utilizacdo, vale a pena ressaltar suas limitagdes. Estas vacinas ndo protegem
contra todos os tipos de HPV e ndo tratam lesdes preexistentes HPV positivas (RICKERT et
al., 2014).

Para aumentar a protecdo, foi desenvolvida e ja tem sido usada em alguns paises uma
vacina profilatica nonavalente contra o HPV (6/11/16/18/31/33/45/52/58) (SERRANO et al.,
2014). A investigacdo também é dirigida a vacinas terapéuticas e o desenvolvimento de uma
vacina profilatica L2 (DOCHEZ et al., 2014).

Quanto a prevencao as medidas de prevencdo secundaria pelo rastreio utilizando os
testes de diagndstico, deve-se levar em consideracdo os desafios de cobertura dos programas
utilizados. No Brasil, as Diretrizes do Ministério da sadde indicam que a realizacdo periddica
do exame citopatolégico continua sendo a estratégia mais adotada para o rastreamento do
cancer do colo do utero (BRASIL, 2011).
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Atingir altos indices de cobertura do rastreio ainda é um dos grandes desafios. De
acordo com o Ministério da Satde a meta de cobertura do rastreio é de 80%. No Amazonas,
segundo o grupo condutor de doencas cronicas do Estado do Amazonas/SUSAM, a taxa de
cobertura da prevencdo do cancer do colo do utero no ano de 2014 foi de 50%, levando em
consideragdo que a populacdo feminina da faixa etaria de rastreio (de 25-64 anos) é
representada por 1/3 da populagdo alvo, tendo em vista que as mulheres realizariam 0s
exames preventivos a cada 3 anos (BRASIL, 2014c).

Nas diretrizes brasileiras para o rastreamento do colo do utero foram enfatizadas as
grandes dificuldades na cobertura dessas mulheres na faixa etaria de rastreio. As dificuldades
de acesso a saude no Brasil, e inclusive no Estado do Amazonas, como barreiras geogréficas,
socioculturais, de cadastros atuais e universais da base populacional, impedem que sejam
realizados o recrutamento e a cobertura dessas mulheres para a realizacdo dos exames e até
mesmo 0 seguimento delas quando se apresente com alguma lesdo. Além disso, tais
dificuldades impedem o programa de atingir outras mulheres e ndo aquelas que realizaram os
exames todos os anos, e assim, atingir de fato toda a populacdo feminina. No entanto, o
Estado do Amazonas estd nessa luta para erradicar ou minimizar estes problemas, para que

assim diminua os casos de cancer do colo do utero em nosso Estado.

2. JUSTIFICATIVA

A implementagdo de programas de rastreio de lesdes precursoras reduziu a
mortalidade por cancer cervical (CC) em paises desenvolvidos nas Gltimas décadas. No
entanto, a infraestrutura inadequada e dificuldades de financiamento para essa estratégia de
controle do CC é limitada em paises em desenvolvimento (FONSECA, FERREIRA e NETO,
2013).

No Brasil, o CC representa um importante problema de satde publica. Estimou-se que
16.340 novos casos de CC para o ano de 2016, que corresponde a uma taxa bruta de incidéncia
de 15,85 casos a cada 100 mil mulheres. Na Amazonia brasileira, o problema é ainda mais

grave. Devido a uma baixa cobertura de rastreio do CC na populacdo alvo, uma alta
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incidéncia da doenca foi estimada em (até 23,97 casos/100.000 mulheres) , incidéncia
semelhante a de paises de baixa renda, como Uganda e Mali (BRASIL, 2016).

No estado do Amazonas a taxa oficial de cobertura do rastreio para o cancer de colo de
utero atualmente é de cerca de 50%, levando em consideracdo que a populacdo feminina da
faixa etéria de rastreio (de 25-64 anos) é representada por 1/3 da populacéo alvo, tendo em
vista que as mulheres realizariam 0s exames preventivos a cada 3 anos (BRASIL, 2014c).
Considerando que na pratica da atencdo béasica as mulheres com citologia normal sao
orientadas a repetir o exame preventivo citologico uma vez ao ano, provocando o alcance das
mesmas mulheres repetidamente, a cobertura real de rastreio no estado do Amazonas pode
chegar a 21% (quando se aplica no denominador do calculo deste indicador a populacéo total
- na faixa etaria de rastreio). Assim, atingir a meta preconizada pelo Ministério da Saude de
80% torna-se um desafio ainda maior para o estado do Amazonas.

Atualmente, existe um consenso na literatura especializada de que o exame
citopatoldgico ndo é a ferramenta mais completa para o rastreio do cancer do colo do Utero,
podendo ser substituida com enorme ganho de eficiéncia e menores custos, por testes
moleculares detectando DNA de Papilomavirus de alto risco (HPV de Alto Risco
Oncogénico). A maior vantagem atribuida aos testes moleculares é a maior sensibilidade em
relacdo a citologia, detectando um ndmero bem superior de lesbes de alto grau e de
carcinomas invasores, destacando-se os adenocarcinomas, notoriamente refratarios a detecgéo
citolégica (NASCIMENTO, 2010; SCHIFFMAN et al., 2011).

A triagem é fundamental para a detec¢do precoce de lesdes pré-cancerosas. O Acesso
a informac0es sobre saude e servicos médicos preventivos pode ser um desafio para mulheres
dessas comunidades rurais e remotas onde o transporte é um fator limitante e os servicos
educacionais e a satde no local podem ser inadequados (ROCHA et al., 2013).

Ante ao exposto, admite-se que o rastreio das lesdes precursoras ou neoplasicas
cervicais permanece com importantes limitacdes entre os paises em desenvolvimento.
Destaca-se a dificuldade no acesso a saude publica, a baixa abrangéncia do rastreio
oportunistico além da necessidade de exposicao da regido genitalia. Entre as alternativas para
o0 enfrentamento dessas limitaces, o uso do dispositivo de autocoleta cervical seguido de
testes de triagem alternativos vem apresentando resultados promissores (BHATLA et al.,
2009).
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O Estado do Amazonas apresenta uma imensa populagdo ribeirinha, vivendo em
condicBes bastante remotas e de dificil acesso. Historicamente, especialmente na regido
amazonica, os programas de rastreio ndo foram capazes de superar o isolamento geografico e
as barreiras culturais significativas existentes.

Assim, o rastreio por autocoleta seguido de testes rapidos e moleculares constituem
alternativas muito atraentes e de enorme valor regional, que precisa ser avaliado e talvez
implementado, permitindo a reducdo da incidéncia desta neoplasia, que € passivel de deteccdo
precoce e tratamento, portanto erradicavel. Este estudo, portanto, se propde a analisar a
estratégia de rastreio do cancer do colo do Utero por autocoleta e teste rapido para HPV em
mulheres ribeirinhas da area rural do municipio de Coari/AM.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Analisar a estratégia de rastreio do cancer do colo do utero por autocoleta e teste

rapido para HPV em mulheres ribeirinhas do municipio de Coari/AM.
3.2 ESPECIFICOS
1. Caracterizar o perfil scio-econdmico e comportamental das mulheres infectadas com

HPV;

. Verificar a aceitagdo do uso do dispositivo da autocoleta no rastreio da infeccdo pelo

N

HPV na populagdo de mulheres ribeirinhas do municipio de Coari/AM;
3. Descrever a frequéncia da proteina E6 na populacdo de mulheres ribeirinhas do

municipio de Coari/AM;

SN

. Descrever a frequéncia da infec¢do por HPV na populacdo de mulheres ribeirinhas do
municipio de Coari/AM;

ol

. Descrever os gendtipos do HPV encontrados na populacdo de mulheres ribeirinhas do

municipio de Coari/AM;

(3]

. Associar a presenca do HPV com os achados citoldgicos, colposcépicos e
histoldgicos;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MODELO DE ESTUDO

Trata-se de estudo transversal com coleta de dados prospectiva com mulheres de
comunidades ribeirinhas do municipio de Coari que visou analisar a estratégia de rastreio do
cancer do colo do Utero por autocoleta e teste rapido para HPV em mulheres ribeirinhas do

municipio de Coari/AM.
4.2 PROBLEMATICA

A estratégia de rastreio do cancer de colo do Utero por autocoleta e teste rapido para

HPV ¢é aplicavel em comunidades de dificil acesso (ribeirinhas) do Municipio de Coari/AM?

4.3 HIPOTESES

H1. A estratégia de rastreio utilizando a autocoleta seguida de teste rapido para HPV é
aplicavel na triagem de cancer de colo de utero em mulheres de comunidades de dificil acesso
(ribeirinhas).

HO. A estratégia de rastreio utilizando a autocoleta seguida de teste rapido para HPV
ndo é aplicavel na triagem de cancer de colo de Utero em mulheres de comunidades de dificil
acesso (ribeirinhas)

4.4 AREA DO ESTUDO

O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2014 a fevereiro de 2015 no Municipio
de Coari, localizado a 363 km do municipio de Manaus, confluindo com o rio Solimdes no
Estado do Amazonas. Atualmente sua economia é a segunda maior economia do estado do
Amazonas, devido a exploracdo de Gas natural e Petr6leo. O municipio foi selecionado para o
estudo, pois se percebe que junto com o desenvolvimento do municipio houve aumento do

fluxo de pessoas e a promiscuidade tornou-se um fator relevante para o aparecimento das
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DST’s, em especial o HPV (BRASIL, 2010). E importante ressaltar a existéncia do Instituto
de Saude e Biotecnologia de Coari da Universidade Federal do Amazonas, o qual possui na
sua estrutura um laboratorio de Biologia Molecular para a realizacdo do processamento e

analise das amostras coletadas.

4.5 POPULACAO DE ESTUDO

Mulheres ribeirinhas da area rural do Municipio de Coari - Amazonas com idade
acima de 18 anos que preencham os critérios de inclusdo. Atualmente existem 405
comunidades ribeirinhas, distribuidas em 7 calhas de rio, das quais foram selecionadas 32
comunidades ribeirinhas por conveniéncia, considerando a aleatoriedade e a viabilidade de
acesso até que fosse possivel alcancar o tamanho amostral calculado. As comunidades foram
segregadas em trés categorias: com localizacéo a < 20km de Coari, >20 até < 40\km e > 40 até

>a 60Km de distancia de Coari de acordo com 0 quadro 1.



Quadro 1- Comunidades visitadas durante o estudo e sua localizagdo
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DISTANCIA COMUNIDADES LATITUDE LONGITUDE
1-Saubinha 4° 6'3.50"S 63° 2'4.73"W
2- N.S. de Fatima 4° 4'13.85"S 63° 4'41.90"W
3- Isidério 4°6'11.38"S 63° 9'35.57"W
4- Santa Maria da C. do 4° 2'39 16"S 63° 142 34"\W
Jucara
5- Itapéua 4° 3'29.10"S 63° 1'38.36"W
<90 Km 6- Nos_sa Sra. do Livramento 4° 2'59.84"S 63° 2'8.00"W
- 7-Menino Deus C. Jucara 4° 3'13.03"S 63° 2'33.75"W
8- Ananindé 3°57'3.56"S 63° 8'4.11"W
9- Santa Rosa 4° 1'56.60"S 63° 9'26.50"W
10- Nossa Sra. Aparecida 3°59'51.66"S 63° 8'36.96"W
11- Esperanca | 3°58'20.80"S 63° 9'5.29"W
12- Sdo Fco. da C. Jugara 3°58'26.66"S 63° 8'12.06"W
13- Vila Lira 3°56'47.10"S 63°11'7.87"W
1- Laranjal 3°54'39.85"S 63°23'47.39"W
2- Santa Terezinha 3°50'6.92"S 63°20'30.64"W
3- Santo Expedito 3°49'9.19"S 63°20'46.37"W
4- Vila Fernandes 3°48'10.28"S 63°21'42.78"W
5- Santa Maria do Pocéo 3°48'19.49"S 63°22'8.44"W
6- Sdo Jose do Esti. S. 3°47'53.89"S | 63°23'9.18"W
Antonio
<20 <40 Km 7- Andira 4° 9'46.95"S 63°23'54.08"W
8- Sdo José do Boa Vista 4°11'20.79"S 63°24'16.55"W
9- Sdo Tomé do Patoa 4°12'27.63"S 63°24'31.86"W
10- Séo Francisco do Aranai 3°55'45.95"S 63°17'56.15"W
11- Sdo Rdo. da C. do 3°54'8.68"S | 62°52'29.61"W
Trocaris
12- Vila do Trocaris 3°53'5.23"S 62°50'23.97"W
13- Curiarrd 4°12'27.22"S 63°19'34.93"W
1- Nossa Sra. P. S Boa Fé 3°46'25.00"S 63°23'32.75"W
2- Canaa 3°45'50.57"S 63°23'56.08"W
>40 > 60 Km 3- Amazonir]o Mendes 3°51'12.47"S 62°43'37.89"W
- 4-Nova Republica 3°50'22.94"S 62°40'26.51"W
5- Lauro Sodré 3°51'24.90"S 62°35'30.92"W
6- Sdo Pedro do Toari 3°38'12.08"S 63°12'5.40"W
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4.6 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

4.6.1 Critérios de inclusao:

e  Mulheres da érea rural de Coari, com idade igual ou superior a 18 anos;

4.6.2 Critérios de exclusao:

e Mulheres que apresentem contraindicacdo médica de coleta de material
cervical;

e  Mulheres gravidas;

e Mulheres com fluxo menstrual intenso;

e  Mulheres que estiverem fazendo uso de medicamento endovaginal nos Gltimos
7 dias;

e  Mulheres que se autodeclararem virgens;

4.7 CALCULO AMOSTRAL

De acordo com o Censo do IBGE no ano de 2010, existem 11. 975 mulheres
moradoras na zona rural de Coari. Porém, dessas somente 6.011 sdo maiores de 18 anos
(BRASIL, 2010). No Brasil uma metandlise de estudos nacionais registrou um perfil de
prevaléncia da infeccdo por HPV de alto risco semelhante ao dos paises subdesenvolvidos:
entre 11-15% na populacdo citologicamente normal (AYRES e SILVA, 2010). Portanto, para
este estudo foi considerada a prevaléncia esperada de 11%.

O tamanho da amostra para esta populagdo foi calculado com um grau de 95% de
confianca e uma taxa de erro absoluto de 3% para uma populacéo finita de 6.011 habitantes

do sexo feminino, totalizando 391 mulheres a serem estudadas, mas ao decorrer do estudo
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acabaram sendo incluidas mais 31 mulheres totalizando 412. Para tal célculo amostral

utilizou-se o software Epi Info versdo 7 (www.cdc.gov/epiinfo).

4.8. COLETA DE DADOS, DE AMOSTRA E PROCEDIMENTOS DE ANALISES.

Participaram do estudo 412 mulheres ribeirinhas do municipio de Coari/AM. O estudo
foi desenvolvido em duas etapas. A primeira etapa correspondeu a abordagem das mulheres,
coleta das amostras, processamento das analises e recrutamento das mulheres que
apresentaram alteracbes nos testes utilizados. A segunda etapa correspondeu a nova
abordagem as mulheres que atenderam ao recrutamento para o seguimento cliinico e
realizacdo dos demais procedimentos previstos no estudo. Os fluxogramas metodolégicos das

duas etapas estdo demonstrados a seguir na figura 8 e 9.


http://www.cdc.gov/epiinfo

Abordagem das
ribeirinhas

[ TCLE/ Questionario ]

Orientacoes ¢ realizacao da
autocoleta/avaliacio daaceitacio

Aliquota —
Realizacio do teste ripido Soopn Xracio e
Onco EGTM UFAM-COARI Biologia DNAERCR
molecular generico

—

Laudopara
[ Mulheresrecrutadas ] UBS eretorno Mullieres Genofipagen no
para Citologialiquida paraapadente reautadaspara Lab Virologia

Citologialiquida

aUSP-SP

Mulheres recrutadas para atendimento médico em Coart seguirdo para a segundactapa do esudo

Figura 8: Fluxograma metodoldgico primeira etapa
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Mulheresreautadaspara
Atendimento
Médico em Coari

l '

Citologia em meio liquido (BD [ Colposcospia ]
SurePath™)

l

[ FCECON ]
1 Normal Aletrado

Preparaciio dalamina
apartir doMeio
liquido (BD SurePath ™)

: Biopsia
Leitura dalaminafeita por Citologistas

Treinados do Lab.Sebastiao Marinho
SEMSA
[ Negativo ] [ Lesao
Inserir no Laudo para UBS eretorno para ao paciente
SISCOLO

Figura 9: Fluxograma metodoldgico segunda etapa
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4.8.1 Coleta de dados e amostras por autocoleta

Antes da abordagem das mulheres, foram feitas reunides com os agentes comunitarios
de salde das comunidades selecionadas na Secretaria Municipal de Saude de Coari. Neste
momento obtiveram-se acesso as avaliagcdes das producGes mensais do Programa Salde da
Familia da zona rural e aproveitou-se para explicar assuntos referentes ao desenvolvimento do
projeto.

Ap0s conhecer um pouco da realidade sobre as comunidades por meio dos agentes de
salde, foi elaborado um cronograma de viagens para o inicio das coletas na zona rural. Antes
de cada viagem para as comunidades era realizado comunicado pela radio de Coari, avisando
a chegada da equipe naquele local.

Os deslocamentos até as comunidades ribeirinhas foram feitos por uma lancha
pequena e por meio de um barco cedido pela Secretaria Municipal de Satude do municipio e
pela Universidade Federal do Amazonas.

Ao chegar as comunidades, o agente de salde convocava as mulheres para uma
reunido no centro comunitario ou na escola local, onde a equipe do estudo aproveitava para
dar palestras sobre o Céancer do colo do Gtero e 0 HPV, bem como as convidava a participar
do estudo, oferecendo explicacbes sobre os objetivos, beneficios e riscos da pesquisa. Em
comunidades onde ndo havia agente comunitario de salde, escola e nem centro comunitario
para reunirmos com as mulheres, a equipe se dirigia a casa de cada mulher para explicar o
estudo e convida-las a participar da pesquisa. As mulheres que concordaram, assinaram 0
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Para atender o primeiro objetivo especifico de caracterizacdo do perfil socio-
econdmico e comportamental, as mulheres foram entrevistadas respondendo a um
questionario padrdo (Apéndice B) contendo perguntas estruturadas e ndo estruturadas sobre
informagdes clinicas, epidemiologicos, sdcio-econdmicas e comportamentais de risco para a
infeccdo pelo HPV. A confidencialidade das respostas foi garantida.

Para atender o segundo objetivo especifico foram repassado as mulheres, orientacdes
acerca da técnica de autocoleta, utilizando para isso material didatico adequado (Apéndice C).

A mulher foi orientada a dirigir-se a um local privativo, na maioria das vezes em sua casa



59

para realizar a autocoleta e entregar aos membros da equipe de pesquisadores o material
coletado em dispositivo de transporte adequado fornecido pelo fabricante. Apos a realizacéo
da autocoleta a mulher retornava ao pessoal da equipe para avaliacdo da aceitacdo da técnica,
dando continuidade nas perguntas dirigidas a estas mulheres por meio do formulario padrdo
(Apendice B).

O dispositivo de autocoleta utilizado foi uma escova em forma coénica (Evalyn

Rovers®) (figura 10).

A tampa
cor-ge-rosa

O escovithdo branco As abas J

R R

O tubo transparente

O émbolo cor-de-rosa u

Figura 10: Escova Evalyn Rovers®.
Fonte: Rovers Medical Devices BV

A mulher foi orientada a retirar a tampa da cabeca da escova, inserir 0 corpo da escova
na vagina até 10 cm, empurrar o émbolo para expor as cerdas da escova, girar no sentido
horério cinco vezes antes da remocdo, puxar de volta o embolo para recolher as cerdas da
escova contendo o material coletado, fixar de volta a tampa da escova e depois guardar a
mesma emembalagem propria e entregar em seguida & equipe do estudo para identificagdo e
armazenamento adequado.

Em seguida, as escovas eram conservadas em temperatura ambiente e levadas ao

laboratdrio de Genética do Instituto de Saude e Biotecnologia de Coari (UFAM).
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4.8.2 Realizacéo do teste de deteccdo da proteina E6

Para alcancar o terceiro objetivo especifico de deteccdo da proteina E6 as amostras
obtidas por autocoleta com material cervical foram processadas da seguinte maneira: As
cerdas contendo as amostras foram cortadas com a lamina de bisturi estéril e, transferidas para
0 tubo de lise disponivel no kit Onco E6™ (Arbor Vita Corporation -AVC). Desta etapa em
diante todas as recomendacfes do fabricante foram seguidas rigorosamente. Em seguida
foram adicionados para 0 mesmo tubo 933 mL de solucédo de lise (A) e 87 mL de solucgéo de
condicionamento (B) fornecida pelo kit. Apos agitacdo suave, o tubo de lise foi colocado no
rotator orbital por 15 min. Em seguida, a solucdo da amostra foi centrifugada (Centrifuga
refrigerada, modelo 280R — FANEM) durante 10 minutos a > 10000 xg. Em seguida, uma
aliquota de 200 mL da solugdo da amostra foi entdo transferida para um frasco liofilizado com
detector de anticorpos monoclonais (mAD) e, a unidade de teste foi em seguida inserida nos
frascos. As solucGes das amostras corriam nas fitas de teste por acdo capilar. Apds 55
minutos, a unidade de teste foi transferida para frascos com solucéo de lavagem, e depois de
uma lavagem de 12 minutos a unidade de teste foi imersa em outro conjunto de frascos
contendo solucdo de desenvolvimento. Apds 15-25 minutos a unidade de teste foi removida
dos frascos de solucdo de revelagdo e colocada sobre uma guia de leitura, 0 que permitiu a
inspeccdo visual. O aparecimento de uma ou mais linhas de teste indicava oncoproteina E6 do
HPV do tipo correspondente, presente na amostra inicial do esfregaco cervical (QIAO et al.,
2013) (figura 11)

Test

Figura 11: Uso da guia de leitura para interpretacéo dos resultados
Fonte: Arbor Vita Corporation -AVC
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Quando as amostras eram provenientes de comunidades situadas a 20 km de distancia
do municipio de Coari, no mesmo dia a amostra obtida era processada no laboratério de
biologia molecular do Instituto de Saude e Biotecnologia de Coari/UFAM. O tempo entre a
coleta e o0 processamento da amostra era em torno de 6 horas. Neste caso a amostra ficava
acondicionada em uma caixa em temperatura ambiente.

E quando as amostras eram coletadas em comunidades mais distantes como as situadas
a cerca de 40 ou a 60 Km do municipio de Coari, tinhamos que dormir nas comunidades por
trés dias. Apos a coleta as amostras eram acondicionadas em caixas térmicas com gelo
reciclavel (gelox) a 4° C para melhor conservacdo. Ao término da coleta retornavamos ao
municipio para processamento das amostras. O tempo entre a coleta e 0 processamento

chegava hd no méximo 72 horas.

4.8.3 Extragdo do &cido nucléico

O DNA foi extraido a partir da amostra que foi retirada da solucéo lise do Teste Onco
E6™. O processo de extracdo foi realizado utilizando-se o kit da Qiagen (Qiagen,
Gaithersburg, Germany). O protocolo utilizado seguiu rigorosamente as determinaces do
fabricante.

O tubo contendo as cerdas com o sobrenadante e o pellet foi centrifugado durante 5
minutos a 10.000g. Em seguida, por inversao o sobrenadante e as cerdas foram desprezados,
restando somente o pellet no fundo do tubo. Logo apos foram adicionados 200 uL de H20 livre
de DNAase (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), e o tubo foi levado ao vortex

para provocar dissolucdo maxima do pellet.

Posteriormente, em um novo tubo foram adicionados 200uL de tampdo, 200uL da

amostra e 20uL de proteinase K (Qiagen, Gaithersburg, Germany)

A mistura foi incubada a 56° C até que ocorresse a lise total da amostra. Ao término da
incubagédo, foram adicionados 200 uL de etanol e a mistura foi transferida para uma coluna
acoplada a um tubo coletor e centrifugada a 6000 x g (8.000rpm) por 2 minutos. Apds a

centrifugacg&o, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor e foram adicionados 500 pL
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do tampdo de lavagem (AW1) disponivel no kit, centrifugando-se a 6000 x g (8.000 rpm) por
2 minutos. Novamente, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor e adicionou-se 500
uL do segundo tampdo de lavagem (AW2) , centrifugando-se a 21000 x g (14.000 rpm) por 3

minutos, a fim de remover qualquer residuo de etanol.

Apos a centrifugacdo, a coluna foi transferida para um novo tubo conico e adicionou-se
140 pL do tampdo de eluicdo (AE). Incubou-se a temperatura ambiente por 1 minuto e
centrifugou-se a 21000 x g (14.000 rpm) por 3 minutos. Ao final, separaram-se duas aliquotas
de 70 pL da amostra em microtubos de 0,5 mL (PCR® tubes-Axygen) identificados com o

cddigo da amostra. A aliquota de DNA extraido foi armazenada a -20°C.
4.8.4 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) para deteccdo do HPV

Para realizacdo do quarto objetivo especifico que € descrever a frequéncia da infec¢do
pelo HPV na populagéo estudada, foi realizado teste molecular por PCR convencional de
todos os DNAs extraidos a partir das amostras obtidas por autocoleta. O teste para

identificacdo do HPV foi realizado no laboratério de genética do ISB/UFAM-Coari.

A PCR foi feita com os iniciadores PGMY09/11 genéricos (Life Technologies, Séo Paulo,
Brasil) (quadro 2), que amplificam um fragmento de 450 pb abrangendo a regido L1 da
maioria dos tipos de HPV de mucosa (GRAVITT et al., 2000) .
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Quadro 2- Sequéncia do primer PGMY09/11

Primer Sequéncia (5> -3°)
PGMY 11 - A e CGA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY 11-B e GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY 11-C e GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY 11-D e GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY 11-E  rorreeee GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMYQ9—-F  worrmereeee CGT CCC AAA GGA AAC TGA TC
PGMY09-G ...ccocoeeeae CGA CCT AAA GGA AAC TGA TC
PGMYQ09-H ... CGT CCA AAA GGA AAC TGA TC
PGMY09 -1 ..o G CCA AGg GGA AAC TGA TC
PGMY09-J ... CGT CCC AAA GGA TAC TGA TC
PGMY09-K .. CGT CCA AGG GCGA tac TGA TC
PGMY09—-L oo CGA CCT AAA GGG AAT TGA TC
PGMY09-M ... CGA CCT AGT GGA AAT TGA TC
PGMY09-N .. CGA CCA AGG GCCGA a1 TGA TC
PGMYQ09-P ... G CCC  AAC GGA AAC TGA TC
PGMY09-Q .cccevvrennns CGA cCcC AAG GCGA AAC 155 TC
PGMY09-R ... CGT CCT AAA GGA AAA TGG TC

HMBO1 e GCG ACC CAAA TGC AAA TTG GT

Fonte: adaptado de (GRAVITT et al., 2000)

Além disso, foi realizada a amplificagdo do gene da B-globina humana, por PCR e
obtengdo de fragmento de de 268 pb que foi utilizado como controle interno da reagéo
(BERNARD et al., 1994).

A reacédo de PCR para deteccdo do HPV ocorreu nas seguintes condi¢Oes (quadro 3) : 2,5

mM de dNTPs (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), 50 mM de Cloreto de
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Magnésio (Invitrogen Life Technologies, S&o Paulo, Brasil) 2,5 uM de cada primer para HPV
PGMY09/11, 10 uM de cada primer para B-globina humana (PCO4/GH20), 5uL do DNA
molde (amostra), 5U/ uL de Taqg Polimerase Platinum (Invitrogen Life Technologies, Séo
Paulo, Brasil), 2,5 uL de glicerol 57%, 2,5ug/uL de Cresol Red e 7,25 uL de H20 livre de

DNAase (Invitrogen Life Technologies, Séo Paulo, Brasil).

Quadro 3- Condigdes necessarias da PCR para deteccdo do HPV

REAGENTES 1x

PCR buffer 10x (sem MgCl,) 2,5

dNTPs (2,5mM) 2
MgCl, (50 mM) 1,5
Primer PGMY 09/11 (10uM) 0,5
Primer PCO4 (10uM) 0,5
Primer GH20 (10uM) 0,5
Tag Platinum (5U/uL 0,25
Glicerol 57% 2,5

Cresol Red (2,5 ug/ul) 2,5
H20 7,25

DNA 5

VOLUME FINAL 25

As sequéncias de B-globina humana foram GH20: 50-GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-
30 e PCO4: 50 CA-ACTTCATCCACGTTCACC-30 (JENAB et al., 2010) .

A reacdo da PCR foi processada no equipamento termociclador My Cycler, que foi

programado para executar o termo ciclo descrito no quadro 4.
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Quadro 4- Etapas do processo da PCR.

ETAPAS TEMPERATURA TEMPO
Incubacao Inicial 94° C 5 min
Desnaturacéo 94° C 60 segundos
Anelamento 55°C 60 segundos
Extenséo 72°C 60 segundos
Extenséo final 72°C 10 min
Manutencao/Hold 4°C ; Ten-1p-o
indefinido

4.8.5 Eletroforese

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese, migrando sobre um gel de agarose
(LW Biotec) a 1,5 % em tampdo TEB (Tris borato e EDTA — DNA Express Biotecnologia)
1X, nas seguintes condicdes: 70 Volts até a entrada da amostra no gel, aumentando a
voltagem para 100 volts até a amostra chegar ao final da corrida, com duracdo de
aproximadamente 45 minutos. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb
(Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil). O gel foi corado com Brometo de etidio
(1,0 ng/mL) por vinte minutos, onde as bandas coradas correspondentes a 450pb (para HPV)
e 268 (para p-globina humana) foram visualizadas sob luz ultravioleta (UV) e fotografadas

no equipamento Transiluminator Loccus Biotecnologia.

4.8.6 Genotipagem do HPV

Para a realizacdo do quinto objetivo especifico as amostras positivas para HPV na PCR
foram enviadas ao Laboratorio de Virologia da Universidade de Sdo Paulo para a realizago

da genotipagem. Primeiramente as amostras foram submetidas a PCR em tempo Real
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desenhado para detectar os HPVs 16 e 18, e as amostras negativas neste ensaio foram
submetidas ao teste PapilloCheck® (Greiner Bio-One, Germany) conforme descrito abaixo:

4.8.6.1 PCR em tempo real especifico para HPV-16

A reacdo de PCR em tempo real especifica para HPV-16 foi realizada utilizando
TagMan Universal PCR Master Mix 1x (Applied Biosystems, Inc., EUA), 400nM de cada
iniciador forward 5’-GATGAAATAGATGGTCCAGC-3’ e reverso 5’-
GCTTTGTACGCACAACCGAAGC-3’ (VEO et al., 2015), 200nM da sonda 5> 6FAM-
CAAGCAGAACCGGACAG-MGBNFQ-3’ e agua livre de DNAse e RNAse (Gibco/BRL,
Life Technologies, USA) para volume final de 25uL. Como fita molde foi utilizado 5uL de
DNA extraido de cada amostra. Em todas as reacdes de PCR em tempo real especifica para
HPV-16 foram adicionados controles positivo (DNA extraido de células SiHa) e negativo

(dgua). Todas as amostras e controles foram testados em duplicata.

4.8.6.2 PCR em tempo real especifico para HPV-18

A reacdo de PCR em tempo real especifica para HPV-18 foi realizada utilizando
TagMan Universal PCR Master Mix 1x (Applied Biosystems, Inc., EUA), 400nM de cada
iniciador  forward  5’-AAGAAAACGATGAAATAGATGGA-3> e reverso 5’-
GGCTTCCACCTTACAACACA-3> (VEO et al., 2015), 400nM da sonda 5 -VIC-
AATCATCAACATTTACCAGCC-MGBNFQ-3" e agua livre de DNAse e RNAse
(Gibco/BRL, Life Technologies, USA) para volume final de 25uL. Como fita molde foram
utilizados 5uL de DNA extraido de cada amostra.

Em todas as reacfes de PCR em tempo real especifica para HPV-18 foram adicionados
controles positivo (DNA extraido de células HelLa) e negativo (agua). Todas as amostras e

controles foram testados em duplicata.
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4.8.6.3 PapilloCheck® (Greiner Bio-One, Germany)

Para determinar o gendtipo do HPV presente na amostra foi o utilizado o kit comercial
PapilloCheck® (Greiner Bio-One, Germany), que € um teste baseado na tecnologia de
“microarray” para a deteccdo e genotipagem de um fragmento do gene E1 do genoma do
Papillomavirus Humano (HPV) (SERRAVALLE et al.,, 2015). O teste PapilloCheck®
permite a deteccdo e identificagdo simultanea de 24 genétipos do HPV (HPV -6, 11, 16, 18,
31, 33, 35, 39, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 70, 73 3 82) (BERTHET et
al., 2014; DALSTEIN et al., 2009)

O ensaio é dividido em quatro etapas : PCR, hibridizagdo, lavagem e escaneamento. A
mistura de PCR foi composta por 5 uL. do DNA extraido, 19,8 uL de solugdo contida no
PapiloCheck® Master Mix, 1U de Hot Start Tag DNA Polymerase (Quiagen, Germany) e
0,005U de UNG (Uracil N-DNA Glycosylase) (Fermentas, Germany) para volume final de
26 uL. A amplificagdo foi realizada em termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems,
USA), segundo o protocolo: 37°C por 20 minutos para a agdo da UNG, 95°C por 15 minutos,
seguido de 40 ciclos de (95°C por 30 segundos e 72°C por 45 segundos).

Apos a realizacdo da PCR procedeu-se a etapa de hibridizagdo na qual, 5 pL do produto
da PCR foram adicionados a 30 pL. do tampao de hibridiza¢do. Apds agitacdo, 25 uL dessa
mistura foram amplicados no compartimento do “chip” e incubou-se por 15 minutos a
temperatura ambiente e em atmosfera umida. Apds incubacdo, procedeu-se a trés etapas de
lavagem. O “chip” foi lavado sob agitacdo vigorosa para cima e para baixo em solucdo de
lavagem por 10 segundos a tempertura ambiente, 1 minuto a 50°C e 10 segundos temperatura
ambiente. Durante a hibridizacdo, o DNA ligado é marcado por fluorescéncia e 0 DNA néo
ligado é removido nas etapas de lavagem subsequentes.

Para secar o chip, o0 mesmo foi acondicionado em tubo cdnico de 50mL e centrifugado a
500 x g por 3 minutos. Ap6s a centrifugacdo, o chip foi introduzido no equipamento
CheckScanner™ para realizacdo da etapa de fluorescéncia. O resultado é avaliado e emitido
automaticamente pelo CheckReport ™,

O relatdrio indica claramente a presenca ou auséncia de um ou mais dos 24 tipos de HPV

detectaveis e os controles abrangentes no chip tornam a analise altamente confiavel. Os
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protocolos foram padronizados e utilizados no Instituto de Medicina Tropical da Universidade
de Séo Paulo — USP.

4.8.7 Coleta de Amostras por citologia em meio liquido e colposcopia

Para atender ao sexto objetivo especifico de associacdo da presenca da proteina E6
com os achados citoldgicos, os laudos com resultados positivos para HPV 16 ou HPV 18
(com presenga da proteina E6) eram repassados ao gestor da Secretaria Municipal de Saude e
a Coordenadora do programa satde da mulher e posteriormente as mulheres do estudo para
providenciar o recrutamento das mesmas. Foram confeccionados e disponibilizados as
mulheres os laudos referentes aos testes de deteccdo do HPV, assim como referente ao teste
Onco E6™ (Anexo I11)

Em seguida essas mulheres ribeirinhas foram recrutadas e encaminhadas a consulta
médica ginecoldgica na cidade de Coari para avaliagdo, acompanhamento dos casos, e
realizacdo da colposcopia quando necessario. Nesse momento foi realizada uma coleta por
citologia liquida (figura 12) pelo profissional da equipe (enfermeiro treinado), permitindo

andlise citoldgica e classificacdo morfoldgica convencional das células cervicais.

A coleta de células da juncdo ectocervical-endocervical foi dispensada no recipiente
contendo fixador liquido. Toda a cabeca da escova (Rovers® Cervix Brush Combi) foi
dispensada no frasco contendo o liquido BD SurePath™ (Figura 13). A coleta foi feita de
maneira facil exigindo apenas 2 rotagdes em sentido horario, conforme especificacBes do
fabricante, realizada por profissionais, devidamente treinados, envolvidos na coleta de

material cérvico-vaginal na Unidade Basica de Saude.

O material bioldgico desta segunda coleta foi mantido em solucdo padrdo adequada
para realizacdo da citologia pela tecnologia em meio liquido (BD SurePath ™, Burlington,
NC, EUA) e encaminhado para a FCECON em Manaus para processamento e producédo da
lamina corada de forma semi automatizada em equipamento da BD PrepMateTM e BD

PrepStain ™. Todo o protocolo seguiu rigorosamente as recomendacdes do fabricante.
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Figura 12: Coleta de amostra cervical com a escova Rovers® Cervix Brush Combi.
Fonte:http://www.bd.com
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Figura 13: Kit de coleta de citologia em meio liquidoSurePathTM
Fonte: http://www.bd.com

4.8.8 Leitura das Laminas

A leitura das laminas preparadas pelo processo de semi automacgdo por citologia
liquida foi feita por um Gnico farmaceutico-bioquimico com especializagdo em citologia
clinica da rede de atencdo oncoldgica do Estado do Amazonas em parceria com a Secretaria
Municipal de Saude de Coari e de Manaus.

Os laudos emitidos foram disponibilizados a Secretaria Municipal de Saide do Coari e
as mulheres foram entdo direcionadas para atendimento médico ginecoldgico disponibilizado
no municipio para avaliacdo, e quando necessario foram feitos os encaminhamentos e

realizacdo da colposcopia.


http://www.bd.com/
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4.8.9 Colposcopia

As mulheres com Teste Cervical Onco E6™ positivo para hr-HPV, PCR positivo ou
citologia alterada foram recrutadas para a realizacdo da colposcopia na policlinica

ambulatorial na area urbana do municipio de Coari.

A nomenclatura utilizada para a classificacdo foi a preconizada pela Federagéo
Internacional de Patologia Cervical e Colposcopia (IFCPC) aceita no Congresso Mundial do
Rio de Janeiro em 5 de Julho de 2011, que os classifica os achados como : achados
colposcopicos normais (epitélio escamoso original, epitélio colunar e epitélio escamoso
metaplasico) e anormais (epitélio aceto-branco ténue, pontilhado, mosaico, epitélio
acetobranco denso, leucoplasia, e vasos atipicos), sendo esta Ultima subdividida em alteracGes
menores ou maiores dependendo da intensidade da alteragdo (BORNSTEIN J et al., 2011).

Para a realizacdo da colposcopia foram utilizados os seguintes reagentes: solucdo
aquosa de &cido acético glacial a 3%, solucao de lugol e bissulfito de sédio. A colposcopia foi
realizada por um profissional médico especializado de Manaus que gentilmente se deslocou

até Coari e, que desconhecia os resultados prévios dos exames das pacientes.

4.8.10 Analise histopatoldgica

Nas mulheres que durante a realizacdo do exame colposcOpico apresentaram
alteracbes maiores, foram submetidas a bidpsia dirigida para exame histopatolégico. Todos 0s
procedimentos foram realizados com material apropriado, utilizando-se espéculos
descartaveis acoplados com sistema de aspiracdo com bomba de vacuo. Os fragmentos
obtidos através da biopsia foram conservados em frasco apropriado contendo formol a 10%, e
transportados até Manaus. O local da biopsia foi cauterizado com instrumentos adequados e
com solugéo de Policresuleno a 360mg/g (Albocresil®/ Nycomed Pharma) imediatamente
depois de terminado o procedimento para controlar o sangramento, e inserido tampé&o vaginal.

O processamento e leitura dos exames histopatogicos foram realizados em laboratorio
privado em parceria com o0s pesquisadores, por profissionais médicos patologistas. Os laudos

foram emitidos e disponibilizados aos gestores do programa de saude da mulher do municipio



71

de Coari. As mulheres com necessidade de continuidade de acompanhamento foram
devidamente recrutadas e orientadas a seguir com os encaminhamentos devidos. Algumas

delas inclusive foram atendidas na Fundacdo CECON em Manaus.

4.9 CONSTRUCAO DE BANCO DE DADOS E ANALISE ESTATISTICA

4.9.1 Analise dos Dados

Os dados foram analisados descritivamente e apresentados em tabelas e graficos sob a
forma de frequéncia absoluta e relativa e/ou média ou mediana. A analise da significancia de
diferenca de proporcdes e posterior avaliacdo de existéncia ou ndo de associacdo entre
variaveis foi realizada utilizando-se o Teste Qui-Quadrado de Pearson (12) e/ou o Teste Exato
de Fisher, para os casos em que a frequéncia esperada fosse inferior a cinco (p<0,05).
Obtendo o valor de Odds ratio para analise de associacdo das variaveis de risco com 0
desfecho. O nivel de significancia utilizado nos testes foi de 5%, com um intervalo de

confianga de 95%. Todas as anélises foram feitas através do software Epi Info versdo 7.0.
4.10 ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Caracterizagao dos genotipos de
HPV na populacdo de rastreio e em pacientes com cancer de colo uterino do Estado do
Amazonas” com ambito regional e colaboracdo nacional, cujo objetivo principal é
Caracterizar a infeccdo por Papilomavirus Humanos (HPV) mais prevalentes na populacao
normal de rastreio e em pacientes com cancer de colo de Utero do estado do Amazonas,

associando os mesmos aos achados cito e histopatoldgicos.

Foi aprovado pelo comité de ética da Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do
Amazonas - FCECON, CAAE1281221340000004 (ANEXO 1), respeitando as diretrizes para
a realizacdo de pesquisas envolvendo seres humanos, contidas na Resolugdo n° 466 de 12 de
dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Satde (CNS). Contou também com a anuéncia
formal da Secretaria Municipal de Saide de Coari, na qual o gestor maior (secretario de

salde) firmou parceria e apoio necessarios para a realizacdo do projeto.
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4.11 RESULTADOS

4.11.1 Perfil s6cioeconémico e demogréfico das participantes

Participaram do estudo 412 mulheres ribeirinhas do municipio de Coari. Dentre as
caracteristicas sdcioeconémicas, a maioria das participantes era da raca parda (89,3%), de
unido estavel (52,4%). A idade das mulheres variou de 18 a 81 anos, com uma idade média de
36 + 13,2 anos. A maioria apresentou baixo grau de escolaridade (53,4%) eram agricultoras
(78%), e tinham como principal fonte de renda o programa governamental “bolsa familia”
(61,8%) (Tabela 02).
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Tabela 2- Caracteristicas socioecondmicas e demograficas das mulheres
ribeirinhas do municipio de Coari/AM, 2014

Caracteristicas N (%)
Raca
Parda 368 (89,3)
Branca 34 (8,3)
Negra 9(2,2)
Indigena 1(0,2)
Idade
18-25 79 (19,2)
26-36 150 (36,4)
36-46 99 (24)
46-54 39 (9,4)
54 ou mais 45(11)
Estado civil
Solteira 41 (10)
Casada 132 (32)
Unido estavel 216 (52,4)
Divorciada 5(1,2)
Separada 5(1,2)
Vilva 13(3,2)
Escolaridade
Nao alfabetizado 35 (8,5)
1-5 anos de estudo 220 (53,4)
5-10 anos estudo 72 (17,5)
>10 anos de estudo 85 (20,6)
Ocupacéo
Agricultora 321 (78)
Dona de casa 17 (4,1)
Estudante 13 (3,2)
Funcionéaria Publica 43 (10,4)
Desempregada 3(0,7)
Aposentada 13 (3,2)
Outros 2 (0,4)
Renda
1 salario 128 (31,1)
2 a 3 salarios 29 (7)
Bolsa familia 255 (61,9)
Total 412 (100)
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A localizagdo geogréfica das comunidades visitadas esta plotada na figura 15 e
demonstra os raios de distancia das mesmas em relagdo ao municipio de Coari. Foram
realizadas analises da relacdo da distancia da moradia da mulher em relacdo a Coari
(isolamento geogréafico) em relagdo aos comportamentos de risco, resultados do teste Onco
E6, PCR para HPV, citologia liquida, colposcopia e histopatologico. As mesmas estdo
demonstradas no item 4.11.9.
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Figura 14: Localizac¢do geogréfica das comunidades incluidas no estudo.
Fonte: Google Earth Pro, 2015. Versdo 7.1.2.2041- (3°55°59.46”S, 63°03°50.46”W)

4.11.2 Caracteristicas clinicas e comportamentais

A maioria dos participantes tinha iniciado atividade sexual por volta dos 15 anos
(60,7%). A idade da primeira relacdo sexual variou de 10 a 28 anos, com uma media de idade
de 15 (SD= 2,3 anos) (Tabela 03).
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As participantes apresentaram uma media de 4 (SD= 3,1 filhos), e 41% delas possuiam
de 2 a 5 filhos (Tabela 03).

Quando questionadas sobre 0 uso do preservativo com os parceiros fixos, as mulheres
responderam ndo usar nunca (43,4%), outras as vezes (39%) e outras sempre (17,4%) (Tabela
4). Os motivos mais citados para 0 nao uso consistente de preservativos com 0s parceiros
fixos foram: “confianga no parceiro”, “parceiro ndo gosta” e “uso de outro método

anticoncepcional”.

A maioria das participantes relatou ter tido mais de um parceiro sexual durante a sua
vida (60,1%). Quanto ao numero de abortos, 68,7% das mulheres estudadas nunca tiveram
abortos. Mais da metade (60,1%) relatou nunca terem feito uso de contraceptivos. O habito de
fumar foi negado pela maioria (65,7%), enquanto apenas 15,2% das participantes eram
fumantes. Ingerir bebida alcodlica mais de trés vezes na semana foi negado por 98,8% das
mulheres (Tabela 03).

Quanto a realizacdo de exames preventivos, a maioria das mulheres (58,5%) informou
realizar o exame uma vez ao ano, por ser uma exigéncia do Governo Federal para renovacédo
do programa Bolsa familia. Um percentual de 26,7% (n=110) nunca realizou o exame, dentre
0s motivos, a dificuldade de acesso foi o mais citado por essas mulheres (n=56,3). As
pacientes do estudo também foram questionadas quanto a presenca de doencga sexualmente
transmissivel (DST) no momento da coleta ou no passado. Em relagdo a infeccdo atual, 14
mulheres (3,4%) disseram ter apresentado ou apresentarem alguma DST no momento da

abordagem.

Quanto a vacinacdo contra o HPV, a maioria das mulheres informou que as meninas

de seu convivio familiar ndo haviam sido vacinadas (n=298; 72,5%).



Tabela 3- Caracteristicas clinicas e comportamentais das mulheres ribeirinhas do
municipio de Coari/AM, 2014 (N=412)

Caracteristicas N (%)
Primeira relacéo sexual
<15 162 (39,3)
>15 250(60,7)
Numero de filhos
Nenhum 23 (5,6)
1 55 (13,4)
2a5 169 (41)
5a10 132 (32)
>10 33 (8)
Uso de preservativos
Nunca 179 (43,4)
As vezes 161 (39)
Sempre 72 (17,4)
NuUmero de parceiros 1 ano
Nenhum 33(8)
1 363 (88,1)
2a5 15 (3,7)
>5 1(0,2)
NuUmero parceiros toda vida
1 164 (39,8)
2a4 180 (43,7)
5a10 52 (12,6)
> 10 16 (3,9)
Numero de abortos
Nenhum 283 (68,7)
>1 129 (31,3)
Contraceptivos
Sim 164 (39,8)
Né&o 248 (60,1)
Tabagismo
Sim (atualmente) 63(15,2)
Sim (ex-fumante) 78(18,9)
Nao 271(65,7)
Etilismo
Sim 5(1,2)
Néo 407 (98,8)
Exame preventivo
Nunca 110 (26,7)
1 x ano 241 (58,5)
A cada 2 anos 37(9)
A cada 3 anos 17 (4,1)
Né&o lembra 7(1,7)
Historia de DST
Sim 14 (3,4)

N&o 398 (96,6)
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4.11.3 Aceitacéo da autocleta

No presente estudo todas as 412 mulheres abordadas aceitaram a técnica por
autocoleta, ndo havendo recusa por parte das entrevistadas. A maioria (97,8%) das mulheres
que participaram do estudo gostaram da autocoleta com a escova Rovers® Evalyn®, sendo
uma ferramenta considerada facil por 95,4% das participantes e 4,6% acharam o dispositivo
dificil de usar. Dentre as dificuldades encontradas, introduzir a escova no canal vaginal foi

relatado por 21% das mulheres.

Para verificar a aceitacdo da autocoleta foi considerado apenas as mulheres que ja
haviam realizado o exame preventivo (302 mulheres). Destas, 76,5% preferiram a autocoleta,
18,2% consideraram indiferentes (sendo sem preferéncia) e 5,3% a coleta por um profissional
de salde. Sensacdes de dor e ardéncia durante a coleta foram relatados por 12,1% das
mulheres. As razdes para a preferéncia por autocoleta incluia privacidade, menor
constrangimento, facilidades de coleta, acesso ao exame e menos dor (por dispensar 0 uso do
espéculo). J& os motivos citados para a preferéncia da coleta feita pelo profissional de satde
foram por ser necessario para assegurar a saude, e que ele tem conhecimento e experiéncia
para coletar. Nenhuma das mulheres abordadas se recusou a fornecer amostras por autocoleta.

Os dados relativos a aceitacdo do uso da autocoleta estdo demonstrados na tabela 4.



78

Tabela 4- Descricdo da aceitagdo do uso do dispositivo de autocoleta pelas
mulheres ribeirinhas do municipio de Coari/AM, 2014.

Categorias n (%)
Gostaram
Sim 403 (97,8)
Né&o 9(2,2)
Dificil
Sim 19 (4,6)
Né&o 393 (95,4)
Dificuldades
Introduzir a escova 4 (21)
Abrir a tampa da escova 1(5,3)
Fechar a tampa da escova 1(5,3)
Na&o soube responder 13 (68,4)
Desconforto
Sim 50 (12,1)
Né&o 362 (87,9)
Faria novamente
Sim 407 (98,8)
N4o 5(1,2)
Total 412 (100)

4.11.4 Teste Cervical Onco E6™

A analise da expressdo da oncoproteina E6 foi feita em todas as mulheres que
participaram do estudo. Observou-se que das 412 amostras cérvico-vaginais autocoletadas 6
(1,4%) foram positivas para o Teste Cervical Onco E6™, sendo 3 positivas para o HPV do
tipo 16 e 3 para 0 HPV 18. Todas as 6 mulheres positivas foram recrutadas, no entanto,

apenas 5 compareceram para o0 exame citopal6gico, colposcopico e histopatolégico.

Das 5 mulheres positivas no teste Onco E6™ que compareceram ao exame
citopatologico 4 (28,57%) destas apresentaram alteracfes citopatoldgicas, e 1 (2,44%)
apresentou resultado normal. Das alteragdes, 02 apresentaram leséo intraepitelial de baixo

grau e 02 apresentaram lesdo intraepitelial de alto grau.
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Analisando o resultado colposcopico das 5 mulheres positivas no Onco E6™, e que
compareceram ao recrutamento, observou-se 03 casos alterados e dois casos foram

considerados dentro da normalidade.

Das 03 amostras analisadas no histopatoldgico, 01 caso foi identificado neoplasia
intraepitelial cervical de grau I (NIC 1), 01 caso de neoplasia intraepitelial cervical de grau Il

(NIC 111) e 01 carcinoma invasor. Os dados estdo mais bem representados na tabela 5.

Tabela 5- Alteracdes dos exames das mulheres positivas no teste Onco E6

Onco E6™ Citologia Colposcopia Bidpsia PCR Gendtipos
Carcinoma
HSIL Alterada REATIVO HPV 16
Invasor
HPV 3 LSIL Alterada NIC Il REATIVO  HPV 16
16
Sem Sem Sem
. . . REATIVO HPV 16
seguimento seguimento seguimento
HSIL Alterada NIC | REATIVO 18
HPV 3 LSIL Normal N&o realizada REATIVO 18, 51
18
Normal Normal N&o realizada REATIVO HP;/818,

Analisando a positividade do teste Onco E6 frente a citologia em meio liquido,
observou-se que das 14 alteracdes citopatoldgicas, 04 (28,6) foram positivas para o teste Onco
E6 e 10 (71,4) foram negativas. E importante salientar que uma amostra no citopatoldgico
(LSIL) revelou-se NIC Il no histopatoldgico, e foi possivel sua detec¢éo no teste Onco E6™.,

Todos 0s 6 casos positivos no Teste Onco E6™ apresentaram resultado positivo na
PCR convencional PGMY 09/11, havendo concordancia de 80% e significancia estatitica

entre os testes (P*< 0,001, * Teste exato de Fisher).



80

4.11.5 Infecgéo pelo HPV

A prevaléncia da infeccdo pelo HPV entre as 412 mulheres estudadas foi de 18,7%
(n=77). Houve resultado inadequado em 0,4% (n=2), 01 amostra por ndo ter amplificado o
DNA endogeno da beta-globina humana, e 01 por suspeita de contaminacdo, ndo sendo

possivel recrutar a mulher para a nova coleta (Tabela 6).

Tabela 6- Distribuicéo da frequéncia da Infeccéo pelo HPV nas mulheres
ribeirinhas do municipio de Coari/AM no ano de 2014

PCR (PGMY09/11) N(%)
Positivo 77 (18,7%)
Negativo 333 (80,9%)
Inadequada 2 (0.4%)
Total 412 (100)

Através da associacdo dos fatores socios demogréaficos com a infeccdo por HPV, nosso
estudo encontrou diferenca, estatisticamente significativa entre a idade e o numero de

parceiros sexuais ao longo da vida (Tabela 08).

As mulheres positivas para o HPV apresentaram uma idade média de 34 15,3 anos.
Analisando o gréafico 01, observa-se que mulheres com idade abaixo dos 30 anos apresenta

mais risco para a infeccdo pelo HPV.
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Gréfico 1: Distribuicao da Frequéncia de idade das mulheres infectadas por HPV
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De acordo com os dados da tabela 7 houve significancia estatistica entre a idade e a
infeccéo por HPV (p=0,04).

Analisando a escolaridade das mulheres estudadas, observou-se que a maioria delas

(n=53) apresentou baixo grau de escolaridade.

As mulheres positivas para HPV apresentaram uma media de 4 + 3,9 filhos. A maioria
tinha iniciado atividade sexual aos 15 anos de idade. A idade da primeira relacdo sexual para

estas mulheres variou de 11 a 21 anos, com uma média de 15 + 1,8 anos.

Ter mais de um parceiro sexual durante ao longo da vida foi relatado por (n=59) das
mulheres com HPV. Analisando os dados da tabela 8, é possivel observar que quanto maior o
namero de parceiros sexuais, maior o risco de ser infectada pelo HPV, o que demonstrou

significancia estatistica (p=0,02).

Quanto ao numero de abortos, a maioria (19,5%) relatou ndo ter apresentado nenhum
aborto. A maioria das mullheres com HPV (67,5%) relatou ter 0 habito de usar preservativos.
O habito de usar o preservativo pela maioria das mulheres foi analisado como fator de

protecdo para se ter infecgédo pelo HPV (IC: 0,3-0,9).

Em relacdo a infeccdo atual, 75 mulheres negaram ter apresentado ou estarem
apresentando alguma DST no momento da abordagem. Esses dados demonstram que néo
houve associacdo e nem significancia estatistica entre a infeccdo pelo HPV e a histéria de
DST.
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Tabela 7- Caracteristicas sécio-demograficas das mulheres ribeirinhas do municipio de Coari/AM no ano

de 2014 infectadas pelo HPV

n=410 positivo  negativo

Caracteristicas fi (%) fi (%) Total OR® P* 1IC"95%
Idade
<30 36 238 115 762 151 16 0,04 1,0-27
>30 41 158 218 84,2 259
Escolaridade
<8 53 185 233 815 286 09 084 05-1,6
>8 24 193 100 80,7 124
Numero de filhos
<4 36 46,8 177 831 213 0,7 031 0412
>4 41 20,8 156 79,2 197
Idade primeira relagéo
<15 30 186 131 814 161 09 090 0,5-1,6
>15 47 19,1 199 80,9 246
Numero de parceiros sexuais
<5 58 16,9 285 83,1 343 05 0,02 0,2-0,9
>5 19 284 48 716 67
Numero de abortos
Nenhum 55 195 227 805 282 11 057 0,6-20
>1 22 17,2 106 82,8 128
Preservartivo
Né&o 25 14 153 86 178 05 0,03 0,3-09
Sim 52 224 180 77,6 232
Exame preventivo
Sim 51 17,4 243 826 294 07 023 04-12
Né&o 26 224 90 77,6 116
DST
Sim 2 143 12 857 14
Né&o 75 189 321 811 3% 07 066 0,132

*0dds Ratio; *Intervalo de Confianca;” Teste do X 2

4.11.6 Resultado Citopatologico

As 77 mulheres com HPV positivo foram recrutadas. Deste total, 55 (71,4%) mulheres

compareceram a Policlinica em Coari para a coleta da citologia em meio liquido por

profissionais treinados. O resultado obtido das amostras foi satisfatério perfazendo um

percentual de adequabilidade das amostras de 100%. Destas 55 amostras satisfatorias, 41

(74,5%) delas apresentaram achados citologicos compativeis com normalidade, e 14 (25,5%)

apresentaram achados alterados. Das 14 alteractes, 0 DNA do HPV foi detectado em 100%
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das mulheres estudadas. A distribuicdo da frequéncia das alteracdes encontradas esta descrita
na tabela 8.

Tabela 8- Resultado citopatoldgico das mulheres ribeirinhas do municipio de Coari/AM no ano de 2014.

Resultado N(%)
Normal 41 (74,5)
ASCUS 7 (50%)

LSIL 5 (35,7%)
HSIL 2 (14,3%)
Total 55 (100)

ASCUS: Células escamosas atipicas de significado indeterminado possivelmente ndo neoplasicas;
LSIL: Lesdo intraepitelial de baixo grau; HSIL: Lesdo intraepitelial de alto grau;

4.11.7 Exames colposcopico e histopatoldgico e seguimento

As 77 mulheres com HPV positivo foram recrutadas. Deste total, 56 (72,7%) mulheres
compareceram a Policlinica em Coari para a consulta médica especializada e colposcépica, e
21 ndo comparecerm ao atendimento médico e seguimento. O profissional desconhecia o
resultado das pacientes. Destas 56 colposcopias realizadas, 47 (83,9%) apresentaram achados
normais e 9 (16,1%) achados alterados (tabela 09).

Tabela 9- Resultado colposcopico

Resultado N =56 f (%)
Normal 47 83,9
Alterada 9 16,1

Das 14 alteracdes citopatologicas, 04 (28,6%) apresentaram resultados alterados tanto
na colposcopia como no histopatologico e 10 (71,4%) apresentaram achados normais. A

concordancia entre o resultado citopatoldgico e o histoldgico foi de 70%.
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Das 412 mulheres, 2,2% (n=9) apresentaram alteracGes histopatologicas. Dessas, 05
apresentaram neoplasia intraepitelial cervical de grau | (NIC 1), 2 neoplasia intraepitelial
cervical de grau Il (NIC 1) e 2 mulheres apresentaram carcinoma invasor. Portanto, a
prevaléncia de NIC3+ foi de 0.97% (4/412) e de carcinoma invasor foi de 0,48% (Tabela 10).

A idade das mulheres com alteragdes histopatoldgicas variou de 19 a 54 , com uma
média de idade de 32 + 11,1 anos. A maioria encontrava-se na faixa etaria abaixo dos 30 anos

e apresentava baixo grau de escolaridade (55,6%).

Tabela 10: Resultado Histopatoldgico das mulheres ribeirinhas do municipio de

Coari/AM
Resultado Histopatoldgico n=412 f (%)
NIC | 5 1,21
NIC 111 2 0,49
CARCINOMA INVASOR 2 0,48

Nota: Das 56 mulheres que compareceram para exame colposcopico, 9 apresentaram
alteragBes e tiveram biopsia realizada. A frequencia das alteragoes histopatoldgicas foi

calcula frente ao total de mulheres incluidas no estudo.

As mulheres que apresentaram NIC | foram encaminhadas para consulta ginecoldgica
no municipio de Coari para acompanhamento e orientacbes a cerca da periodicidade de
realizacdo dos exames. As mulheres com NIC Ill e carcinoma invasor foram encaminhados
para a Fundacdo centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON) em

Manaus para consulta medica, acompanhamento e tratamento dos casos.

Das nove mulheres com alteracbes no exame histopatologico, 08 apresentaram
positividade para o HPV pela técnica da PCR PGMY09/11. A especificidade calculada
paraa PCR PGMY09/11 para NIC 3+ foi de 98,7%.

Na tabela 11 e possivel observar as caracteristicas sociodemograficas dos dois casos

de carcinoma invasor. Uma das mulheres apresentou idade de 54 anos e a outra de 42 anos.
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Uma delas residia a menos 20 km de distancia do municipio de Coari e outra a mais de 60 km
de distancia de Coari. Ambas apresentavam nenhuma ou baixa escolaridade, eram casadas,
agricultoras, tinham como principal fonte de renda o Programa Governamental Bolsa Familia.
As duas mulheres relataram ndo ter o habito de usar a camisinha nas relagcdes e uma ter sido

tabagista no passado.

Tabela 11- Perfil sécioecondmico e de risco das mulheres com Carcinoma Invasor.

Perfil socioecondmico Caso 1 Caso 2
Idade 54 42
Distancia da Comunidade <20 km > 60 km
Escolaridade Analfabeta ﬁ%ﬂgiﬁrﬁgfgl
Estado civil Casada Casada
Ocupacao Agricultora Agricultora
Renda Bolsa familia Bolsa familia
Idade primeira relagéo 13 anos 17 anos
Numero de Gestagdes 15 10
N_Umero de parceiros ao longo da 2 1
vida
Uso da camisinha Nunca Nunca
Tabagismo Sim (ex-fumante) N&o

O seguimento das mulheres que apresentaram NIC IlI+ (envolve neoplasias

intraepitelial cervical grau 11l ou carcinoma invasor) esta representado na tabela 12.



86

Tabela 12-Seguimento das mulheres com leséo para NIC 111+,

Onco E6™  PCR Citologia  Colposcopia Histopatol6gico Genotipagem

1 . o .
(JAL) Negativo Positivo Normal Alterada NIC 111 Inconclusiva
(ISZA) HPV 16 Positivo LSIL Alterada NIC 111 HPV 16

3 . .

(MAPS) HPV 16 Positivo HSIL Alterada Carcinoma Invasor HPV 16
(E'IA:M) Negativo Positivo  N&o realizada Alterada Carcinoma Invasor  Inconclusiva*

* O teste Papillocheck® apresentou falha no controle da amostra

Todas as pacientes com alteracbes NIC Ill+ no exame histopatolégico foram
encaminhadas a Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas em

Manaus. Os dois casos de NICIII foram acompanhados e realizada conizagéo.

Quanto aos casos de carcinoma invasor, até o presente momento uma das mulheres
encontra-se em fase de estadiamento clinico, compreendendo exame fisico e outros exames
como: cistoscopia e retosigmoidoscopia, tomografia abdominal e outros exames necessarios
para o seguimento do protocolo terapéutico. A outra mulher ja obteve o estadiamento clinico,

e foi submetida ao tratamento cirdrgico.

4.11.8 Genotipagem pela técnica PapiloCheck® e PCR em tempo real

Das 79 amostras analisadas, 0 HPV foi detectado em 46 (58,2%). Quatorze (17,7%)

amostras foram consideradas negativas e 19 (24,67%) foram consideradas invalidas.

Destas 46 mulheres cujas amostras seguiram para genotipagem do HPV, 31(39,2%)
apresentaram infeccdo Unica, e 15 (19%) infeccdo multipla.

O HPV de alto risco foi detectado em 37 amostras (9%) e foi negativo em 375 (91%)
amostras. O de baixo risco foi detectado em 17 (4,1%) amostras e negativo em 395 (95,9%)

amostras.
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O HPV 51 foi 0 mais frequente, sendo encontrado em 8 amostras (1,94%), HPV 16 em
7 (1,7%), HPV 53 em 5 (1,2%) e HPV 18 em 4 (1%). Os demais genotipos estdo

representados no gréafico 2.
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Gréfico 2: Distribuicao dos genétipos do HPV de alto risco das mulheres ribeirinhas
do municipio de Coari/AM no ano de 2014.

Analisando a concordancia entre o teste pela técnica do Papillocheck® e a PCR
PGMY09/11, pode-se observar que dentre as 79 amostras, 46 (58,2%) foram consideradas
positivas no teste Papilocheck, 14 (17,7%) foram consideradas discordantes: positiva na PCR
PGMY09/11 e negativa no PapilloCheck®, 19 (22,07%) amostras insatisfatorias (falha no
controle da amostra). Os testes apresentaram uma concordancia de 80% para a detec¢do do
HPV.

Das 55 amostras com citologia realizada, o genétipo do HPV foi detectado em 30
(78,9%), 08 amostras foram consideradas negativas (21,1%), e em 17 amostras o teste se
apresentou invalido (falha no controle da amostra).
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O genotipo do HPV foi detectado em 11 (78,6%) das 14 amostras com citologia
alterada, em 1 (7,1%) amostra a genotipagem foi negativa e em 2 (14,3%) amostras o

resultado foi invalido (falha no controle da amostra).

Das 14 alteracOes citopatologicas, o0 DNA do HPV foi detectado em 36,4% das
mulheres com ASCUS; 45,5% das mulheres com LSIL, 18,1% das mulheres com HSIL. Os
dados estédo representados na tabela 13.

No nosso estudo, das 07 amostras com alteracbes citoldgicas do tipo ASCUS, 4
(36,4%) possuiam positividade para o0 HPV, compreendendo os gendétipos 16, 31, 42 e 58.
Das 5 participantes com LSIL, 5 (45,5%) apresentou positividade para HPV, sendo
identificado o gendtipo HPV 16, 18, 51, 31, 43, 66 e 82. Das 2 mulheres com HSIL, 2

(18,1%) apresentaram positividade para HPV, incluindo os genotipos 16 e 18.

Foi analisada a concordancia entre o teste pela técnica do Papillocheck® e a citologia,
e 78,6% (11/14) das amostras alteradas no citopatoldgico foram consideradas positivas no
teste, uma (7,1%) foi considerada discordante, e duas (14,3%) amostras foram consideradas
invalidas pelo Papillocheck® e apresentaram resultados alterados no exame citopatolégico.

Os testes apresentaram uma concordancia de 47,3%.

Tabela 13: Resultado da PCR para HPV entre as mulheres com citologia alterada.

Alteracdes citopatologicas PCR HPV
Positivo (%) Negativo (%) Total
ASCUS 4 (36,4) 03 07
LSIL 5 (45,5) - 05
HSIL 2 (18,1) - 02
Total 11 (100) 03 14

A genotipagem pela técnica do Papillocheck® foi realizada em 08 das 09 mulheres
com alteracOes histopatologicas. A amostra que ndo foi feito o Papillocheck® apresentou
resultado negativo no PGMY09/11. O gendtipo do HPV foi detectado em 6 (75%) amostras
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alteradas e foi negativo em duas (25%). Destas seis amostras, 4 (66,67%) apresentaram
neoplaisa intraepitelial de grau I, 1 (16,67% ) neoplasia intraepitelial de grau 11l e 1 (16,67%)

apresentou carcinoma invasor.

Na distribuicdo dos gendtipos do HPV por classificacdo histologica, observou-se a
seguinte prevaléncia: No grupo de mulheres com neoplasia intraepitelial de grau 1 (5 NIC 1)
0s gendtipos encontrados foram 51, 18, 31, 44 e 56. Apenas um dos casos apresentou infeccdo
mdaltipla pelo HPV 44 e 56.

4.11.9 Distancia das comunidades ribeirinhas em relacdo ao municipio de Coari

Das 06 mulheres teste Onco E6™ postivo, trés (50%) residiam a menos que 20 km de
distancia do municipio de Coari, duas (33,3%) entre 20 e 40 km de distancia, e apenas uma
(16,7%) a mais de 40 km de Coari.

Das 14 mulheres com alteracdes citopatologicas, 10 (71,4%) estavam localizadas a
<20 km de distancia do municipio de Coari, e 04 (28,6%) a <20 < 40.

Ja em relacdo as mulheres alteradas no exame histopatoldgico, sete (77,8%) estavam
localizados & < 20 km de distancia do municipio de Coari, uma (11,1%) a < 20 <40, e uma
(11,1%) a > 40 > 60.

Quanto as mulheres positivas na PCR para HPV, 32 (41,5%) estavam localizados a <
20 km de distancia do municipio de Coari, 23 (29,9%) a < 20 <40, e 22 (28,6%) a > 40 > 60.
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Figura 15: Fluxograma dos resultados
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4.12 DISCUSSAO

A cidade de Coari encontra-se na regido central do Amazonas, sendo a quinta maior
cidade do estado, com uma populacdo de 75.965 habitantes. Localiza-se na regido do Médio
Solimdes, cerca de 363 km distante de Manaus. E uma das cidades mais ricas da regido Norte
em volume de recursos financeiros, recursos esses advindos principalmente dos royalties

devidos a exploracdo de petrdleo e gas natural pela Petrobras em suas terras (BRASIL, 2010).

O Estado do Amazonas apresenta uma imensa populacdo ribeirinha, vivendo em
condicdes bastante remotas e de dificil acesso. Historicamente, especialmente na regido
amazonica, os programas de rastreio ndo foram capazes de superar o isolamento geografico e

as barreiras sécioeconémicas e culturais significativas existentes.

A amostra desse estudo foi composta por mulheres sexualmente ativas, moradoras de
comunidades ribeirinhas da area rural do municipio de Coari, com predominancia da raca/cor,
parda, caracteristica essa que pode ser observada com grande frequéncia no estado do
Amazonas. A média de idade das participantes foi de 36 + 13,2 anos. Dados semelhantes
foram encontrados no estudo de Ezechi et al. (2014), com 515 mulheres Nigerianas,
pertencentes em sua maioria (64,5%) a area rural compreendendo idades entre 18 - 81 anos e

uma mediana de 37 anos.

Aproximadamente 60,4% das mulheres estudadas apresentou idade abaixo dos 36
anos. A taxa de mulheres jovens sexualmente ativas e expostas aos riscos para cancer de colo
de utero chama atencao para a idade recomendada para inicio do rastreio primario do cancer
do colo do utero preconizado pelo Ministério da Saude que é de 25 anos (INCA, 2014). No
Brasil, essa idade para inicio do rastreio toma como dados o Registro Hospitalar de Cancer
(RHC) os dados da Fundagdo Oncocentro de S& Paulo (FOSP) e da Universidade de
Campinas (UNICAMP) que apontam uma taxa de aproximadamente 1% dos carcinomas
invasores em mulheres com menos de 24 anos (BRASIL, 2011).
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No entanto, na regido norte, especificamente na populacdo de estudo, observou-se o
inicio da atividade sexual muito cedo, variando de 10 a 28 anos, 0 que leva a exposi¢do a

infeccdo pelo HPV muito precocemente e um risco para o cancer cervical nessas mulheres.

Os dados do estudo corroboram com os achados de Marcellusi et al., (2015), num
estudo realizado com 600 mulheres de seis centros de pesquisa clinica, localizadas na regido
central, norte e sul da Italia. Foi observado que o inicio da atividadeo sexual antes dos 18 anos
aumenta o risco de até 1,62 vezes (P = 0,034) para a ifeccdo pelo HPV.

Estudo realizado em um hospital universitario do Reino Unido, com 125 mulheres
apresentando resultado citopatoldgico alterado para LSIL verificou-se que 80% das mulheres
jovens ndo conseguiram eliminar o virus do HPV em um ano. Dessas 23,3% progrediram para
HSIL e 61,7% persistiram com LSIL (WOO et al., 2010).

Quanto a situacdo conjugal, a maioria delas relatou viver com um companheiro em
unido estavel, permitindo a deducdo da existéncia de maior atividade sexual monogamica e
fixa. Este dado sugere que essas mulheres apresentam relagfes conjugais mais duradouras

com seus parceiros, apresentando menor risco para a infec¢ao pelo HPV e outras DST’s.

Pinto, Fuzii e Quaresma (2011) realizaram um estudo com 444 mulheres da area
urbana e rural da Amazénia Oriental brasileira. Observou-se que mulheres solteiras, separadas
ou viuvas apresentaram maior risco de 4,3 (p = 0,0097) para a infec¢do pelo HPV comparada

as que moravam com um companheiro ou eram casadas.

A populacdo estudada apresentou baixo nivel socio-econdémico representado pela
baixa escolaridade, baixa renda e por residirem em areas rurais com isolamento geografico.
Quanto a escolaridade, observou-se que grande parte apresentou menos que oito anos de
estudo, o que representa em condic¢des padrdes no Brasil a no maximo ao ensino fundamental

completo.

De acordo com a Pesquisa Nacional por Amostras de Domicilio -PNAD, a educagéo é
um bem coletivo imprescindivel para a inser¢do social apresentando um visivel impacto nas

condicdes gerais de vida da populacdo. Melhorias relativas no acesso a educacao de qualidade
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devem ser almejadas pelo poder publico, pois sem avango nas condi¢des de vida da populagao
e reducdo das desigualdades sociais, a educacao dificilmente cumprira seu papel de promotora
de igualdade de oportunidades (BRASIL., 2012).

A falta de acesso a informacdo por morarem em areas rurais e de isolamento
geogréfico aumenta as chances dessas mulheres adquirirem as DSTs. Por serem de areas
rurais, a agricultura foi predominantemente relatada como ocupacdo principal pela maioria

delas.

Na populacédo estudada, o programa Governamental Bolsa Familia foi a principal fonte
de renda citada por elas. Quando perguntadas sobre a frequéncia da realizacdo do exame
preventivo, a maioria (58,5%) informou fazer anualmente o exame por ser uma exigéncia do

programa. Dentre os motivos de ndo realizacdo, a dificuldade de acesso foi 0 mais citado.

Relatos como “s6 fago porque ¢é o jeito, ndo gosto de fazer o exame, mas preciso do
Bolsa Familia para sobreviver” foram observados. Essa informacdo se justifica pelo maior

percentual de mulheres do estudo que realizaram o exame uma vez ao ano.

De acordo com os dados, é possivel observar que o programa de rastreamento vigente
ndo tem controle sobre quem esta fazendo os exames e tampouco sobre o intervalo em que 0s
exames tém sido realizados. Esse cendrio tem contribuido para que as mulheres sejam
condicionadas a realizar o exame preventivo a cada 12 meses e isso induz a um caminho
oposto ao recomendado pelas préprias diretrizes do Ministério da Salde que orienta que as
mulheres apo6s dois exames citolégicos normais passem a realizar o mesmo com intervalo de
trés anos. A consequéncia Obvia é que ha um contingente de mulheres super-rastreadas e

outras em falta com os controles (BRASIL, 2011).

Um desdobramento importante desta tendéncia é que o calculo da taxa de cobertura
aplicado leva em conta 1/3 da populacdo de mulheres na faixa etaria de rastreio como se a
mesma mulher so voltasse a repetir o teste a cada 3 anos, o que leva a um possivel equivoco

do céculo deste indicador.
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Uma minoria das mulheres estudadas informou: “fago o exame porque é bom pra
minha satde e previne o cancer”. Percebe-se 0 baixo grau de informacdo dessas mulheres

referentes ao exame preventivo e da importancia de se realizar o exame.

A alta paridade foi uma caracteristica observada na populacdo de estudo, onde a
maioria das mulheres apresentava de 2 a 5 filhos. Esses dados sugerem que esse grupo de
mulheres possui pouca informacéo sobre os métodos contraceptivos e sobre a sexualidade, o
que é evidenciado também pelo baixo nivel de escolaridade e 0 acesso aos servicos médicos
limitados. Algumas mulheres informaram ndo apresentar recursos financeiros para ir ao
municipio de Coari para adquirir os métodos contraceptivos nos programas de planejamento
familiar. Além disso, algumas vezes os métodos contraceptivos ndo sdo disponibilizados por

estarem em falta na unidade de saude.

Vale ressaltar o fator cultural, onde algumas mulheres sao influenciadas pela religido a
procriagdo, ndo fazendo uso de nenhum método de barreira. A renda obtida pelo programa
Governamental Bolsa Familia é de acordo com o nimero de filhos, quanto maior o nimero de
filhos, maior é o beneficio recebido. A alta paridade Para Bosch et al. (2002), é um fator
consistente para o cancer cervical em mulheres que possuem DNA do HPV. Segundo os
autores, o fator de risco dobra nas que tiveram 4 filhos, quando comparado com as que

tiveram 1 ou nenhum.

Quando perguntadas a respeito do nimero de parceiros sexuais ao longo da vida, a
grande maioria das mulheres deste estudo (43,7%) relatou ter tido de 2 a 4 parceiros. As
mulheres que informaram ter mais de um parceiro sexual ao longo da vida ficam mais

expostas a infec¢do do HPV e ao desenvolvimento de neoplasias cervicais.

Num estudo feito por Liu et al., (2015), numa metanalise recente de estudos
epidemioldgicos para associar a multiplicidade de parceiros a infeccdo por HPV e ao cancer
cervical. Observaram que a multiplicidade de parceiros, com ou sem infec¢do por HPV,

representa um potencial fator de risco para o cancer cervical.

Marcellusi et al., (2015), encontraram resultados semelhantes ao do presente estudo

com 600 mulheres de seis centros de pesquisa clinica, localizadas na regido central, norte e sul
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da Italia. Foi observado que ter mais de cinco parceiros sexuais aumentou o risco em 2,52

vezes (P = 0,004) para adquirir infec¢Bes induzidas pelo HPV.

Os dados encontrados convergem com o estudo feito por Imai et al., (2015), num
estudo de prevaléncia e genotipagem de HPV de alto risco em estudantes de universidades na
cidade de Miyazaki, Japdo. Observou-se que mulheres que relataram ter mais de cinco
parceiros sexuais, apresentaram maior risco de infeccdo para HPV de alto risco, sugerindo que
a maioria das relacdes dessas mulheres com seus parceiros sexuais teria sido relativamente

curto.

Um dos fatores de risco mais consistentes para algumas infeccdes sexualmente
transmissiveis € o alto ndmero de parceiros sexuais, sejam eles fixos ou eventuais
(ALMONTE et al., 2008).

Das mulheres incluidas neste estudo, encontramos um alto numero (31,3%) de
mulheres que ja tinham passado pela experiéncia de pelo menos um aborto. Sem
desconsiderar outras causas relacionadas a ocorréncia de abortos sabemos que alguns
patdgenos sexualmente transmissiveis como a Chlamydia Trachomatis e gonococo estdo
relacionados a estes eventos (VALLADAO et al., 2011).

Quando perguntadas a respeito do uso do preservativo com os parceiros fixos, a
grande maioria (43,4%) afirmou ndo usar “nunca”. Dentre os motivos mais citados para 0 ndo
uso frequente do preservativo com os parceiros fixos foram: “confianga no parceiro”,
“parceiro nao gosta” e “uso de outro método anticoncepcional”. A “confianga no parceiro”
esta diretamente relacionada com a concepg¢do cultural de que no relacionamento fixo esta
implicado um relacionamento afetivo, duradouro e exclusivo, sendo dificil que o preservativo

seja negociado como meio de prevencdo as DST.

O “parceiro ndo gosta” tem suas raizes nas relacoes de género (isto ¢, de poder entre
0S sexos). Esse poder diferenciador entre homens e mulheres amplia a vulnerabilidade
feminina, pois prioriza o prazer sexual masculino em detrimento dos cuidados com o corpo e
com a saude da mulher (BRASIL, 2007).



96

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC), os
contraceptivos orais estdo associados como um fator de risco para o cancer cervical. Mais da

metade (60,1%) das mulheres presente estudo relatou nunca terem feito uso de contraceptivos.

Num estudo de metanalise feito por Appleby et al. (2007), com 24 estudos reunidos de
todo o mundo, observou-se que o risco relativo do cancer do colo uterino do Utero é maior
em usuarias de contraceptivos orais em comparacdo as que nao usam, sendo que esse risco

diminui ao cessar o uso.

Uma consistente associacdo entre tabagismo e cancer cervical tem sido demonstrada
por diversos estudos (APPLEBY et al., 2006; CAMBOU et al., 2015; ROURA et al., 2014;
ZHEN, HU e BIAN, 2013). No presente estudo, o tabagismo foi negado pela maioria (65,7%)
das mulheres. Dados de uma metandlise recente mostrou que o tabagismo aumenta
significativamente o risco para o cancer do colo do Utero, e seus efeitos sdo reforcadas quando
ha interacdo com a infecgdo pelo HPV (ZHEN, HU e BIAN, 2013).

As mulheres arroladas no estudo também foram questionadas quanto a presenca de
DST prévia. Observou-se que 14 mulheres (3,4%) disseram ter apresentado ou apresentarem
alguma DST no momento da coleta. A histéria de infeccdo prévia por algum patdgeno
sexualmente transmissivel constitui um fator de risco muito bem estabelecido para o cancer
do colo do atero (BRASIL, 2008; EZECHI et al., 2014).

Quanto a vacinacdo contra o0 HPV, a maioria das mulheres informou que as meninas
de seu convivio familiar ndo haviam sido vacinadas (72,5%). As vacinas profiléticas contra o
HPV tém potencial para reduzir substancialmente a incidéncia do cancer do colo do Utero e
outras doencas (KAHN e BERNSTEIN, 2013).

Analisando as informacOes referidas pelas mulheres, observa-se que a cobertura
vacinal no estado do Amazonas ndo conseguiu alcancar toda a populagdo alvo, e que as
barreiras geograficas existentes ainda sdo um desafio para os programas de rastreio do cancer

do colo do Utero e os programas vacinais existentes.



97

Com a implementacdo generalizada de vacinas contra 0 HPV, as infecg¢bes por HPV e
as lesBes relacionadas com o HPV diminuird substancialmente, o que poderia aumentar as
taxas de resultados falso-negativos em citologia, além de reduzida especificidade. A
combinacédo de testes de HPV e vacinacao contra o HPV com triagem citoldgica é sugerido
como uma ferramenta otimista para proteger as mulheres contra o cancer cervical (LORENZI,
SYRJANEN e LONGATTO-FILHO, 2015).

Estratégias de rastreio alternativo por meio da autocoleta tém sido desenvolvidas e
avaliadas. A autocoleta é uma opcdo de coleta atrativa para deteccdo do DNA do HPV, pois
dispensa o uso do espéculo vaginal. A amostra é coletada pela propria paciente com a escova,
podendo ser feita em casa (BHATLA et al., 2009; CROFTS et al., 2015; LORENZI et al.,
2013; LORENZI, SYRJANEN e LONGATTO-FILHO, 2015; PAUDYAL et al.,, 2015;
ROSENBAUM et al., 2014; VIRTANEN et al., 2014; ZEHBE et al., 2011).

A incidéncia do cancer cervical e a mortalidade tém diminuido significativamente nos
lugares onde o teste do Papanicolaou com base no rastreio tem sido efetivamente
implementado. No entanto, a incidéncia do cancer cervical e a mortalidade séo
aproximadamente 10 vezes maiores em paises de média e baixa renda, onde 0s programas de
rastreio baseados no teste do Papanicolaou tem apresentado limitagdes (CATARINO et al.,
2015; CROFTS et al., 2015; DA FONSECA et al., 2014; GLOBOCAN, 2012; IARC, 2014;
QIAO et al., 2013).

Para um pais de dimensdes continentais, como o Brasil, com grande disparidade
socioeconémica e cultural entre as regides, a possibilidade de se coletar amostra através da
autocoleta pode vir a ser uma alternativa bem-vinda. Além disso, possibilitaria que parte da
populacdo que ndo tem acesso aos programas de prevencdo ou até foge deles pelo temor ou
constrangimento quanto ao atendimento meédico viesse a ele se incorporar, aumentando assim

os indices de cobertura no estado do Amazonas.

A autocoleta com a escova Rovers® Evalyn® foi uma ferramenta aceita em 97,8%
das mulheres entrevistadas e considerada facil por 95,4% das participantes. Isto é encorajador

no sentido de que quanto mais a autocoleta se torna familiar ao publico, mais mulheres
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poderiam estar dispostas a utilizar esta opgdo de coleta no futuro. Da mesma forma foi
encontrado no estudo realizado por Bhatla et al. (2009), na india com 546 mulheres que
procuraram o servico ambulatorial de ginecologia, onde a técnica por autocoleta foi bem
aceita pelas mulheres e 98,1% das mulheres foram capazes de fornecer uma amostra

satisfatéria.

Num estudo realizado em Toronto/Canada com mulheres de idades entre 29-59 anos, a
maioria 77,1% (37/48) achou facil a autocoleta. Da mesma forma, 61,7% (29/47)
participantes disseram que a técnica era confortavel, e 87,2% das participantes aceitavam a
triagem do HPV por autocoleta no futuro (ZEHBE et al., 2011).

Das 412 mulheres participantes, apenas 4,6% (19 mulheres) acharam o dispositivo de
autocoleta dificil de usar. Dentre as dificuldades encontradas, introduzir a escova no canal
vaginal foi relatado por 4 mulheres (21%). Num estudo multicéntrico realizado na Franca
com 722 mulheres de 20 a 65 anos, um total de 104 mulheres (14,4%) relatou apresentar
dificuldades de executar a autocoleta vaginal. Elas tinham dificuldade para estimar a
profundidade necesséria para a autocoleta ou onde e como introduzir o cotonete e 64
mulheres (8,9%) relataram dor ou desconforto durante o procedimento de autocoleta
(HAGUENOER et al., 2014).

No estudo observou-se uma maior preferéncia pela autocoleta (76,5%) quando
comparada a coleta feita por um profissional de saude (5,3%). Sensacdes de dor e ardéncia
durante a coleta foram relatados por 12,1% das mulheres. As mulheres informaram que
gostaram da autocoleta por razdes préaticas, “porque € mais facil e mais conveniente, ndo
preciso ir até ao posto de saude”. Os resultados de uma revisédo sistematica feita por Paudyal
et al. (2015), mostraram que a autocoleta ¢ um metodo altamente aceitavel por 85% das
mulheres, sendo considerada facil pela maioria (88%) das participantes € uma técnica de

maior preferéncia quando comparada ao exame feito pelo profissional.

As mulheres ao referirem “ndo preciso ir ao posto de saude”, citaram varios motivos.
Dentre eles o mais citado por elas foi o nimero de fichas limitadas para o atendimento com o

profissional e o dificil acesso ao servico de saude. Alem disso, citaram dificuldades
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financeiras para se deslocarem até ao municipio, e isso acabava desmotivando-as a ndo fazer o

exame preventivo.

Uma dos maiores desafios encontrados durante o estudo foi chegar a essa populacéo
ribeirinha. A populacdo estudada mora nas proximidades dos rios e algumas sobrevivem da
pesca, da cac¢a, da roca e do programa Governamental bolsa familia. As casas eram na sua
maioria de madeira, ndo possuiam energia elétrica, agua encanada e saneamento basico. O rio
possui um papel fundamental na vida desta populacdo, pois € através dele que séao

estabelecidas as ligacOes entre as comunidades e 0 municipio.

A situacdo geogréfica dessas comunidades é um dos principais fatores limitantes de
acesso aos servicos basicos de salde e educacdo. As mulheres estudadas convivem com o
isolamento econémico e social, ficando a margem de uma série de politicas publicas e
mecanismos de controle da qualidade de vida. Isso justifica a baixa participacdo das mulheres
nos programas de deteccdo do cancer cervical encontrada no estudo. Existe uma grande
diferenca na cobertura de rastreio quando se estratifica por area de residéncia, sendo muito
menor nas areas rurais do que nas urbanas. Isso aumenta o risco de morrer pelo cancer do colo
do Utero até trés vezes mais em populacdes rurais e dispersas (HERNANDEZ-MARQUEZ et
al., 2014; STROHL et al., 2015).

Entre as mulheres estudadas, os motivos citados pela preferéncia da autocoleta incluia
privacidade, auséncia de constrangimento, facilidades de coleta, acesso e menos dor (por
dispensar o uso do espéculo). J& os motivos citados para a preferéncia da coleta feita pelo
profissional de salde foram por ser necessario para assegurar a saude, e que ele tem
conhecimento e experiéncia para coletar. Nenhuma das mulheres abordadas se recusou a

fornecer amostras por autocoleta.

Razbes semelhantes como privacidade, experimentar menos dor e auséncia de
constrangimento do durante o exame com o profissional de salide foram encontradas no
estudo de Virtanem et al. (2014), Crofts et al. (2015), Rosenbaum et al. (2014) e Paudayal et
al. (2015). Maés experiéncias, incluindo desconforto e inseguranga durante a autocoleta

também foram relatadas.
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A autocoleta no estudo de Silva et al. (2011), com 435 adolescentes de oito escolas
do ensino médio e duas institui¢cbes universitarias da regido norte de Portugal com idades de
14 a 30 anos, foi considerado um método menos dispendioso e ndo invasivo que reduz o
desconforto e mal-estar das mulheres quando este é comparado ao exame com o profissional

de saude nos programas de rastreio.

Para Darlin et al. (2013), mulheres que ndo participam do exame preventivo a longo
prazo, aceitam trés vezes mais o teste para HPV por autocoleta quando oferecido a elas do que

quando foram convidadas para o exame por um profissional na unidade de salde.

Em paises com programas de rastreio existentes e funcionantes, o papel atual da
autocoleta seria para oferecer uma alternativa para as mulheres relutantes em participar do
rastreio baseado na coleta por um profissional de saude. Alguns estudos tém mostrado
informacdes sobre a ndo preferéncia das mulheres na coleta por um profissional comparado a
autocoleta, e as suas razdes para a preferéncia (CROFTS et al., 2015; DARLIN et al., 2013;
LORENZI et al., 2013; ROSENBAUM et al., 2014; VIRTANEN et al., 2014; ZEHBE et al.,
2011).

Num estudo piloto realizado no Canada, a maioria das participantes (87,2%) era
favoravel no futuro da triagem do HPV por autocoleta. Este achado foi independente da idade,
nivel educacional e histéria prévia de testes de Papanicolaou anormais. A autocoleta e 0s
testes para HPV foram bem recebidos e a qualidade da amostra foi excelente (ZEHBE et al.,
2011).

Varios estudos tém mostrado que a autocoleta tem sensibilidade para a detec¢do de
lesbes de baixo e alto grau e até mesmo cancer invasivo, e que é equivalente ou mesmo
superior ao exame de Papanicolaou (ARBYN et al.,, 2014; BELINSON et al.,, 2012;
PETIGNAT et al., 2007).

Um estudo recente de metanalise demonstrou que para pesquisa de infec¢do por HPV
de amostras obtidas por profissional médico é exigido exame ginecoldgico, e que se forem

autocoletadas pode prevenir o cancer de colo em areas remotas. E que apesar do valor
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preditivo positivo do teste de HPV ser mais baixo em amostras vaginais autocoletadas
comparadas com a citologia, tais testes podem ser preferiveis para detectar NIC 2 ou lesGes
mais graves em ambientes de baixos recursos, onde a infraestrutura precaria prejudica a
eficacia dos programas de triagem citoldgica (ADLER et al., 2012; ARBYN et al., 2014).

No México foi feito um ensaio randomizado com mulheres de comunidades rurais
mexicanas com idades entre 25-65 anos. Foram selecionadas 9.202 mulheres aleatoriamente
no grupo de triagem do HPV para a realizagdo da autocoleta, assim como 11.054 para
realizacdo da citologia cervical. Neste estudo, a Prevaléncia de DNA do HPV foi de 9,8% (IC
95% 9,1 -10 - 4). A sensibilidade relativa do teste de HPV foi de 3,4 vezes maior (2,4 -4 - 9)
que a citologia. O valor preditivo positivo do teste de HPV para lesées NIC 2 ou maior foi de
12,2% (9,9 -14 - 5), em comparacdo com 90,5% (61,7 -100) da citologia. Vale ressaltar que
100% das mulheres selecionadas aceitaram a realizacdo da autocoleta nesse estudo
(LAZCANO-PONCE et al., 2011).

Num estudo para verificar o predominio de genotipos de HPV em amostras cervicais
vaginais autocoletadas e coletada pelo médico, observou-se que a maioria das participantes
(91%) descreveu a escova como facil de usar, e muitas destas mulheres referiram o aspecto da
autocoleta ser menos demorado e ter um maior beneficio. Cerca de um terco das participantes
estava preocupada com a realizacdo do teste corretamente, e disse preferir um "especialista”
para coletar a amostra. No entanto, a maioria das mulheres entrevistadas (70%) favoreceu a
autocoleta de amostras como uma opcéo de escolha durante a coleta com o médico, por razdes
de conforto e conveniéncia (DIIJKSTRA et al., 2012).

Quanto ao teste Onco E6™, a expressdo da oncoproteina E6 foi observada em 06
(1,4%) casos das amostras cervico-vaginais autocoletadas. No estudo feito por Zhao et al.
(2013) com 7.543 mulheres com idades de 25-65 anos, da area rural da China 1,8% das

amostras apresentaram positividade para o teste Onco E6™.

Das 14 alteracfes encontradas no citopatologico, 04 (28,6%) foram positivas para o
teste Onco E6 e 10 (71,4%) foram negativas. A concordancia entre o teste Onco E6™ ¢ o

exame citopatologico foi de 80% (p = 0,01). E importante salientar que uma amostra no
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citopatoldgico (LSIL) revelou-se NIC 11l no histopatologico, e foi possivel sua detec¢do no
teste Onco E6™. Talvez uma das limitacOes encontradas no estudo foi a ndo realizacdo da
citologia em todas as mulheres, uma vez que so realizava o0 exame a mulher que apresentasse
positividade para o teste Onco E6 ou para a PCR. Apesar da boa concordancia entre o teste e

0 exame citopatoldgico, a maioria das mulheres deixou de ser rastreada pelo citopatoldgico.

Por outro lado, um caso de LSIL no citopatoldgico se apresentou como NIC Il no
histopatoldgico. Este dado demonstra que a deteccdo da oncoproteina E6 do HPV pelo teste é
atil para identificar mulheres que apresentam lesdes pré-cancerigenas e até mesmo o cancer
cervical. E importante salientar que o exame citopatoldgico também apresenta limitagdes que
vao desde a técnica de coleta até o preparo e leitura da lamina. Estes fatores podem ter

interferido na qualidade da amostra para um diagnoéstico citopatolégico preciso.

O resultado histopatoldgico das mulheres positivas no teste identificou 01 caso de
neoplasia intraepitelial cervical de grau | (NIC I), 01 caso de neoplasia intraepitelial cervical
de grau Il (NIC I11) e 01 carcinoma invasor. A sensibilidade do onco E6™ para NIC3+ foi de
50% (2/4) e para qualquer NIC foi 60% (3/5). A especificidade para NIC3+ foi de 99%.

A alta especificidade do teste Onco E6 foi significativa para a deteccdo de lesdes pré-
cancerosas e em especialmente para o cancer cervical no nosso estudo, o que levanta a
possibilidade de sua aplicacdo na triagem de populagfes com alta prevaléncia do HPV, e em
populagdes de alto risco para o cancer cervical, como as da Amazonia brasileira. Da mesma
forma, acredita-se que haveria uma reducdo significativa de colposcopias desnecessarias para
estas mulheres, recurso este que encontra-se ausente na maioria dos municipios do estado do

Amazonas.

No entanto, o teste apresentou sensibilidade razoavel. Em um dos casos de carcinoma
invasor o teste Onco E6™ ndo testou positivo, uma das possiveis explicacfes seria 0 caso de
estar associado a outro tipo de HPV que nédo seja 0 16 ou 18. O teste Cervical Onco E6™ tem
como alvo apenas HPV16 e 18. Outros tipos adicionais de HPV sdo esperados para um
aumento da sensibilidade, sem impacto significativo na especificidade, uma vez que se espera
que a alta expressao de E6 seja uma caracteristica de lesdes pré-cancerigenas de qualquer tipo

viral, em vez de apenas infeccéo.



103

Um dos pontos negativos do estudo, foi que apenas as mulheres positivas para 0 DNA
do HPV é que foram recrutadas para o exame citopatolégico. Isso impediu que fosse

calculada a sensibilidade da PCR para a deteccdo do cancer cervical.

Zhao et al. (2013), ao realizar um estudo com 7.543 mulheres com idades de 25-65
anos, de areas predominantemente rurais da China, observou-se que o percentual da
Oncoproteina E6 positivo aumentou de forma constante com o aumento da gravidade do
diagndstico: 0,8% para negativa ou nenhuma alteracdo histoldgica, 8,5% para NIC I, 17,8%
para NIC 11, 48,8% para CIN3, e 84,6% para cancer cervical.

Um estudo-piloto realizado por Schweizer et al. (2010) com amostra de esfregacos
cervicais usando o teste AV Avantage HPV E6 para o HPV tipo 16,18 , e / ou 45, demonstrou
que a deteccdo da oncoproteina E6 nos esfregacos cervicais é vidvel e potencialmente mais
especifico para NIC3+ do que a deteccdo do DNA do HPV para 0s mesmos genotipos de
HPV.

Sellors et al. (2011), realizaram um estudo com 2.530 mulheres rastreadas na faixa
etaria de 30 a 54 anos em Shanxi, na China. Os resultados deste estudo demonstraram que a
expressao da oncoproteina E6 estd associada com o grau de mudanca neoplasica visto na
histologia do colo do Utero da mulher. A prevaléncia de deteccdo da Oncoproteina E6
aumenta de forma significativa de 12,5%, 36,4% e 42,9% entre as mulheres com NIC I, Il e

I11 respectivamente.

Um estudo de base populacional com mulheres que vivem na China, o teste Onco E6
para deteccdo do HPV16/18/45 apresentou uma sensibilidade de 50% para NIC3+, e as
mulheres que testaram positivo apresentam alto risco de ter NIC2, NIC3 ou céancer. (QIAO et
al., 2013).

Quanto a infeccdo pelo HPV, a prevaléncia da positividade do DNA HPV na populagéo
estudada foi de 18,7% (n=77) para qualquer tipo de gendtipo, semelhante ao encontrado por
Pinto, Fuzii e Quaresma (2011) num estudo feito com 444 mulheres do estado do Para, onde

14,6% das participantes apresentavam infeccéo genital pelo HPV.
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A prevaléncia da infecgdo pelo HPV encontrada no estudo corroboram com oestudo de
Oliveria et al., (2013) com amostras de células cervicais de 302 mulheres gestantes atendidas
nos Ambulatérios de Ginecologia e Obstetricia e em Unidades Bésicas de Saude do Rio
Grande do Sul. Foi observada uma prevaléncia do HPV de 18,2% (55 pacientes) do total de
mulheres que participaram no estudo.

A prevaléncia mundial da infec¢éo pelo papiloma virus humano (HPV) em mulheres
sem anormalidade cervical é de 11-12%. As variagdes nas taxas de infec¢do variam de acordo
com regi&o, se mostrando com taxas mais elevadas na Africa Subsaariana (24%), Europa
Oriental (21%) e na América Latina (16%) (AYRES e SILVA, 2010; FORMAN et al., 2012).

Foi encontrado resultado semelhante com mulheres da area rural da China, uma
prevaléncia de 14% a 18% (ZHAO et al., 2013). Estudo realizado com amostras de 49
mulheres nativas do noroeste de Ontario/Canadd, utilizando como técnica a autocoleta, a
prevaléncia geral da infeccdo pelo HPV foi de 28,6% (ZEHBE et al., 2011).

Esta prevaléncia pode ser considerada elevada quando comparada ao estudo de Ayres e
Silva (2010), para analisar a prevaléncia de infeccdo pelo virus do papiloma humano (HPV)

em mulheres no Brasil, onde a prevaléncia da infecgdo pelo HPV variou de 13,7% a 54,3%.

Num estudo realizado no ambulatério de Ginecologia de um Hospital Universitario de
Santa Catarina (UFSC) foram avaliadas amostras cervicais 100 mulheres que procuraram
atendimento médico. O DNA do HPV foi encontrado em 21% das mulheres (RAMA et al.,
2008).

Um estudo feito por Sales (2015), na cidade de Manaus, com 643 mulheres que
procuraram o0 servi¢o de saude para rastreio do cancer do colo do Utero, a prevaléncia da
infeccdo pelo HPV encontrada pelo método de PCR em tempo real foi de 16%, abaixo do

percentual encontrado nesse estudo.

Comparando-se a prevaléncia de infeccdo por HPV em mulheres moradoras da area
rural de Coari (18,7%) com as prevaléncias encontradas em outros estudos brasileiros cuja
amostra se assemelha ainda mais a deste estudo, encontramos alguns nimeros aproximados

aos do atual estudo ou inferiores: 29,1% em mulheres da area urbana de Coari (ROCHA et al.,
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2013), 21 % em S&o Paulo (RAMA et al., 2008), de 19.2% a 34.1% em mulheres de dois
distritos indigenas do estado de Roraima (FONSECA et al., 2015).

Quanto as caracteristicas socioecondémicas e comportamentais de risco para o HPV das
mulheres estudadas, observou-se que a idade das mulheres variou de 18 a 81 anos, com uma
média de 34 +15,3 anos. De acordo com os dados houve significancia estatistica entre a idade
e a infeccdo por HPV (p=0,02), o que esta em acordo com a literatura sobre o assunto, e
corresponde a faixa etaria de maior prevaléncia da infeccdo genital pelo HPV. Observou-se
que mulheres abaixo dos 34 anos de idade apresentam maior risco de apresentaram infeccao

pelo HPV do que mulheres acima dessa faixa.

Alguns estudos de prevaléncia da infec¢do pelo HPV realizados no Brasil em amostras
semelhantes ao atual estudo incluiram mulheres numa ampla faixa etaria, como o estudo de
Rocha et al. (2013), que incluiu mulheres da area urbana de Coari/AM, que procuraram o
servico de salde para rastreio do cancer do colo do Utero, compreendendo idades entre 18 a
78 anos, e uma média de 36,4 £ 13,4 anos. Observa-se caracteristicas semelhantes ao estudo
de Fonseca et al. (2015) com 664 mulheres de 13 aldeias indigenas, pertencentes ao estado de
Roraima, cuja abrangéncia foi de idades entre 12 a 92 anos com uma média de 35,8 (+ 14,5)

anos.

Um estudo feito por Sales (2015) na cidade de Manaus com mulheres que procuraram
0 servico de salde para o rastreio do cancer do colo do Utero, observou-se que mulheres com
idade abaixo de 30 anos apresentam 3,6 vezes mais chance de estarem infectadas pelo HPV,
entretanto esse risco de infeccdo por HPV vai diminuindo entre as mulheres com idade mais

avancada.

Um estudo feito por Oliveria et al., (2013) com amostras de células cervicais de 302
mulheres gestantes atendidas nos Ambulatorios de Ginecologia e Obstetricia e em Unidades
Basicas de Saude do Rio Grande do Sul, observaram que pacientes com idades iguais ou
inferiores a 20 anos apresentaram maior prevaléncia da infecgdo pelo HPV quando

comparadas aquelas de maior idade (p=0,002).



106

Apesar da populacdo de adolescentes ser considerada de maior risco para portar o
HPV, os exames de rastreio neste grupo sdo menos frequentes do que entre as mulheres
adultas. Por isto, sugere-se direcionar projetos de educacdo em saude neste grupo para se
divulgar ndo s6 a importancia e a finalidade do exame citopatolégico, mas também o uso de
preservativos e o controle dos parceiros sexuais, relacionando tais condutas a prevencao do

cancer do colo uterino.

A maioria (53,4%) das mulheres apresentava escolaridade inferior a 8 anos. A
escolaridade pode ser um indicador da classe socioecondmica dessas mulheres, o que
sugeriria que elas pertencessem a classes menos favorecidas, por morarem em lugares de
dificil acesso ao servico de saude e a educacdo. No entanto, neste estudo ndo houve
associagdo e significancia estatisticas entre a escolaridade e a infeccdo pelo HPV. As
mulheres que diziam ter estudado até o ensino primario, observou-se que sabiam apenas

assinar seu nome, e com dificuldades.

Quando perguntadas sobre o conhecimento a cerca do HPV, muitas responderam que
nunca ouviram falar do assunto, e outras se confundindo até com o virus do HIV (“Ja ouvi
falar sim, ja até tiraram 0 meu sangue quando eu tava gravida pra vé se eu tinha, mas ndo deu
nada”).

Isto é um fator preocupante, pois mostra pouca ou nenhuma informacdo destas
mulheres em relacdo a associacdo do HPV com o cancer do colo do Utero. O baixo nivel de
escolaridade esta associado ao pouco acesso aos servicos de educacdo, fator esse evidenciado

pela falta de conhecimento em relagdo a infec¢do pelo HPV e outras DST’s.

A baixa escolaridade ¢ uma caracteristica encontrada com maior frequéncia nos paises
subdesenvolvidos e associada as elevadas taxas de infec¢fes pelo HPV. Na Itdlia, num estudo
feito por Marcellusi et al., (2015) foi encontrado resultado divergente, pois o alto nivel de
escolaridade foi associado com um efeito estatisticamente significativo de proteccdo para a
infeccdo pelo HPV (P =0,001).

Apesar do vinculo indissoluvel entre a atividade sexual e o cancer cervical, o rastreio
do colo do Utero e a promocdo da saude sexual ainda parecem estar desarticuladas, e o papel

de uma infeccdo sexualmente transmissivel levando ao desenvolvimento do cancer cervical
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ndo estd sendo suficientemente enfatizada nas campanhas de promocdo a saude a estas

mulheres.

Quanto ao numeo de filhos, as participantes apresentaram uma média de 4 + 3,9 filhos.
Porém, a paridade no presente estudo ndo mostrou associacdo e nem significancia estatistica
com a infeccdo pelo HPV. No entanto, no estudo caso-controle feito por Zhang et al. (2013)
com mulheres da area rural da China, ter mais de trés ou trés filhos apresentou associacgao e
diferenca significativa (p=0,05) para se ter cancer do colo do Utero. Para Bosch et al. (2002), a
alta paridade é um fator consistente para o cancer cervical em mulheres que possuem DNA do
HPV. O fator de risco dobra nas que tiveram 4 filhos, quando comparado com as que tiveram

1 ou nenhum.

Um estudo feito por Oliveria et al., (2013) com amostras de células cervicais de 302
mulheres gestantes atendidas nos Ambulatérios de Ginecologia e Obstetricia e em Unidades
Basicas de Saude do Rio Grande do Sul, a multiparidade constitui-se fator de protecdo para a
infeccéo pelo HPV (p=0,01).

A maioria dos participantes tinha iniciado atividade sexual antes dos 16 anos (75%). A
idade da primeira relacdo sexual variou de 11 a 21 anos, com uma média de 15 + 1,8 anos. As
mulheres que tiveram o inicio da atividade sexual aos quinze anos ou mais, apresentaram
maior prevaléncia de infeccdo pelo HPV, no entanto, tais associacbes ndo apresentaram

significancia estatistica para o estudo.

No estudo de Oliveria et al., (2013) observou-se associa¢do significativa entre o inicio

precoce da vida sexual (idade <17 anos) com a infeccéo pelo HPV (p=0,04).

Para Widdice e Moscicki (2008), a infeccdo pelo HPV ocorre logo ap6s a iniciagdo
sexual, enfatizando a importancia da relacéo sexual na transmissdo. Mulheres que comecam a
ter relacOes sexuais antes dos 16 anos sdo mais vulneraveis a infeccdo pelo HPV, porque
durante a puberdade o colo do Utero sofre alteragdes celulares na zona de transformacdo que
séo conhecidas como ectopia, ficando mais propensas a infecgdo persistente pelo HPV e para
outras infecgdes (CASTLE et al., 2006).
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Estudo feito com 198 mulheres de uma clinica especializada em Goi&nia com um
esfregaco cervical anormal, observou-se que ter relagdes sexuais com idade precoce antes dos
16 nos aumenta o risco de ter HPV de alto risco (RIBEIRO et al., 2015)

Em relacdo ao comportamento sexual das mulheres participantes do estudo, 66,2%
relatou apresentar mais de um parceiro sexual ao longo da vida. Evidéncias significativas
entre a associacao do nimero de parceiros sexuais e a infeccdo pelo HPV foram apontadas na
andlise realizada (p=0,02). Esses dados demonstram que quanto maior o nimero de parceiros
sexuais, maior o risco de ser infectada pelo HPV. Semenlhante a estes dados foi encontrado
no estudo de Ezechi et al. (2014) em mulheres nigerianas. De acordo com Widdice &
Moscicki (2008), o risco de infeccdo também aumenta com cada novo parceiro sexual,

destacando a facilidade da via de transmissao durante o ato sexual.

Estudos tém mostrado consistentemente um risco aumentado da positividade do HPV
genital masculino com o comportamento sexual, o que poderia levar a um risco aumentado de

cancer cervical em suas parceiras (ALMONTE et al., 2008).

Das mulheres infectadas pelo HPV, 67,5% relataram ter o habito de usar
preservativos com o seu parceiro. O habito de usar o preservativo pela maioria das mulheres
foi analisado também como fator de protecdo e ndo de risco para se ter infeccdo pelo HPV
(IC: 0,3-0,9). Também no estudo realizado por Tran et al. (2015) com 1550 mulheres do
Vietnd que realizaram rastreio para o cancer do colo do Utero, ndo fazer uso do preservativo

mostrou associacdo e significancia com a infeccao pelo HPV.

Em relacdo a infeccdo atual, 75 mulheres (97,4%) negaram ter apresentado ou
apresentarem alguma DST no momento da abordagem. Esses dados mostraram que ndo houve
associacdo e nem significancia estatistica entre a infeccdo pelo HPV e DST prévia. J& no
estudo de Castellsague et al. (2014), ao analisarem os fatores de risco de 982 mulheres de
uma multinacional, apenas a historia de DST foi associada como maior risco para a infeccéo
por HPV.

Um estudo realizado com 515 mulheres da Nigéria positivas para HIV com objetivo

de verificar a prevaléncia do HPV de alto risco (HPVhr), observou-se que a prevaléncia de
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HPVhr foi maior em mulheres HIV positivo (24,5%) do que em mulheres HIV negativas
(15,9%) (OR =1,7; IC 95%: 1,1-2,7), e que ter uma DST aumenta o risco para a persisténcia
viral no colo do utero levando a possiveis transformacdes das células infectadas em lesdes

pré-cancerosas ou até mesmo o préprio cancer (EZECHI et al., 2014).

O perfil sociodemografico observado da populacdo incluida no estudo atual é
tipico das populagdes africanas e de outros paises subdesenvolvidos atendidos pelos servigos
de salde, onde a cobertura do cancer do colo do Utero ainda se encontra com limitacGes
(CATARINO et al., 2015; EZECHI et al., 2014).

Quanto ao exame citopatoldgico, observou-se que as 77 mulheres com HPV positivo
foram recrutadas. Porém, cerca de 55 (71,4%) mulheres compareceram a Policlinica em Coari
para a coleta da citologia em meio liquido por profissionais treinados. O resultado obtido das
amostras foi satisfatorio perfazendo um percentual de adequabilidade das amostras de 100%.
O percentual aceito de laminas insatisfatorias de acordo com o Ministério da Saude é de até
5% (BRASIL, 2014a).

A qualidade do exame citopatoldgico (Papanicolaou) é condicdo fundamental para a
garantia do programa de rastreamento. O indicador de percentual de amostras insatisfatorias é
utilizado para avaliar a qualidade da coleta e do preparo das laminas, tanto na unidade de
coleta como no laboratério (BRASIL, 2014a). Os dados do estudo sugerem que tanto a coleta

quanto o preparo e a leitura das laminas foram de boa qualidade.

Destas 55 amostras satisfatorias, 41 (74,5%) delas apresentaram achados citologicos
compativeis com normalidade, e 14 (25,5%) apresentaram achados alterados. O percentual de
casos alterados no presente estudo encontra-se dentro do percentual de positividade de
exames citopatoldgicos estipulado pelo Ministério da Saude, que seria maior ou igual a 3%
(BRASIL, 2014a).

O percentual de alteragdes citopatoldgicas encontradas foi de 50% para ASCUS
(7/14), 35,7% LSIL (5/14) e 14,3% HSIL (2/14). Os dados do nosso estudo convergem com

os dados do relatério tecnico do INCA, onde a propor¢do de exames compativeis com atipias
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de significado indeterminado em células escamosas (ASCUS) entre exames citopatoldgicos
alterados, deve ser menor que 60% (BRASIL, 2014a).

Num estudo feito por (VIEIRA et al., 2015), com 265 amostras de estudantes
universitarias de Belém no Pard, um alto grau de lesdes intraepiteliais escamosas (HSIL)
foram encontradas em seis amostras (2,3%), e lesdes de baixo grau (LSIL) em 17 (6,4%),
células escamosas atipicas de significado indeterminado (ASCUS) em 14 (5,3%), e células
escamosas atipicas, ndo se pode excluir HSIL (ASC-H) em um (0,4%). As outras 227
amostras analisadas neste estudo apresentaram citologia normal (85,7%).

Quanto ao total de exames citopatoldgicos realizados das 412 mulheres, obteve-se 0s
seguintes percentuais: 1,6% ASCUS, 1,2% para LSIL, 0,48% HSIL. De acordo com o
relatdrio técnico do INCA, a propor¢do de exames compativeis com atipias de significado
indeterminado em células escamosas (ASC) entre exames citopatoldgicos do colo do Utero
deve ser menor gue 5%, 0 que se mostra em concordancia com os dados do nosso estudo. No
entanto, a proporcdo de resultados de Lesdo intra-epitelial escamosa de algo grau (HSIL)
entre exames citopatologicos do colo do Utero, deve ser menor ou igual a 0,4%. No nosso
estudo, os dados se encontram acima do que € preconizado pelo INCA, pois detectou-se
0,48% de HSIL (BRASIL, 2014a).

A proporcdo de exames alterados se assemelham ao estudo realizado por Fonseca et
al. (2015), com mulheres indigenas do Distrito Yanomami e Distrito Oeste do estado de
Roraima, onde os 10 casos considerados alterados observou-se as seguintes proporcoes:
ASCUS (1.6%), 7 casos de LSIL (1.15%), 2 casos de HSIL (0.33%) e 1 case de carcinoma
invasor (0.17%).

Entre as mulheres arroladas no estudo quando perguntadas sobre a frequéncia da
realizacdo do exame preventivo, a grande maioria relatou realizar o exame uma vez ao ano.
Esta frequéncia foi observada na maioria das mulheres do estudo que recebem o “Bolsa
Familia”, um programa governamental para familias que vivem em condi¢des de miséria no

Brasil, que condiciona o beneficio as exigéncias impostas como: calendario de vacina dos
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filhos em dias, manter seus filhos na escola, realizacdo do exame preventivo anualmente, e

outras condicionantes.

No Brasil, os programa de rastreio da populacdo com base no cancer cervical ndo
foram implementados de forma organizada, e ndo apresentam um sistema universal para
alcancar todas as mulheres (LORENZI, SYRJANEN e LONGATTO-FILHO, 2015). Os
programas de rastreio predominantemente oportunistas (ao contrario de programas
sistematicos e organizados) que fornecem uma cobertura limitada geram varios exames para a
mesma mulher, e tendem a negligenciar as mulheres que ndo se beneficiariam ainda com o
exame (NAVARRO et al., 2015).

Ainda no presente estudo, das 412 mulheres abordadas observou-se que um percentual
de 26,7% (110) mulheres nunca haviam realizado o exame preventivo. Dentre 0s motivos
mais citados foi o dificil acesso aos servigos de saude. O dificil acesso aos servi¢os de saude €
uma caracteristica de regides com baixo nivel de escolaridade e de baixa renda, caracteristicas

estas observadas nas mulheres arroladas no estudo.

Oliveria et al., (2013) realizaram um estudo com 302 mulheres gestantes atendidas nos
Ambulatérios de Ginecologia e Obstetricia e em Unidades Bésicas de Salde do Rio Grande
do Sul. Obseervou-se que a infeccdo pelo HPV foi significativamente mais frequente em
mulheres que relataram nao terem feito o exame citopatologico. Apesar dos beneficios do
exame citopatologico ser conhecido, a cobertura deste exame ainda é baixa no estado do
Amazonas. A sua realizacdo periodica seria a melhor estrategia para o rastreamento do cancer
cervical.

O estado do Amazonas apresenta cerca de 725.181 mulheres pertencentes a area rural.
Extrapolando o mesmo percentual de mulheres ndo atingidas no rastreio encontrado neste
estudo a populagdo de mullheres de &reas rurais do Estado do Amazonas, este numero
equivaleria a cerca de 188.547.06 (26%) mulheres desta populagdo nunca realizaram o exame
preventivo por viverem em situacbes de dificil acesso, e apresentando caracteristicas
semelhantes ou iguais as observadas no nosso estudo como: baixa escolaridade, renda inferior

a menos de um salario minimo, pouca ou nenhuma informacao a respeito da importéncia da
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realizacdo do exame preventivo, da associacdo do HPV oncogénico com o desenvolvimento

de neoplasias cervicais.

Considerando que a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) recomenda uma cobertura
populacional de aproximadamente 80% para controlar a morbidade e a mortalidade por cancer
do colo do utero em uma regido, as evidéncias sugerem que falhas em outras etapas da
estratégia preventiva estejam implicadas no sucesso parcial do programa preventivo no estado
do Amazonas e em outras regibes do pais (BRASIL, 2014c; LORENZI, SYRJANEN e
LONGATTO-FILHO, 2015).

No ultimo senso do IBGE feito em 2010, a populagdo feminina do Amazonas dos 25
aos 64 anos era de 737.428 mulheres. O numero de exames realizados no ano de 2014
segundo os dados do SISCOLO foi de 161.496 exames citopatologicos. Ao utilizar esses
dados para se calcular a razdo de exames nesse ano obtém-se 0,21% de cobertura, ou seja, a
cobertura realizada neste ano de 2014 em relacdo a populacdo de rastreio foi de 21%,
mostrando que a cobertura do nosso Estado ainda estd muito abaixo do preconizado pelo
Ministério da Saude, que é de 80% (BRASIL, 2014c)

Um estudo com base em inquérito domiciliar realizado por Navarro et al. (2015), com
muheres entre 25 a 59 anos do municipio de Boa vista-RR, mais de 20,0% das mulheres que
aderiram & estratégia de rastreio, foram submetidas a testes por razdes oportunistas (gravidez,
consulta médica ou reclamacdes particularmente, ginecoldgicos), e quando elas apresentavam
gueixas, como coceira e leucorréia, procuram atendimento médico e eram aconselhadas a

realizar o exame.

Nesse estudo, todas as 55 mulheres foram recrutadas para a realizagdo da colposcopia,
e quando necessario biopsia dirigida, porém apenas 47 compareceram. A recomendacdo do
Ministério da Saude, € que sejam encaminhadas ao exame colposcépico apenas as mulheres

que apresentarem alteracfes no exame citopatoldgico do tipo ASC-H e HSIL.

Das 14 alteracBes presentes, 11 foram positivas no teste molecular Papillocheck®. E
importante ressaltar, que somente eram recrutadas para a citologia as mulheres que fosse HPV
positivo na PCR PGMY. Das 07 alteragdes citoldgicas do tipo ASCUS, 4 (36,4%) possuiam
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positividade para o HPV, compreendendo os genotipos 16, 31, 42 e 58. O fato de nem todas
as pacientes com ASCUS exibirem infeccdo pelo HPV é plausivel, devido a esta classificacdo
estar mais relacionada a presenca de alteracdes morfologicas do tipo reparativas, e nédo

neoplasicas, sendo a maioria reversivel.

Todos os 5 (45,5%) casos de LSIL apresentaram positividade para HPV, sendo
identificados os gendtipos HPV 16, 18, 51, 31, 43, 66 e 82. Das 2 mulheres com HSIL, 2
(18,1%) apresentaram positividade para HPV, incluindo os genotipos 16 e 18. Analisando o
HPV 16 observa-se uma maior prevaléncia e uma forte associacdo com amostras alteradas do

exame citopatologico.

Os dados do estudo se aproximam dos encontrados por Dickson et al., (2014), em
mulheres compreendendo idades entre 31-65 anos, dos Estados Unidos. Mulheres que
apresentaram a infeccdo multipla pelo HPV incluindo o HPV 16, foram mais propensas a ter
citologia anormal, com um maior risco associado a alteracdo citopatoldgica do tipo HSIL (OR
2,98: 1C:1,57-5,64).

Bruno et al (2014) realizaram um estudo retrospectivo com 351 prontuérios de
mulheres com genotipagem positiva pelo teste PapilloCheck® na cidade de Salvador, Bahia.
Foi observado que a propor¢édo do HPV 16 aumentou com a severidade das anormalidades
cito-histopatoldgicas associadas: de 13,8% (12/87) nas lesdes de baixo grau para 42,4%
(14/33) nas lesdes de alto grau. Entre as mulheres com HSIL, o HPV 16 foi 0 mais frequente,
42,4% (1C95% 25,5-60,8), seguido do HPV 56 em 18,2% (IC 95% 6,9-35,5).

Rocha et al., (2013), realizaram um estudo com mulheres da area urbana do municipio
de Coari que procuraram o servigo de saude para realizagdo do exame preventivo. Observou-
se que dentre os 7 casos de mulheres com alteracdes citologicas, foram encontrados 5 casos
(70%) de infeccdo pelo HPV, sendo 3 casos de HPV 16 (2 em pacientes com ASCUS e 1 em
uma paciente com HSIL), 1 caso de HPV 58 em pacientes com ASCUS e 1 caso de HPV 33
em paciente com LSIL, sendo encontrado uma prevaléncia de 31,8% de infec¢do pelo HPV
16.
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Os dados referentes as mulheres com resultado colposcépico, das 56 colposcopias
realizadas no estudo, 47 (83,9%) delas apresentaram achados normais e 9 (16,1%) achados
alterados. Todos os casos alterados foram submetidos a biopsia dirigida para exame
histopatolégico. A colposcopia subsequente ao resultado citopatologico é a melhor forma de
identificar as atipias que correspondem a neoplasias de alto grau e as separar daquelas que néo
apresentam alteraces intraepiteliais (BRASIL, 2014b).

Entre os nove achados histopatoldgicos houve 5 casos de NIC I, 2 NICIII, 2
Carcinoma invasor. Os dois casos de carcinoma invasor foram acompanhados e tratados na
Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas. Para a efetividade do
programa de controle do cancer do colo do Utero, faz-se necessario garantir a organizacao, a
integralidade e a qualidade dos servigos e agdes da linha de cuidado, bem como o tratamento e
0 seguimento das pacientes (BRASIL, 2014b).

Neste estudo, utilizando-se da proporcionalidade, a taxa bruta de incidéncia do
carcinoma invasor na populacdo de estudo foi de aproximadamente 486/100.000 mulheres.
Este dado apresenta um impacto social e humano para o estado do Amazonas, quando
comparado aos dados do INCA (2014). Configurando-se como um importante problema de
salde publica, segundo as ultimas estimativas mundiais para o ano de 2012, o cancer do colo
do Utero é o quarto tipo de cancer mais comum entre as mulheres, com 527 mil casos novos.
Sua incidéncia é maior em paises menos desenvolvidos quando comparada aos paises mais

desenvolvidos.

Ainda neste estudo, observou-se que, das 14 mulheres com resultados citopatolégicos
classificados como ASCUS/LSIL e HSIL, apenas 04 (28,6%) foram submetidas a biopsia
dirigida por um profissional médico treinado. Das 04 (2=LSIL, 2=HSIL) biopsias, 01 dos
casos de LSIL (HPV 51) apresentou diagnéstico de NIC | e o outro caso (HPV 16) confirmou
NIC I11. J& para os dois casos de HSIL, 01 caso ( HPV 18) apresentou diagndstico de NIC | e

0 outro caso (HPV 16) confirmou carcinoma invasor.

Os dados do estudo sugerem que, entre as mulheres que ndo realizaram a colposcopia,

algumas poderiam apresentar um diagnostico alterado no exame histopatologico, destacando
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assim um possivel atraso no diagnostico. Para Brito-Silva et al. (2014), o diagndstico tardio
dificulta o acesso aos servigos e revela, sobretudo, caréncia na quantidade e qualidade de

servigos oncoldgicos.

Fonseca et al. (2014) realizaram um estudo com 100 amostras de mulheres do estado
de Roraima para avaliar a acuracia da citologia cervicovaginal. Os resultados deste estudo
sugerem que uma elevada proporcdo de mulheres portadoras de lesdo intraepitelial cervical,
rastreadas na rede SUS do Estado de Roraima para 0 CCU, recebem resultados citolégicos
falsos negativos, privando-as de acompanhamento especializado quando ainda assintomaticas

e/ou com doenca inicial.

No presente estudo, mulheres que apresentaram diagnéstico de LSIL na citologia e
que sdo positivos para 0 HPV de alto risco apresentam o mesmo risco de apresentar NIC3+ no
histopatologico. Dados semelhantes foram encontrados no estudo de Guido (2014), onde
mulheres que tém um diagndstico de LSIL apresentam o0 mesmo risco de desenvolver CIN2 +
como as mulheres que apresentaram resultado citopatolégico de ASCUS e que sdo HPV

positivos.

Das nove alteracBes encontradas no histopatoldgico, 6 (75%) apresentaram
positividade para o gen6tipo do HPV pela técnica do Papillocheck®, e em 2 (25%) amostras o
resultado foi negativo (25%). Em uma das amostras ndo foi realizado o teste, pois apresentou
resultado anterior negativo na PCR PGMY09/11. Este dado nos permite sugerir que talvez
fatores como hipocelularidade, problemas no processamento e analise da amostra podem ter
implicado na deteccdo deste caso de NIC 11l naPCR PGMY09/11.

Houve associacdo significativa entre a presenca de leséo cito-histopatologica de baixo
ou alto grau e os gendtipos de alto risco, HPV 16, HPV 18 e HPV 51. Observa-se no estudo
que a propor¢do do HPV de alto risco aumentou com a severidade das anormalidades cito-

histopatolégicas associadas.

Vieira e Almeida et al.,, (2013) realizaram um estudo com 994 mulheres que
participaram do rastreio para o cancer cervical em Portugal. A maioria (28%) das lesdes
encontradas na citologia apresentou infecgdo para o HPV.
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Num estudo realizado na cidade de Manaus, na Fundagdo Centro de Controle de
Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON) com 122 mulheres diagnosticadas com lesdo
prée-malignas ou malignas do colo do utero (LSIL, HSIL, Carcinoma invasor ou
Adenocarcinoma, foi encontrado 100% de positividade para o HPV nos casos de
adenocarcinoma, carcinoma invasor e LSIL e 93% nos casos de HSIL . Os dados do estudo
mostraram forte associacao da infecgdo pelo HPV com o cancer cervical (FERREIRA, 2007).

Num estudo feito por Entiauspe et al. (2014), com 251 mulheres que procuram
atendimento ginecoldgico na clinica ginecoldgica ambulatorial da Universidade Federal de
Pelotas, a infecgé@o por qualquer tipo de HPV se mostrou presente em 2,1% dos casos de NIC
I e 0,4% nos casos de NIC Il, com uma alta prevaléncia (29,9%) de gendtipos de HPV

oncogeénicos.

Alguns fatores de risco relacionados as alteracdes histopatoldgicas foram analisados
(idade, escolaridade, nimero de filhos, idade da primeira relacdo sexual, nimero de parceiros
sexuais, numero de abortos, uso do preservativo, frequéncia da realizacdo do exame
preventivo e infecgdo prévia por DST’s). Porém, nenhuma das variaveis mostrou diferenca

estatisticamente significativa para as alteracfes histopatolégicas.

Quanto a genotipagem pela técnica do PapiloCheck®, das 79 amostras analisadas, o
HPV foi detectado em 46 (58,2%). Quatorze (17,7%) amostras foram consideradas negativas
e 19 (24,67%) foram consideradas invalidas devido a auséncia da amplificacdo do gene
ADATL. O percentual encontrado de positividade para o HPV estd acima do encontrado no
estudo feito por Vieira e Almeida et al. (2013) com 994 mulheres que participaram do rastreio
para o cancer cervical em Portugal, onde a positividade para o0 HPV foi de 28% das amostras

utilizando a técnica pelo Papillocheck®.

Serravalle et al., (2015), realizaram um estudo utilizando a mesma técnica com 88
mulheres da cidade de Salvador-Bahia com diagnostico citopatoldgico de LIAG. Das 41
amostras analisadas, o HPV foi detectado em 35 (85,4%). Cinco amostras (12,2%) foram
consideradas invélidas devido a auséncia da amplificacdo do gene ADAT1 e 1 (2,4%) foi

negativa para HPV.
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O teste apresentou uma taxa de 19% de deteccdo para 0s gendtipos oncogénicos do
HPV em infecgBes multiplas e 39,2% para infecgdes unicas. Os dados corroboram com 0s
achados no estudo feito por Sales (2015), na cidade de Manaus, com 643 mulheres que
procuraram o servico de salde para rastreio do cancer do colo do Utero. Dentre as 103
amostras positivas para HPV foi encontrado 76,7% de infec¢des Unicas por HPV e 23,3% de
infecgBes maltiplas.

Para Dickson et al., (2014), num estudo feito com mulheres de vérias regies do
Estados Unidos para determinar as taxas de infeccdo Unica e maltipla pelo HPV, 329 (4,0%)
mulheres foram positivas para dois ou mais tipos de HPV. Foi observado no estudo que
mulheres com infeccBes maultiplas pelo HPV eram mais propensas a ter citologia anormal,

com uma maior associacao da infecgdo com HSIL.

Mendonca et al., (2010), realizaram um estudo caso-controle com mulheres
apresentando positividade para o HPV atendidas em servi¢co de Ginecologia de referéncia
vinculado ao SUS, em Recife, Nordeste do Brasil. Foi observado taxas semelhantes de

infeccdes Unicas (35,2%) e multiplas (36,9%) pelo HPV respectivamente.

Os genotipos mais prevalentes detectados pela técnica PapilloCheck foram: O HPV
51(1,94%), HPV 16 (1,7%), HPV 53 (1,2%) e HPV 18 (1%). Neste estudo, o HPV 18 aparece
entre os menos frequentes, discordando da literatura, que o descreve como 0 segundo
gendtipo mais encontrado. Diversos autores demonstram que 0s tipos mais comuns de HPVs
oncogénicos que infectam o colo uterino sdo: HPV 16, HPV 18, HPV 45, HPV 31, 33 e HPV
35 (BERTHET et al., 2014; BRUNI et al., 2010; HEARD et al., 2013; SERRAVALLE et al.,
2015).

Em estudo recente de metanalise com amostras de mulheres apresentando citologias
normais, provenientes de cinco continentes, o HPV 16 foi detectado em 22,5% das mulheres
HPV positivas. O segundo gendtipo mais comum na prevaléncia mundial foi o HPV 18,
porém com algumas variag¢Oes geograficas. O HPV 31 foi mais comum na Europa, enquanto o
HPV 52 foi mais frequente na América do Norte, Africa e Asia, e 0 HPV 58 foi 0 mais
encontrado na América Latina (BRUNI et al., 2010) .
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A identificacdo do HPV 51 e de outros genotipos oncogénicos associados ao cancer
cervical em diferentes regides, pode sugerir uma necessidade de cobertura de um determinado
tipo de HPV que ndo esta presente nas vacinas e também nos testes de rastreio para 0 DNA do
HPV. Uma das vantagens da técnica € a identificacdo do HPV de alto risco, bem como a

deteccdo de multiplas infecces.

Argyri et al., (2013) realizaram um estudo transversal em Atenas, compreendendo
3.177 mulheres brancas entre 14 e 70 anos de idade que procuraram o Ambulatério de
Oncologia Ginecologica para realizacdo do exame preventivo, o HPV 16 foi o tipo mais
comum de HPV de alto risco presente com uma prevaléncia de 6,7%, seguido do HPV 51
(5,7%), HPV 53 (3,8%), HPV 56 (3,4%) e HPV 31 (2,5%).

Bruno et al., (2014) realizaram um estudo retrospectivo com 351 prontuarios de
mulheres com genotipagem positiva pelo teste PapilloCheck® na cidade de Salvador, Bahia.
O gendtipo de alto risco mais frequente foi o HPV 16 (18,5%), HPV 56 (14%) e o HPV 39
(13,4%). O HPV 18 (5,4%) esteve entre os tipos menos frequentes.

Rocha et al., (2013), ao realizar um estudo com 361 mulheres sexualmente ativas da
area urbana do municipio de Coari-AM, os gendtipos mais frequentes foram HPV 16 (58,1%)
e HPV 58 (20%).

Das 9 alteracGes histopatolégicas foi encontrado uma maior frequéncia do HPV 16
(22,2%). Um estudo realizado por Serravalle et al. (2015) foi encontrada uma frequéncia do
HPV 16 de 45% pelo PapilloCheck®, taxas bem acima das encontradas no presente estudo.
De acordo com estudos realizados em todo o mundo, inclusive no Brasil, o HPV 16 € o
gendtipo mais frequentemente encontrado, embora haja uma variagdo importante em relagéo a
frequéncia de infeccdo por outros tipos (BRUNO et al.,, 2014; DICKSON et al., 2014;
HEARD et al., 2013; ROCHA et al., 2013; SERRAVALLE et al., 2015).

Heard et al., (2013), realizaram um estudo utilizando a mesma técnica com amostras
residuais de citologia cervical (N = 6.538) provenientes de 16 locais que participaram de
programas organizados de rastreio do cancro do colo do utero na Franga. Foi observado que o

HPV16 foi fortemente associado com lesBes pré-cancerosas e com o cancer do colo do utero



119

e, que as altas taxas de prevaléncia de infeccdo pelo HPV16/18 foi encontrada entre as

mulheres com HSIL e abaixo dos 30 anos de idade.

Analisando a concordéncia entre o teste pela técnica do Papillocheck® e a PCR
PGMY09/11observou-se que das 79 amostras, 46 (58,2%) foram positivas, 14 (17,7%) foram
discordantes: positiva na PCR PGMY09/11 e negativa no PapilloCheck® e 19 (22,07%)
amostras foram invéalidas. Os testes apresentaram uma concordancia de 80% para a deteccéao
do HPV. As amostras invélidas por falha no controle justifica-se pela auséncia do gene
humano DAT1 (adenosina deaminase 1). O gene humano ADAT; (adenosina deaminase 1) €
amplificado simultaneamente como controle interno com a finalidade de verificar a qualidade
do DNA e a presenca de inibidores de PCR (DALSTEIN et al., 2009; SERRAVALLE et al.,
2015).

A deteccdo do HPV pelas técnicas de genotipagem é importante para o prognostico
das lesbes epiteliais no colo uterino e sdo cruciais para avaliar os fatores associados a
regressao, progressao e persisténcia da infeccdo pelo HPV cervical, bem como identificar os
grupos de alto risco e a susceptibilidade de infec¢do para o desenvolvimento da prevencéo e
estratégias de controle (BERTHET et al., 2014).
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CONCLUSAO

A estratégia de rastreio do cancer do colo o Gtero por autocoleta seguido de teste
rapido para HPV (Onco E6™) mostrou-se como um algoritmo aplicavel e possivel de ser
utilizado em areas remotas e de dificil acesso como em mulheres ribeirinhas. A sensibilidade
do Onco E6™ realizado a partir de amostras autocoletadas para deteccdo de neoplasia
intraepitelial cervical grau 3 ou lesdo mais severa (NIC3+) foi de 50%. A especificidade para
NIC3+ foi de 40% e para qualquer NIC 60%. A concordancia entre o teste Onco E6™ e o
exame citopatolégico foi de 80%. A deteccdo da Oncoproteina E6 é til para identificar
mulheres que possuem lesdes pré cancerosas assim COmo as que possuem cancer invasor

causado por HPVs do tipo 16 ou 18.

As mulheres de comunidades ribeirinhas estudadas apresentaram uma média de idade
de 34 +15,3 anos, baixa escolaridade, renda inferior a um salario minimo. A maioria vive em
unido estavel, com média de 4 + 3,9 filhos, média de idade da primeira relacdo 15 + 1,8 anos.
Apresentam mais de um parceiro sexual ao longo da vida, a maioria (67,5%) usa preservativo
com o seu parceiro e 97,4% negou ter apresentado ou estarem apresentando alguma DST. As
variaveis idade e o numero de parceiros sexuais ao longo da vida mostraram associacao

estatisticamente significativa com a infeccao pelo HPV.

A autocoleta com a escova Rovers® Evalyn® foi uma ferramenta aceita em 97,8% das
mulheres entrevistadas e considerada facil por 95,4% das participantes. Das mulheres
estudadas, 79,3% preferiram a autocoleta, 15,6% consideraram indiferentes (sem preferéncia)

e 5,1% preferiram a coleta por um profissional de saude.

A expressdo da oncoproteina E6 foi observada em 06 (1,4%) casos das amostras

cérvico-vaginais autocoletadas.

A prevaléncia da positividade do DNA HPV na populacdo estudada foi de 18,7%
(n=77) para qualquer tipo de genotipo.
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Os genotipos mais prevalentes detectados pelas técnicas de PCR em tempo Real e
PapilloCheck® foram: O HPV 51(1,94%), HPV 16 (1,7%), HPV 53 (1,2%) e HPV 18 (1%).

Das 5 mulheres positivas no teste Onco E6™ que compareceram ao exame
citopatoldgico, 4 (28,57%) apresentaram alteracdes citopatologicas (02 LSIL e 02 HSIL). O
resultado colposcopico dos 5 casos positivos no Onco E6™, 03 apresentaram alteracfes. Das
03 amostras analisadas no histopatologico, 01 apresentou NIC I, 01 NIC 11l e 01 carcinoma

invasor.



122

PERSPECTIVAS E DESDOBRAMENTOS DO ESTUDO

A possibilidade do uso da autocoleta em conjunto com o teste rapido Onco E6™, em
areas remotas e de dificil acesso apresenta-se como uma alternativa aplicavel, possibilitando
que parte da populacdo que ndo tem acesso aos programas de prevencdo ou até foge deles
pelo temor ou constrangimento viesse a ele se incorporar, podendo proporcional aumento das

taxas de cobertura no estado do Amazonas.

Neste estudo, demonstramos que a autocoleta obteve boa aceitacdo por parte das
mulheres estudadas, podendo ser utilizada como uma ferramenta auxiliar futura na estratégia

de prevencao do rastreio em lugares de baixos recursos, como o estado do Amazonas.

No presente estudo, a autocoleta foi uma ferramenta de enorme valor para a detecgéo
de dois casos de carcinoma cervical, bem como para a deteccdo do HPV em 18,7% da

populacdo estudada.

Desta forma os resultados obtidos neste estudo irdo subsidiar discussdes entre a
Secretaria de Estado da Saiude (SUSAM) gestores do grupo condutor de Rede de Atencdo a
Salde de pessoas com doencas cronicas vinculadas a SUSAM, Gestores do programa de
salde da mulher no Municipio de Manaus a fim de que sejam repensadas melhores estratégias
e o melhor algoritimo para o rastreio do cancer de colo de Utero em populacGes isoladas e de
dificil acesso.

O grupo de pesquisa ira iniciar estudos de viabilidade econémica destas novas
estratégias associando-se a pesquisadores de grupos de pesquisa em economia em saude, a
fim de responder a esta questdo de importancia estratégica para o estado do Amazonas e para
0 pais, principalmente a médio e em longo prazo quando se deseja de fato reduzir as taxas de

incidéncia e mortalidade pela doenca o estado do Amazonas.
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FUNDAGCAO CENTRO DE CONTROLE DE ONCOLOGIA DO ESTADO DO AMAZONAS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS DA SAUDE
APENDICE A -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a Senhora para participar da Pesquisa intitulada: “Caracterizacdo dos
gendtipos de HPV na populagdo de rastreio e em pacientes com cancer de colo uterino do Estado
do Amazonas”, sob a responsabilidade dos pesquisadores Dra. Katia Luz Torres Silva, Dra.
Valquiria do Carmo Alves Martins, Danielle A. Pires Rocha e Dr. José Eduardo Levi, a qual
pretende identificar as infeccBes pelo Papilomavirus Humanos (HPV) mais frequentes na
populacdo de mulheres do Amazonas e também em mulheres que apresentam lesao de colo de Utero.

Sua participacdo € voluntaria e se dara respondendo a um questionario que sera
aplicado por um técnico de saude além de coleta de material do colo do Utero (0 mesmo
utilizado na rotina do exame preventivo de cancer de colo de Utero ou da biopsia para exame
citopatoldgico — quando houver indicacdo do seu médico). Caso a senhora seja selecionada para a
avaliacdo do desempenho e aceitagcdo de dispositivo de autocoleta recebera instru¢fes para o uso do
material de autocoleta.

O material coletado sera utilizado unicamente para 0s objetivos da pesquisa e serdo
encaminhados para realizacdo de exames especializados para pesquisa da infeccdo por HPV e dos
tipos virais encontrados, e se houver alguma alteracdo no seu exame a senhora sera comunicada
através do agente de salde local. Preciso de sua autorizagdo para coletar, realizar analises
laboratoriais, guardar e usar este material coletado para pesquisas futuras de modo a tornar possivel
estudos das variagdes quanto aos tipos de HPV, assim como para compreender melhor a infecgédo pelo
virus e suas diferentes formas de apresentacdo (variabilidade genética), respondendo assim a novas
perguntas cientificas. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sob a guarda do pesquisador
responsavel por um periodo de dez anos, com possivel renovagdo. Caso o material coletado ndo se
encontre em condic¢des de armazenagem, necessito de sua autorizacdo para o descarte dos mesmos. Os
riscos decorrentes de sua participacdo na pesquisa sdo minimos sendo apenas um pequeno incomodo
no momento da coleta do material para 0 exame preventivo do céncer de colo de utero. Se
vocé aceitar participar, estara contribuindo para o beneficio de ganhos no conhecimento sobre
a infeccdo pelo HPV, sua caracterizacdo e relacdo com o cancer de colo de Utero no Estado do
Amazonas.

Se depois de autorizar sua participacdo a senhora desistir de continuar no projeto, tem o direito
e a liberdade de retirar sua autorizacdo em qualquer fase da pesquisa, bem como retirar o
consentimento de guarda e utilizacdo de sua amostra bioldgica independente do motivo e sem nenhum
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prejuizo a sua pessoa, nem do seu tratamento ou atendimento no servi¢co de salde. A Sra. ndo tera
nenhuma despesa e também ndo recebera nenhuma remuneracdo. Os resultados da pesquisa
serdo analisados e publicados em artigos cientificos, mas sua identidade ndo seré divulgada,
sendo guardada em sigilo. Para qualquer acesso aos resultados da pesquisa ou outra informacédo, a
senhora podera entrar em contato com os pesquisadores no endere¢o Rua Francisco Orellana, 215 —
Planalto — Diretoria de Ensino e Pesquisa, pelo telefone (92) 36554774.

Consentimento Pos—Informacéo

Eu, (Nome legivel),  fui
informada sobre o que os pesquisadores pretendem realizar e porque precisam da minha colaboracéo,
e entendi a explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto. Este documento é emitido em
duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de
nos.

Aceito conceder o material biolégico humano, bem como seu deposito, armazenamento e utilizacdo na
Fundacdo Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas:

( )SIM ( )NAO
Declaro ainda que (assinale apenas uma das alternativas abaixo):

( ) A cada nova pesquisa realizada com o material biol6gico concedido e armazenado na Fundagdo
Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas: quero ser contatada para assinar um
consentimento de que meu material seja utilizado na pesquisa;

() A cada nova pesquisa realizada com o material bioldgico concedido e armazenado na Fundagéo
Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas podem ser realizadas sem a necessidade
de minha nova aprovacéo para uso em cada uma delas.

Manaus, /]

Impressao do dedo polegar caso nao saiba assinar
Assinatura da participante - Paciente

Assinatura do pesquisador responsavel



142

APENDICE B - Questionario Ficha n®

Analise da estratégia de rastreio do cancer do colo do Utero por autocoleta e teste rapido
para HPV em mulheres ribeirinhas do municipio de Coari/AM.

IDENTIFICACAO

1. Cadigo no projeto 2. Data da abordagem: / /

3. Cdadigo de identificacdo da UBS 4. Iniciais da Paciente:

5. Data de nascimento: / / 6. Idade:

7. Naturalidade: 8. Telefones:

9. Endereco:

10. Raga/Cor: ( ) parda () branca () negra () indigena () oriental

ASPECTOS SOCIOECONOMICOS
11. Qual é o seu grau de escolaridade?
Ensino fundamental incompleto ( ) Ensino fundamental completo ()
Ensino médio incompleto () Ensino médio completo ( ) Ensino superior completo ()

12. Ocupacéo:

13. Qual a renda total da sua familia?

( ) bolsa familia ( ) 1salario minimo ( ) 2-3 salarios minimos ( ) >4 salarios minimos

ASPECTOS DE HISTORIA CLINICA/DST
14. Qual é o seu estado conjugal?
Solteira () Casada( ) unido estavel () Divorciada( )  Separada( )  Vilva( )
15. Quantas gestacGes a senhora ja teve?

16. NUmero de abortos

17. Qual idade do primeiro parto?

18. Numero de filhos?

19. Com que idade teve sua primeira relagdo sexual?

20. Nestes Ultimos 12 meses a senhora teve relagdo sexual com quantos parceiros?
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21. Quantos parceiros sexuais a senhora ja teve ao longo da sua vida?

22. Com que freqiiéncia a senhora usa(va) preservativo com este(s) parceiro(s) ?
Sempre () asvezes( ) nunca ()

23. Se ndo usava, qual o motivo?

24. A senhora usa algum método anticoncepcional (exceto camisinha)?
Pilula (anticoncepcional oral) ( )  Anticoncepcional injetavel ( )  Dispositivo intra-uterino (DIU)

() Outro () Especificar:

25. Asenhora ja teve alguma doenca sexualmente transmissivel? ~ Sim () Ndo ()

26. Se sim, qual é esta doenca?

27. A senhora ja ouviu falar do HPV? Sim( ) Nao ( )
28. Na sua casa alguém ja foi vacinado contra o HPV? Sim( ) Néo ()
29. Esta apresentando alguma queixa clinica no momento? Sim( ) Néo ( )

30. Se sim, quais ?
Ulceras genitais ( ) Dificuldade de urinar () Corrimento vaginal ( ) Coceira ()

Dor pélvica ( ) Sangramento apo6s relagdo sexual ( ) Outras () Especificar:

31. Asenhora fuma? Sim () N&o ( ) Se ndo, pular para a questao 35
32. Se sim, com que frequéncia? Ocasionamente (as vezes) ( ) diariamente ( )
33. Por quanto tempo? 34. NUmero de cigarros por dia?

35. Asenhora ja fumou? Sim () Néo( )

36. Se sim, por quanto tempo? 37. Numero de cigarros por dia?
38. Asenhora ingere bebida alcodlica mais de trés vezes na semana?  Sim( ) Nédo ( )
39. Asenhora toma algum medicamento diariamente? Sim( ) Nao( )

40. Se sim, qual foi o tipo? Anti-hipertensivo ( )  Para controle do diabetes () Antibidtico ( )
Antifangico ( ) Antiinflamatério ( ) Analgésico ()  Outro () Especificar:

41. Qual foi a data da sua Gltima menstruagdo? / /

42. Quando realizou seu Gltimo exame preventivo?

Nunca realizou ( ) ha6meses( ) halano ( ) hd2anos( ) hamaisde3anos ( )ndo
lembra

43. Se nunca realizou, quais motivos ou dificuldades apresentadas para a ndo realizacdo do exame?

Acesso dificil () faltadetempo( ) nuncaouviu falar do exame () wvergonha( ) medo( )
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AVALIACAO DA ACEITACAO DAAUTOCOLETA

44. A senhora gostou da autocoleta? Sim () Nado( )

45, Se ndo gostou, por qué?

46. Achou dificil o manuseio do dispositivo de autocoleta? Sim( ) N&do( )

47. Se sim, quais dificuldades foram encontradas?

48. Asenhora sentiu algum desconforto durante a realizacdo da autocoleta? Sim( ) Ndo( )

49. Se sim, qual o tipo de desconforto?

50. vocé faria novamente? Sim () Néo ( )
51. Vocé prefere a autocoleta ou a coleta com um profissional de satde?
() autocoleta ( ) profissional de salde

52. Por qué?

ANALISE DA AMOSTRA

53. As cerdas da escova estavam recolhidas? Sim () Na&o ( )
54. Presencga de sangue? Sim( ) N&o ( )

55. Observagdes importantes:
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APENDICE C - Folder ilustrativo da técnica de autocoleta
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APENDICE D - Fluxograma Metodoldgico da Primeira etapa do Estudo

Abordagem das
ribeirinhas

TCLE/ Questionario

Orientacoes ¢ realizacio da
autocoleta/avaliacio da aceitacio

Aliquota .
Realizaciio do teste rapido para Extragio fh
Onco EGTMUFAM-COARI Biologia DNA¢PCR
molecular gencrice
Positivo Negativo Negativo Positivo
Laudopara
Mulheresrecrutadas UBS eretorno Mullieres Genotipagen o
para Citologialiquida paraapacente reautadaspara Lab Tiro-logi-l
Citologialiquida -

daUSP-SP

Mulheres recrutadas para atendimento médico em Coart seguirfo para a segunda etapa do estudo
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APENDICE D - Fluxograma Metodoldgico da segunda etapa do estudo

Mulheresreautadaspara
Atendimento
Médico em Coari

1 l

Citologia em meio liquido (BD [ Colposcospia ]
SurePath™,)

;
[ FCECON ]

Preparacio dalamina
apartir do Meio
liquido (BD SurePath ™)

- J' Bidpsia
Leitura dalaminafeita por Citologistas

Treinados do Lab.Sebastido Marinho

SEMSA
|

| Negvo | Lesio
Ingerir no

Laudo paraUBS ereforno paraao paciente
SISCOLO
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ANEXO I

FUNDAGAO CENTRO DE
CONTROLE DE ONCOLOGIA € 2 globarorma
DO ESTADO AMAZONAS -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

ADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizagio dos gendtipos de HPV na populagio de rastreio & em pacientes com
cincer de colo uterino do Estado do Amazonas.

Pesquisador: Katia Luz Tames Silva

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE- 12812213 4.0000.0004

Instituigio Proponente: Diretoria de Ensino e Pesquisa

Patrocinador Principal: Financi b Proprio

DADOS DO PARECER

MNuimero do Parecer: 881.338
Data da Relatoria: 05/05/2014

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo observacional, transversal descritive que visa caracterizar os gendtipos de HPWV mais
prevalentes na populagio normal de rastreioc & em casos de cincer de colo de Utero do estado do
Amazonas, associando os mesmos aos achados cito e histopatolégicos. Sera um estudo de rastreio,
detecgio de casos e genotipagem de HPWV em mulheres do Estado do Amazonas.

Objetive da Pesquisa:

Objetiva Primario:

Caracterizar a infecgio por Papilomavirus Humanos (HPV) mais prevalentes na populagioc normal de
rastreio e em pacientes com cancer de colo de Utero do estado do Amazonas, associando 05 MesSMOs 305
achados cito e histopatoldgicos.

Objetivo Secundario:

1- Descrever o perfil epidemioldgico. socicdemografico e de risco para a infecgio pelo HPVW entre as
mulheres estudadas.2- Descrever a frequéncia de HPV na populagio de mulheres atendidas nas Unidades
bésicas de Salde do Estado do Amazonas; 3- Descrever a frequéncia de HPV na

populagic de mulheres com cincer de colo de dtero atendidas na Fundagio CECOM:4- Associar a
presenca de infecgio pelo HPW com os achados cito e histopatoldgicos;5- Caracterizar os gendtipos do HPW
identificados na populagio de mulheres atendidas nas Unidades basicas de

Enderego. Rua Franscisco Onadlana, 215 - Planalio - 3* andar

Balrmo: S CEP. 590405010
UF: AM Municiplo:  MANAUS
Talefone: [92)3655-4774 E-mall: comite etica pesquisaffcecon_amugoy br

Priagrma 01 S S
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Situagao do Parecern:
Aprovado

Necessita Apreciado da CONEP:

Naa

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Justificativa: Este estudo foi submetido em 15/02/2103 ao CEP da Fundagdo CECON. No entanto, naquele
momento o sistema da Plataforma Brasil considerou como bloqueio ético uma vez que a pesquisadora
principal & tambem coordenadora do CEP. Obviamente, se tinha conhecimento disso, mas entendiamos que
a secretaria do CEP poderia prosseguir com a indicago de relatoria on line no sistema. No entanto, o
sistema 0 permite esta agdo pelo coordenador ou pela figura de um subcoordenador. A CONEP ndo
atendeu o pedido de cadastramento de subcoordenador naguele momento. Assim sendo, na época o
projeto foi recebido no CEP de forma Off-ine”. Foi avaliado em reunides ordinarias, entrou em pendéncia
em 15/03/2013. Depois das pendéncias resolvidas o projeto foi aprovade e foi emitido parecer em
15/06/2013 (parecer ja apreciado por este CEP). Neste momento, o sistema ja reconhece a figura do
subcoordenadar & permifiu a submissdo na categoria de projeto ja avaliado e aprovado. Desta foma esta
submissdo & apenas para efeito de reqularizagdo junto a Plataforma Brasil. O projeto foi aprovado pela
Comissao de ética da Secretaria Municipal de Sadde de Manaus. O projeto foi apresentado para o entdo
secretdrio de salde do Municipio de Coari que assinou uma carta de anuéncia. Assim sendo, congiderando
que o projeto iniciou as afividades tao logo foi aprovado (em 15/08/2013) relatorio parcial em anexo a esta
nofificagéo, este CEP reconhece a aprovagdo prévia, bem como a autorizagdo para a execugdo do estudo
logo apos a reunido do dia 15/06/2013.

Enderego: Rua Franscisco Orellana, 215 - Planalto - 3* andar

Bairra: SN CEP: 60.040-010
UF: AM Municipio: MANAUS
Telefone: (8233554774 E-mail: comite etica pesquisa@icecon.am,gov.br
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ANEXO 11

LE R R REE R

Saude

Manaus, 09 de setembro de 2013
TERMO DE ANUENCIA

Declaramos para os devidos fins de dircito que a pesquisa intitulada
“Caracterizacio dos genétipos de HPV na populacio de rastreio ¢ em pacientes com
clincer de colo uterino do Estade do Amazonas™ de responsabilidade da pesquisadora
Kitia Luz Torres foi suorizada pela Comissio de Etica em Pesquisa dessa Secretaria -
COEP/SEMSA.

Esse procedimento busca oricntar-se com o item V1L 14, da Res. CNS n.® 19696, em
que:
“a revisio ética de toda e qualquer pesquisa envolvendo seres humanos nlio poderd ser

dissociada de sua andlise cientifica. NBo se¢ justifica submeter sercs humanos a riscos
inutilmente e toda a pesquisa envolvendo scres humanos envolve riscos™,

Contudo, considerando que a Comisslio de Etica em Pesquisa COEP/SEMSA ainda
esth em fase de estruturagBo para dar inicio 4 validago junto ao Consclho Nacional de Etica
em Pesquisa — CONEP informamos que essa anuéncia deve ser encaminhada junto com ©
Projeto a um Comité de Ftica em Pesquisa devidamente cadastrado no COEP.

Coordenadora da Comissio de Etica em Pesquisa
COEP/SEMSA

Av. Matio Ypiranga Momieio, N® 1895 CEP - 89057002
TelefonaFax:3236-8987 | e-malk coep@pnwm am gov br
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ANEXO 111

LATUDO DO TESTE RAPIDO ONCO Es ™
PARA DIAGNOSTICO DO HEPV

Prezada Senhora. recentemente a senhora aceitou participar do estudo “Andlise da
estratégia de rasireio do cincer do colo do aterc por autocoleta e teste rapido para
HPV em mulheres ribeirinhas do municipio de CoarifAM.™

Este estudo envolve a autocoleta seguida de um teste que indica a presenca do virus que
pode cansar o ciancer do colo do dtero. Em retommo a sua participacio estamos enviando
o resultado do seu teste. E importante que independente dos resultados deste exame a
senhora continee farendo os exames preventives regulares, pois ainda estamos na fase

METODO: taste mpide Once ES™ , K ja: izar T, Lu OF. oy CW. Besard-Bargey M. Ho M, Rasasany V. Sthar
JE. Biske A Labiad ¥, Pock BB, Lins T, Raromir T, Howasd &, Gravitt PE, Castls PE. Faasibiliry Sty of a Human Papillomansirs
E6 O in Test for Diagnosis of Carvical Precancer and Cancer. Tioumal of Clinical Microbiology J010.48:4646-8.

MNome da paciente:

Data de nascimento:

Local da coleta:

Data da coleta: Data do exame:

EESULTADO DO TESTE ONCO E6T™

IEI MNegativo

Positive para HFV 16 E6

Inconclusivo

[]
I:I Positive para HFV 18 E6
[]

Dira Katia Loz Tormes Silva
Dr. José Eduardo Levi
CEF 930/AM
CEBio 23407-01/D
Grealquer Smida sohre este resulads, wntrs wm oozt par ira Josians Meztanho (93610704) o= Dra. Danialls.

Baocka (E1339191) on Dra. Eatia Teorss (B1381098 ou 36334 7TT4-FCECON).
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ANEXO Il
peh Tho
FUNDAGAO CENTRO DE CONTROLE DE ONCOLOGIA 5’3‘6 mﬁ?ﬂ
DO ESTADO DO AMAZONAS-FCECON i) F
iy L.,.n"‘EP

PCR PARA PAPILOMAVIRUS HUMANO

PACIENTE:

DATA NASCIMENTO:

LOCAL DE COLETA:

DATADA COLETA:

DATA DO EXAME:

MATERIAL: CELULAS VAGINAIS

METODO DE COLETA:

(x) AUTOCOLETA

( ) CITOLOGIA LIQUIDA

( ) CITOLOGIA CONVENCIONAL

METODO: ificacdo de fapmento de 450 pares de bases do pene L1 (capsides) por témica de PCE. Referéncia: Gravitt, P.E.. C. L.
Peyton, T. . Alsssi, C. M. Whesler, F. Coutles, A. Hildesheim, M H Schiffionn, D). B Scotr, and E.. ]. Apple. 2000. Inproved
amplification of genital human papillomavinises. J. Clin. Microbiol. 38357-361.

RESULTADO : NAO REATIVO

s é’aﬁ
. .-"4 1

DE. JOSE EDUARDO LEVI DE. KATIA LUZ TORRES SILVA

CEBio - 23_407/01-B CRF AM 930

Gualquer diwida sobmre este resuitado, entre em contato por telefone com a Enfermelra Josiane Montanho ((52) 9361-0706) ou Dra. Caniede
Rocha (5133-9191) ou Dra. Katla Tommes (5 133-1098 ou 3555-4TT4-FCECON)



